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RESUMEN

En esta tesis se ha purificado a homogeneidad la quinasa fosfo
mevalénica (EC 2.7.4.2) de higado de cerdo, y se ha realizado un estu
dio de sus propiedades cinéticas, tamafio molecular, composicién de a-
minodcidos y residuos de aminoécidos esenciales para la catllisis.

La purificacidn de la enzima involucra tratamiento con sulfato
de amonio, cromatografia en DEARE-celulosa, Bio-Gel P-150, hidroxil -
apatita y azul-dextrano-Sepharose. La enzima purificada demostrd es-
tar homogénea en el anfdlisis por electroforesis en geles de poliacril
amida en aueencia de agentes desnaturontes y tiene una actividad espe
cifica de 69 unidades/miligramo de proteina. Ella presenta especifi-
cidad absoluta por ATP y requiere de un i6n metéllico divalente para

2 - .- -
el més efectivo en la reaccidén catalizada.

la actividad, siendo el Mg+
La enzima posee un rango 6ptimo de pH gue se extiende, al menos, en-
tre pH 7,5 y 9,5, el valor mé&s alto ensayado. Presenta cinética hi-
perb&lica para ambos sustratos, el mevalonato-5-faosfato (MVA-P) y el
ATP, con una Km verdadera de 0,075 mM para el primero y de 0,46 mM
para el segundo.

La enzima est@ estructurada como una sola cadena polipeptidica
de un peso molecular de 21.000 - 22.500, medido por filtracién en Bio-

Gel P-60, centrifugacidn en gradiente de sacarosa y electroforesis en

gel de poliacrilamida en presencia de SDS y Z-mercaptoetanol.
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La guinasa fosfomevalénica es inactivada por 5,5'-ditiobis-
(2-nitrobenzoato), (DTNB), por piridoxal-5'~fosfato, (PLP), y por
2,3-butanodiona. En todos los casos la reaccién de inactivacidn
presenta una cinética de pseudo primer orden, y el MVA-P es un efec
tivo protector de la enzima contra la inactivacidn.

El DTNB produce una répida inactivaci6n, al reaccionar este-
quiométricamente con el residuo de cisteina de la enzima. Esta in-
activacifn puede ser reverticda por 2-mercaptoetancol o ditiotreitol.
En una enzima parcialmente inactivada por DTNB, no se ohserva modi-
ficacitn de las Km aparentes para ninguno de los dos sustratos. Ade
més, la constante catalftica de la enzima residual es igual a la de
la enzima no tratada con el reactivo, lo que indica la existenciade
dos poblaciones de moléculas, una intacta y otra totalmente inactiva
da, Estos resultados sugieren que el residusc de cistefma, (el dnico
gue posee la enzima, de acuerdo al anflisis de aminofcidos), esté en
el centro activo o en sus proximidades, pudiendo participar en el
procesc catalitico mismo.

El PLP produce, a bajas concentraciones, la inactivacién de
la guinasa fosfomevalénica, formindose una base de Schiff entre un
grupo amino primario de la enzima y el grupo aldehido del PLP. El pi
ridoxal y la piridoxamina-5'-fosfato son inhibidores més débiles que
el PLP, sugiriendo un efecto especifico para este Gltimo en la reac-
cifn, .probablemente debido a la presencia de los grupos fosfato y al
dehido. Por medio de estudios de velocidad de inactivacién en fun -
cidn del pH se determind un pk de 8,25 a 24,9 y de 7,95 a 317 para el

grupo reactivo amino, el que podria corresponder a un grupo E-amino
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de un residuo de lisina, situado en microambiente con cargas positi-
vas. Cuando se produce la inactivaciéin, reacciona una molécula de
PLP con un grupo amino por molécula de enzima.

Le enzima no es totalmente inactivada por PLP, ni aumentando
su concentracidn hasta 0,5 mM, ni sometiéndola a un segundo tratamien
to de inactivacién después de reducir el producto de la primera con
borohidruro. La enzima parcialmente modificada, presenta una m apo-
rente disminuida para el MVA-P. Estos resultados permiten suponer que
el grupo reactivo estéd ubicado en o cerca del sitio de unidn del
MVA-P, explicéndosc la menor Km aparente para sste Gltimo por la car-
ga positiva del nitrégeno aromético del PLP cuyo pK es 8,69, lo que fa
cilitaria la unién del MVA-P.

La guinasa fosfomevalénica es, ademés, inactivada por 2,3-buta-
nodiona, reactivo altamente especifico para residuos de arginina. £l
hecho que el MVA-P proteja a la enzima de la inactivacién por este re-
activo, hace suponer gque un residuc de arginina esté suficientemente
proximo o en el sitio mismo de unifn de este sustrato. La presencia
de un residuo de arginina cercanoc a uno de lisina en el sitio de unién
del MVA-P, explica el bajo pK encontrado para el grupo amino reactivo
con PLP. Estos resultados concuerdan con investigaciones realizadas
sobre diversas quinasas y deshidrogenasas, que presentan lisina y argi

nina en el sitio de unién de sustratos aniénicos.
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ABSTRACT

In this work, the enzyme phosphomevalonate kinase (EC 2.7.4.2)
from pig liver has been purified to homogeneity, and the following
properties of the enzyme have been studied: kinetics, molecular weight,
amino acid composition and essential amino acid residues for catalysis.

The purification of the enzyme requires ammonium sulfate treat-
ment, DEAE cellulose, Bio Gel P-150, hydroxylapatite and blue-dextran-
Sepharose chromatography. The purified enzyme is homogeneous as shown
by native polyacrylamide gel electrophoresis and has a specific activi
ty of 69 units/mg protein. The enzyme shows absolute specificity for

é being the most

ATP and requires a divalent cation for activity, Mg+
effective. An optimum pH range between 7.5 and 9.5 (the highest pH as
sayed) is shown by the enzyme. Both substrates, 5-phosphomevalonate
(MVA-P) and ATP present hyperbolic kinetics with true Km values of
0.075 mM and 0.46 mM, respectively.

Phosphomevalonate kinase has only one polypeptide chain with a
MW of 21.000 - 22.500, as established by gel filtration in Bio Gel P-60,
sucrose density gradient centrifugation and SDS-polyacrylamide gel elec
trophoresis.

The enzyme is inactivated by 5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic a -

cid) (DTNB), pyridoxal-5'-phospate (PLP) and 2,3~butanedione. The in

activation reaction follows, in all cases, pseudo first order kinetics,
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MVA-P effectively protects the enzyme against inactivation by these
reagents.

DTNB produces a rapid inactivation, by reacting with the cys
teine residue of the enzyme. This inactivation may be reverted by
2-mercaptoethanol or dithiothreitol. 1In a partially inactivated en
zyme preparation, no change in the apparent Km is observed for both
substrates. In addition, the catalytic constant of the residual en
zyme is identical to that of untreated enzyme, indicating the exis-
tence of two populations of molecules; one made of intact and the
other of totally inactive molecules. These results suggest that the
cysteine residue (the only one found in the amino acid analysis) is
in or near the active site, where it may participate in the cataly -
tic process.

Low concentrations of PLP produce inactivation of phosphomeva
lonate kinase, with the formation of a Schiff base between an amino
group of the enzyme and the aldehyde group of PLP., Pyridoxal and Py
ridoxamine-5'-phosphate are weaker inhibitors than PLP, suggesting a
specific effect for PLP in the inactivation reaction, probably due to
the presence of the phosphate groups and aldehyde. From studies of
PH vs. velocity of inactivation, a pK of 8.25 at 24° and 7.95 at 31°
was determined for the reactive amino group. This group may corres-
pond to an éi ~amino group of a lysine residue in the vicinity of o-
ther positive charges. One molecule of PLP reacts with one amino
group per molecule of enzyme to produce inactivation.

The enzyme is not totally inactivated by PLP, either by increa

sing the PLP concentration up to 0.5 mM or by a second inactivation
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treatment after borohydride reduction of the Schiff base formed in
the first treatment. The partially modified enzyme shows & lower
apparent Km for MVA-P than the native enzyme. These results suggest
that the reactive group is located in or close to the binding site
for MVA-P, the lower Km for MVA-P may be explained by the positive
charge of the PLP ring nitrogen (pK 8.69), which might facilitate
the binding of MVUA-P,

Phosphomevalonate kinase is alsoc inactivated by 2,3-butanc -
dione, a reagent specific for arginine residuese MVA-P protects the
enzyme against inactivation by this reagent; this suggests that an
arginine residue is sufficiently close to or at the binding site of
this substrate. The presence of an arginine residue near a lysine
residue at the binding site of MVA-P explains the low pK found for
the amino group reactive with PLP. These results agree with findings
by other investigators in several kinases and dehydrogenases, which
present lysine and arginine groups at the binding site of anionic

susbtrates.
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INTRODUCCION

La guinasa fosfomevalénica (ATP: 5-fosfomevalonato fosfotrans
ferasa, EC 2.7.4.2.), cataliza la fosforilacién del mevalonato-5-fog
fato (MVA-P) por Mg-ATP para producir mevalonato-5-pirofosfato (MVA-

PP) y ADP, de acuerdo con la siguiente ecuacién:

HO ~ _CH, B HO _ C/EH3
> L ~ N
. T2 B 4 oaTe_Mg¥2 0 0 cH CHy + nop
—U ~?~D—EH2 C',':[] -D“E"D“‘?—D'EHZ E:—D
0 0 0 0 0

S61c el isémero 3R-MVA-P es sustrato de la quinasa fosfomeva-
lénica y su fosforilacidn por ATP es reversible, estando la reaccidn
desplazada hacia la formacién de MVA-PP (1,2).

Esta reaccién corresponde a une de las primeras etapas de 1la
biosintesis de compuestos isoprénicos, sustancias ampliamente distri
buidas en el mundo viviente y que incluyen productos tan importantes
como los terpenos, esteroides, carotencides, caucho, giberelinas,
etc. Todos estos isoprenoides tienen en comGn su similitud de origen
v se sintetizan a través de una serie de reacciones parecidas o idén-
ticas.

Un compuesto clave en la biosintesis de los poliisoprenoides

es el Acido mevaldnico. Su descubrimiento representd uno de 1los




mayores avances en el conocimiento de la biosintesis del colesterol,
después que se conociera que el acetato era el precursor primario.

En la Fig. 1 se presenta un esguema de los intermediarios desde Aci-
do mevalénico hasta colesterol. El Acido mevalénico experimenta dos
fosforilaciones consecutivas, la primera catalizada por la guinasa mg
valtnica y la segunda, por la quinasa fosfomevalfnica. E1 MVA-PP,
producto de la segunda guinaosa, es descarboxilado, en una reaccién
que requiere ATP, a isopentenilpirofosfato, compuesto que es la fuen-
te real de las unidades isoprénicas y precursor de todos los poliien-
prenoides. La biosintesis de isopentenilpirofosfato esté ampliamente
representada en bacterias, levadura, plantas superiores y mamiferos
(3).

En particular, la biosintesis del colesterol en mamiferos pre-
senta gran interés debido a que alteraciones en el metabolismo de es-
te compuesto pueden producir alteraciones patol6gicas. E1 metabolis-
mo del colesterol en el higado esté sometido a un complejo sistema de
control y es modificado por una serie de factores ambientales, hormo-
nales y nutricionales, siendo el colesterol mismo inhibidor de su prg
pia formacitn (4,5). La enzima cuyo rol regulador estd bien estable-
cido es 1la ﬁg—hidrnxi/3 -metilglutaril-CoA-reductasa, cuyo efecto re-
gulador "in vivo" se debe a una mddulacién de su sintesis a velocidad
constante de degradacién (6-8). Sin embargo, diversos tipos de prue-
bas sugieren la existencia de controles reguladores secundarios a o-
tros niveles. Bucher y col. (9) demostraron que la conversién de Gci
do mevalGnico y de escualeno a colesterol se reduce por ayunc o por

la administracifin de colesterol aunque en un grado menor que la
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conversifn de acetato o colesterol, sugiriendo la presencia de meca-
nismos reguladores secundarios que controlan el flujo de materiales

a través de la via biosintética, o bien que el segmento completo de
la via es deprimido. Gould y Swyryd (10) sugieren dos sitios regula
dores secundarios en la &i{ntesis del colesterol, uno entre &cido me-
valbnico y farnesilpirofosfato y otro entre farnesilpirofosfato y es
cualeno. Slakey y col. (11) demostraron gue el flujo de materiales

a través de la vio completa de sintesis de colesterol no se puece ex
plicar suponiendo que la Gnica enzima reguladora es la/3 -hidroxi-[S
~metilglutaril-CoA-reductasa y sugieren a lc menos dos pasos regﬁla-
dores, uno entre MVA y escualeno y otro entre escualeno y colesterol.
Shama Bhat y Ramosarna (12) encontraron en ratas que la utilizacién
cde MVA para la biosintesis del colesterol presenta actividad ritmica
con un miximo a medianoche. La actividad/9 -hidroxi—ﬁ&-metilglutaril
-CoA-reductasa aumenta 10 veces a medianoche comparada con el medig -
dfa, mientras gue la incorporacién de acetato en colesterol tanto "in
vivo" como "in vitro" sflo aumenta 3 veces. Estos autores, @ base de
estudios "in vitro", en que midieron tanto la conversién de 2-C1h-meyg
lonato a esteroles, como la descarboxilacifén de 1—E1h-mevalonato, can-
cluyeron gue debe haber una enzima en la via biosintética entre MVA e
isopentenilpirofosfato que presenta cambios ritmicos de actividad.

La conversifn de MVA a isopentenilpirofosfato involucra 3 pasos
enzimticos: quinasa mevaldnica, quinasa fosfomevalénica y descarboxi
lasa pirofosfomevalénica. A las tres enzimas se les ha supuesto un
rol regulador en la biosintesis del colesterol. Dorsey y Porter (13)

demostraron que el farnesilpircfosfato y el geranilpirofosfato inhiben




la quinasa meval6nica de higado de cerdo, sugiriendo que ambos com -
puestos podrian actuar como controles fisiol6gicos a nivel de esta en
zima. Por otra parte, Slakey y col. (11) al realimentar con una die-
ta carente de grasc .. ratas mantenidas en ayuno, observaron que junto
con el aumento de la sintesis de farnesilpirofosfato se produce un au
mento de la conversidn de mevalonato a escualeno tan répida como 1la
primera. Este hecho hace poco probable gue el efecto inhibitorio ob-
gervado "in vitro" por farnesilpirofosfato y geranilpirofosfato influ
va "in vivo" sobre el flujo de los intermediarios. Ramachandran vy
Shah (14) demostraron que la fosforilacién del MVUA y del MVA-P no era
significativamente diferente en preparaciones de higado de ratas lac-
tantes y destetadas, mientras gue la descarboxilacién del MVA resulté
ser mucho més alta en ratas destetadas. Estos autores concluyen que
la descarboxilaci6n del MVA-PP es un paso regulador en la biosintesis
del colesterol hepético.

La suposicifén que la quinasa fosfomevaldnica pudiera desempefiar
un papel regulador de la biosintesis de isoprencides en mamiferos pro-
viene de la alta Km aparente determinada para el MVA-P con la enzima

b

de higado de cerdo, de 3 x 10" M (2). Por otra parte, la Km aparente

publicada para el mismo sustrato, de la quinasa fosfomevalénica de 14&-

5

tex de Hevea brasiliensis (&rbol del caucho) es 4,2 x 107~ M (15), de

tal manera que de ser cierto un efecto regulador de la enzima de cerdo
debido a su alta Km, este criterio no parece aplicable a la enzima de

Hevea brasiliensis.

El conocimiento actual que se tiene de muchas enzimas de la via

biosintética del colesterol es aln muy insuficiente. Varias han sido




purificadas a homogeneidad como la tiolasa y ﬁ3-hidruxi-/3-metil
glutaril-CoR-sintetasa de higado de pollo, 18/3 -hidruxiﬁfa-metil-
glutaril-CoA-reductasa de levadura e higado, la quinasa mevalénica y
la farnesil pirofosfato-sintetasa de higado de cerdo y escualeno-sin
tetasa de levadura. Las restantes enzimas han sido sfloc parcialmen-
te purificadas (3). Es, por lo tanto, de real interés el estudio sig
temAtico de todas las enzimas de esta via. El objetivo de esta tesis
ha sido purificar la quinasa fosfomeval6nica de higado de cerdo al
més alto grado posible, @ fin de caracterizarla en sus propiedades
fisicoquimicas, guimicas y cinéticas esenciales, estudios que eventual
mente pudieran determinar mejor el papel que ella desempefia en el pro
ceso global de biosintesis del colesterol.

La guinasa fosfomeval6nica ha sido descrita en diversas fuen-
tes tales como levadura (1, 16, 17), létex reconstitufido de Hevea

brasiliensis (15, 18), higado de rata (19) y de cerdo (2, 20). Ade-

més, se ha inferido su presencia en otras fuentes por la presencia
del producto de la reaccién, el MVA-PP (21, 22).

Los estudios efectuacdos con esta enzima obtenida de las diver
sas fuentes, todos de carfcter muy preliminar, han sido realizados
con preparaciones bastante impuras de ellae. Todas las preparaciones
enzimiticas descritas presentan el mismo requerimiento nucleotidico

de ATP, excepto la de Hevea brasiliensis que puede usar ITP y UTP pe-

ro a velocidades menores (15) y todas requieren ademés de iones diva-

2 el mbs efectivo. Este ifn presenta efecto 6p-

lentes, siendo el Mg+
timo sobre la quinasa fosfomeval6inica de higado de cerdo a concentra-

cién 5 mM, siendo inhibitorias concentraciones superiores. Otros io-




+2 +2

nes, tales como Ag+, Cu™™ vy Zn

+2

a concentracifn 5mM, inhiben comple

tamente la reaccién y el Co”“ no tiene efecto (2). La guinasa fosfg

mevalénica de levadura es activada ademés del Mg+2 por Cu+2, Zn+2,

+2

Fete v Hn+2(1) vy la de Hevea brasiliensis por Mg™ <, Zn+2, Fe+2 y Mn+2

(15).

La quinasa fosfomevalénica requiere, al parecer, la integridad
de grupossulfhidrilos libres para su actividad. La enzima de H. bra-
siliensis pierde su actividad cuando se omite del medio un compuesto
tiol, pudiendo recuperarse parcialmente la actividad al agregar un
tiol (15). La enzima de higado de cerdas es inhibida completamente
por p-cloromercuribenzoats, siendo su efecto parcialmente revertido
por 2,3-dimercaptopropenol o glutatiomN-etilmaleimida y O-iodobenzog
to demostraron ser buenos inhibidares, pero la iodoacetamida presen-
ta sflo un peqguefio grado de inhibicién (2).

La guinasa fosfomevalénica de higado de cerdo demostré presen

tar un pH 6ptimo entre 7,2 vy 7,3 (2) y la de Hevea brasiliensis ertre

7,0 y 7,5 (15). La enzima de autolizados de levadura se ha publicado
gue no presenta un pH 6ptimo definido, permaneciendo la actividad in-
alterada entre pH 5,5 v 10 (1).

La Km aparente para el sustrato fosfomevalonato de la enzima
de higado de cerdo se determind en aproximadamente 0,3 mM (2) y la de

la enzima de H. brasiliensis para el mismo sustrato en 0,042 mM y pa-

ra el ATP 0,19 mM (15).
Los datos presentados resumen las propiedades estudiadas de
la guinasa fosfomevalénica obtenicda de las diversas fuentes, estudios

gue se han realizado, como se ha dicho, con preparaciones muy crudas




de ella. No existen publicaciones recientes que aporten nuevos datos
sobre esta enzima. Es posible que algunas de las propiedades descri-
tas se vean modificadas con preparaciones més purificadas. Los estu-
dios efecvsados con las gquinasas fosfomeval6nicas de higado de rata,
higado de cerdo y levadura fueron hechaos hace més de 15 afios y los rea

lizados con la quinasa obtenida del l&tex de H. brasiliensis, aunque

mucho més recientes (1971), también son de caracter muy preliminar.

En este trabajo se decidid utilizar el higado de cerdo como fuen
te de la quinasa fosfomevalénica. Este material, obtenido de un mata-
dero comercial, tiene el inconveniente de que se carece de control so-
bre los animales, pudiendo existir diferencias importantes entre un ani
mal y otro debido a factores tales como raza o estado de alimentacién.
De hecho, se encontraron diferencias significativas en cuanto a la can-
tidad de enzima entre diferentes higados en algunas preparaciones. No
obstante, se eligif este material porque era posible de obtenerlo fres-
co, extraido del animal recién muerto, y porque permite, debido a su vg
lumen, procesar una cantidad grande de tejido, lo cual no habria sido
posible traténdose de ratas. Ademfs, como existen estudios previos e-
fectuados con guinasa fosfomevalénica de esta misma fuente, resultaba
de interés comparar las propiedades de una preparacidn més pura de 1la
enzima con las obtenidas en preparaciones menos purificadas. Por otra
parte, resultaba también interesante comparar las propiedades de la gui
nasa fosfomevalénica con las de la guinasa mevalénica, la enzima ante-
rior de la via biosintética, la cual ha sido purificada de higado de cer
do @ homogeneidad, y sus propiedades cinéticas estudiadas en detallle

(23).




MATERIALES Y METODOS

I. MATERIALES

A. Material biolégico

Los higados de cerdo se obtuvieron frescos del "Matadero Lo
Valledor" o del "Matadero Industrial San Miguel, S. A." Los 6rganos
se extrajeron en un tiempo méximo de 15 minutos después del sacrifi-
cio de los animales y se mantuvieron en hielo hasta el momento de su

procesamiento.
B. Reactivos

NADH, ATP, ADF, AMP, GTP, UTP, CTP, PEP, guinasa pirGvica
(PK) tipo II de mlsculo de conejo, deshidrogenasa léctica (LDH) tipo
III de corazén de vacuno, lactona del 4cido DL~ mevalénico, 2-mercapto
etanol, 2,5-difeniloxasol (PPD), ditiotreitol, piridoxal-fosfato('PLP),
pPiridoxal (PL), priidoxamina-fosfato (PAP), poli A, N, N' -metilen-
bisacrilamida, alblmina de suero de boving (BSA), dodecilsulfato de
sodio (SDS), 2-(N-morfolino) etanolsulfonato (MES), N-Tris-(hidroxi=-
metil)-metil-2-aminoetanosulfonato (TES), N, N-bis-(2-hidroxietil)-g{1
cina (BICINE) y 3 (ciclohexilamino-1-propanosulfonato) (CAPS), se obtu
vieron de Sigma Chemical Co., St. Louis, U.S.A.; Acrilamida se obtuvo
de Bio Rad Laboratories, California, U.S5.A.; DTNB, hexanodiamina, dihi
dracida del 4cido adipico, butanodiona, bromuro de cian6geno y acetoni-

trilo, fueron productos de Aldrich Chem. Co., Inc., Milwaukee, UeSeAe;
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1,4~bis-2-(5-feniloxazolil)-benceno (POPOP), glicerol y azul de bro-
mofenocl, se obtuvieron de Merck, Darmstadt, Alemania; sulfatoc de a-
monio, citocromo c de corazon de caballo, guimotripsinfgeno A de pén
creas de bovino, ovoalblmina, clorhidrato de guanidina y azul de Cog
massie se obtuvieron de Schwarz/Mann, Orangeburg, New York, U.S.A.;
N,N,N',N'-tetrametilen-etilendiamina (TEMED) se obtuvo de Schuchardt,
Munchen, Alemania; pepsina de estémago de cerdo se obtuvo de Mann Re-
search Labs., New York, U.5.A.; 2,4,6-trinitrobenceno-sulfonato de
Eastman Kodak Co., Rochester N.Y., U.S.A.; lisina, insulina y también
citocromo c se obtuvo de Fluka A.G. Buchs S.G., Suiza. Ademés, se u-
tiliz6 ATP y 2-mercaptoetancl de Calbiochem, La Jolla, CaLiFornia,
U.S.A.; #cido DL-mevalénico-5-H> (sal DBED), 6,74 Ci/mmol se obtuvo
de New England Nuclear, Boston, U.S.A. El resto de los reactivos em

pleados fue de grado analitico.

C. Materiales cromatogréficos

DERE-celulosa, DE-52 fueron productos de Whatman Ltd., Spring-
field Mill, Kent, Inglaterra; Bio Gel P-60, Bio-Gel R-150 e hidroxil-
apatita (Bio Gel HTP) fueron obtenidos de Bio Rad Lab., California,
U.S5.A.; Sepharose 4B y azul-dextranc provinieron de Pharmacia Fine
Chem., Uppsala, Suecia; Dowex-1-X8 y Dowex 50-X8 fueron obtenidos de

Baker Chem. Co., Phillisburg, N.Y., U.S.A.
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II. METODOS
R. Preparacidn de mevalonato-5-fosfato (MVA-P).

Fue necesario sintetizar el MVA-P, sustrato de la quinasa fos
fomevalénica, por no estar disponible comercialmente. Los métodos
quimicos que utilizan comc producto de partida la mezcla rQcémica
DL-mevalonato, producen como resultado una mezcla de 3R vy 35~MVA-P,
en general con un rendimiento bajo (24). El método enzimAtico desa-
rrollado por Levy y Popjak (19) consiste en fosforilar el mevalonato
utilizando la enzima gquinasaz mevalBnica, y permite obtener con un ren
dimiento satisfactorio sflc el isfmeroc 3R-MVA-P, gue es el sustrato
de la guinasa fosfomeval6nica. Se adoptd el método enzimético, consi
derando ademds que la quinasa meval@nica es fécil de obtener en un gra
do de pureza adecuado de la misma fuente gue se utilizé en la prepara-
ciftn de la quinasa fosfomevalénica, el higado de cerdo. E1 método ori
ginal de Levy y Popjak fue modificado, con lo cual se consiguif obte-
ner un producto sin trozas de Acido mevalfnico o nucleotidos detecta-

bles.

1. Preparaciun de guinasa mevalbnica

Esta enzima se prepard de higado fresco de cerdo, por una modi
ficacifn del método de Beytia y col. (23). Un kilégramo de higado de
cerdc se homogeneizd en dos vollmenes de tampén fosfato de potasio 100

(D)

mM, pH 7,4 en un homogeneizador Waring Blendor. Esta operacién vy

todas las siguientes se efectuaron entre 0-4°%. El1 homogeneizadc se

&

Todos los tampones empleados en la purificacién fueron de pH 7,4
y contenian 2-mercaptoetancl 10 mM.
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filtr6 a través de cuatro copas de gasa y se centrifugd sucesivamen-
te a 8.000 x g durante 10 minutos, 48.000 x g por 20 minutos y 48.000
X g durante 60 minutos, descartando en cada casc los precipitados. E1
Giltimo sobrenadante se fraccioné con sulfato de amonio. La fraccién
que precipitd entre 15 y 40 % de saturacidn de la sal se disolvid en
tampén fosfato de potasic 10 mM y se dializé contra 50 vollmenes del
mismo tamp6n. La solucién de proteinas dializadas se adsorbif en gel
de fosfato de calcio, 1 mg de gel por mg de proteina, se agitd hasta
homogeneidad y se centrifugd a 1.000 x g durante 10 minutos. E1 pre-
cipitadoc se tratf sucesivamente con concentraciones crecientes de tam
p6én fosfato de potasic: una vez 10 mM, dos veces 25 mM, tres veces
60 mM vy cinco veces 100 ,mM. La quinasa mevalénica eluye, parte con
fosfato de potasic 60 mM y parte con 100 mM,

Las proteinas provenientes de las fracciones con mayor activi-
dad especifica se concentraron agregando sulfato de amonic s6lido has
ta tener un 70 % de saturaci6n. Después de centrifugar a 27.000 x g
por 10 minutos, el precipitado se disolvif en un pequefio volumen de
tampén fosfato 10 mM vy se dializé contra 50 vol@menes del mismo tam -
pbn.

El material diolizodo se adsorbif en una columna de DERE-celu-
losa (3 x 50 cm), equilibrada con tampén fosfato 10 mM. La columna
se lavl sucesivamente con 2 vol@menes de columna de tampén fosfato 10
mM, 20 mM y 40 mM. Se aplic6 enseguida un gradiente de fosfato de po-
tasio entre 50 y 150 mM (1 1 de c/u) con lo cual se produjo la elucién
de la enzima. La Fig. 2 muestra el perfil de elucifn de la guimasa me

valbénica con el gradiente de fosfoto de potasio. El eluido
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Figura 2. Purificacifn de la gquinasa meval6nica en DEAE-celulosa.

La muestra, previamente purificada por sulfato de amonio
y en gel de fosfato de calcio, se aplicé a una columna de DEAE-celu
losa de 3 x 50 cm. Después de lavar con fosfato de potasio, pH 7,5
a baja fuerza i6nica, se aplic6 un gradiente de fosfato de potasio
al mismo pH entre 50 y 150 mM (1 1 de cada uno). Se colectaron frac
ciones de 19 ml con un flujo de 60 ml/hora. Otros detalles se des=-
criben en el texto.
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seleccionado de la columna de DEAE celulosa se concentrd con sulfato
de amonio al 70 % de saturacifin y se dializf contra tampbn fosfato de
potasio 10 mM por 16 horas.

La preparacifn de guinasa mevalfinica obtenida carece de fosfa-
tasas y de guinasa fosfomevalfnica, como lo revelaron los métodos de
determinacifin de actividad que se describen a continuacién. E1 pro -
ducto obtenido de 1 Kg de higado fue de 240 a 300 unidades, con una
actividad especifica de 0,35 U/mg.

Alternativamente, se utilizd una preparacién més purificada de
la enzima (3,2 U/mg), resultante de la purificacién de la quinasa fos
fomevalfinica a través de Bio-Gel P-150. Este polimerc separa comple-
tamente la guinasa fosfomeval6nica de 1a quinasa meval6nica, por sus
diferencias en tamafic molecular, propiedad que resultd muy convenien-

te para la separacifn de las dos guinasas.

2. Ensayo de la actividad de la gquinasa meval6nica
a) Método espectrofotométrico

Este método, descrito por Levy y Popj8k (19), acopla el ADP
producido en la reaccifin enzimética, con las reacciones catalizadas
por la guinasa pirdvica y la deshidrogenasa léctica, midiéndose 1la
variacifn de absorbancia a 340 nm. La reaccifin se registré en un es
pectrofotémetro Cary 118 C o en un espectrofotémetro Varian Techtron
635. La mezcla de reaccién contenfn en un volumen final de 1 ml:
NADH 0,24 mM; ATP 2,5 mM; PEP 2,5 mM; MgCl2 5 mM, tampén fosfato de

potasio pH 7,4 0,1 M; 2-mercaptoetancl 10 mM; guinasa pirGvica vy
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deshidrogenasa lactica 8 unidades de cada una. A 0,96 ml del medio
de incubacién mantenido a 30° en la cubeta termoregulada en el espec
trofotémetro, se agregaba 0,01 ml de la solucifén de guinasa mevaléni
ca. Después de registrar la linea base por 2 a 3 minutos se agrega-
ban 0,03 ml de D1-MVA 100 mM para iniciar la reaccif6n. Las velocida
des iniciales se determinaron de las pendientes de los trazados den-
sitométricos.

El ensayo espectrofctométrico reveld ademfis que las prepara -
ciones enzimfticas utilizadas em la preparacifin de MUA-P carecian de
actividades enzimlticas gque hidrolizaran al ATP o gue oxidaran al
NADH, hechos que se habrian manifestado por la oxidacién esponténea

del NADH en ausenciao de MVA en el registrc de la linea base.

b) Método cromatografico

Este método de ensayo consitif en detectar por cromatografia
4
en papel el producto de la reaccifn, el HJ-MUA-P, usando como sustrg
to H3-MVA. La mezcla de reaccifn contenia en un volumen final de

0,1Tml: ATP 1 mM; MgCl, 2 mM; tampdn fosfato de K pH 7,4 100 mM; 2=

2
mercaptoetanol 10 mM vy H2-MUA 0,2 mM (2 pC/umol). A esta mezcla man
tenida a 30° se agregd la enzima (0,015 ml, 50 mU) y se incubd por 3
horas a la misma temperatura. Lo reaccién se detuvo calentando 1 mi
nuto a bafio maria hirviente, luego se centrifugé la proteina precipi
tada y el sobrenadante se aplicH a una tira de papel Whatman N21 de

25 x 4 em. El cromatograma se desarrcllf en forma ascendente en un

sistema de n-propancl; amoniaco; agua, 6:2:1, v luego de secarlo se
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cortd en trozos de 0,5 cm, 1log- cuales se contaron para tritio en
un contador de centelleo Nuclear Chicago modelo Mark II. En La Fig.
3 aparece el resultado de unc de tales cromatogramas. En ausencia
de enzima toda la radiactividad aparece asociada al H3-MUA. En pre
sencia de la preparacidn enzimftica se observan 2 méximos de radiac
tividad, uno corresponde al productoc de la reaccifn el H3-MVA-P con
un Rf de 0,30 (I) y el otro al H>~MUA gue no reacciond, con un Rf de
0,86 (II). Si se integra al Area bajo cada pico, y recordando que

la quinasa mevaldnica actda sb6lo sobre el is6merc 3R-MVA para dar 3R~

MUA-P, se puede estimar un 54 % de conversifn de 3R-MVA a 3R-MVA-P.

3. Sintesis enzimftica de H3-mevalonato-5-FosFato.

La D1 lactona del &cido mevalbnico se convirtid en la sal de
potasio disolviendo una determinada cantidad de ella en KOH 0,1 N,
calentandn a 37° durante una hora v luego titulando con HCl1 hasta
pH 7,5. Se agregd agua bidestilada hasta tener una concentracifn
tle mevalonato de alrededor de 0,1 M tomando como referencia el peso
de la lactona tratada. La concentracifn exacta del MVA se determi-
né espectrofotométricamente utilizando un exceso de quinasa mevalfni
ac, con PK y LDH como enzimas auxiliares (ver seccifn B de Métodos).

Se dispuso de #écido DL—mevalﬁnic:D-S--H3 (sal DBED), disuelto
en metanol. Este Gltimo se evaport bajo corriente de aire y se agre
g6 agua bidestilada de modo de tener una solucién de 40 uC/ml. Esta
solucifn de H3—MVA se mezcld con la de MVA no radiactivo en las pro-

porciones apropiadas para tener las actividades especificas indicadas
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Figura 3. Ensayo cromatogréfico de la quinasa fosfomeval6nica.

La enzima se incub6 con H3-MUA y los demés factores re-
gueridos, en un volumen de 0,1 ml. Una vez detenida la reaccifn en
bafio marfa hirviente, se centrifugl y el sobrenadante se sometif a
cromatografia en papel, desarrollado en forma ascendente. La tira
se corth en sectores de 0,5 cm vy se contf la radiactividad asociada
a ellos en solucifin de centelleo TENAP. El1 control se efectud con
otra muestra pero agregando la enzima al momento de calentar al ba-
fio maria hirviente.
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més adelante. Se emplef el MUA radiactivo con el fin de faciliter
la deteccién del MVUA-P phtenido en la sintesis.

La sintesis enzimftica del MVA-P se realizd utilizando en su
primera etapa la tecnica descrite por Levy y Popjak (19). Se incu-
b6 a 30° en un volumen final de 500 ml repartidos en dos matraces Er
lenmeyer con 250 ml cada uno: DL-H3-MUA 5 mM, ajustade a una activi
dad especifica de 0,03, 0,20 o 0,1 MC/pmol; ATP (neutralizado con
KOH) 5 mM; 2-mercaptoetanol 10 mM; M9812 9 mM y guinasa mevalénica,
80 unidades, en tamp6n fosfato de potasio 20 mM, pH 7,4. A interva-
los se midi6 la conversién de MVA a MVUA-P, tomando una alicuota de
0,05 ml y estimando el ADP producido por ensayo espetrofotométrico,
utilizondo quinasa pirfivica y deshidrogenasa léctica como enzimas au
xilicres. A los 60 minutos habia un 90 % de conversién del 3R-MVA o
3R-MVA-P. La incubacién se prolongd por & horas manteniendo los ma-
traces tapados. La reaccién se detuvo calentando en bafic marfa hir-
viente por & minutos, se enfrif en hielo y se elimind la proteina pre
cipitada centrifugando 15 minutos a 17.000 x g en el rotor S5-34 de

la centrifuga Sorvall.

L, Purificacién del mevalonato-5-fosfato

El aislamiento del producto, MUA-P libre de nucleftidos, sales
y del MVA no utilizado presentes en el medio de incubacién depende de
las siguientes propiedades de los componentes de la mezcla: 1) el
MVA-P es soluble en etanol de 85 %, perc forma una sal de bario lige-~

ramente soluble en agua e insocluble en etanol de 85 %; 2) el MVA
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también forma una sal de bario insocluble en etancl, pero esto no ocy
rre con la lactona; 3) el MUA puede convertirse en la lactona a pH
ligeramente &cido calentando al vacio o bien bajo condiciones deshi
dratantes a baja temperatura (liofilizaci6n), vy la lactona es rela-
tivamente estable aln a pH 8,5 a bajas temperaturas; 4) ADP y ATP
son muy poco solubles en etanol de 85 % y sus sales de bario son me
nos solubles en agua que la sal de barioc del MVA-P,

El sobrenadante obtenido seglin se describe en el acpite 3,
se transfirid a balones de fondo redondo vy se liofilizé hasta seque
dad. El residuo seco se suspencid en agua bidestilada y se ajustf
el pH a 4,2 con HC1 6N (volumen final 30-35 ml.). Se agregd etanol
absoluto hasta una concentracidn final de 85 % y se dej6 a 4° por 2
horas. E1 abundante precipitado blanco formado se centrifugb a
7.700 x g9 durante 10 minutos (Sorvall, S§5-34). Se aparté el sobreng
dante, y el precipitado se lavf 3 veces con etanol de 85 %, Junténdg
se los sobrenadantes con el primerc. Se evaporf el etanol en un eva
porador rotatorio a 50°. E1 resto acuoso (aprox. 30-40 ml) se liofi
1iz6 hasta sequedad. El residuo seco se suspendié en 30 ml de agua
destilada, se ajust6 el pH a 8,5 con KOH y luego se agregaron 10 ml
de EIaEl2 1M vy etanol absocluto hasta una concentracidn de 85 %. Se
dejé reposar a 4° por 2 horas y se centrifugd a 27.000 x g 10 minu-
tos. El precipitado se lavd dus veces con etanol de 850, se suspen-
dit en 25 ml de agua destilada y se ajust6 el pH a 5,2 con HCl. El
Ba+2 se elimind agregando 10 ml de Nr:xZ,SL‘IL+ 1My se centrifugt el preci
pitado de BaSDh. Este Gltimo se lavd 2 veces con agua destilada Jun

téndose los lavados con el sobrenadante.
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La purificacién final del MVA-P se efectud por cromatografia

E

en DEAE-celulosa o bien por Dowex-1-formiato.

a) Cromatografia en DEAE celulosa

El procedimiento se hizo de acuerdo al método de Dugan y col.
(25) para la separacifin de precurscres hidrosolubles de esteroides.
Se preparS una columna de 3 x 25 cm de DEAE-celulosa equilibrada
con NHL*HCU3 0,2 M pH 9,0. La columna se lavd previo a la aplicacifn
de la muestra con varios vollmenes de agua desionizada. La muestra
conteniendo MVA-P se diluyd a 1 1 con el objeto de bajar la conducti
vidad a 1,8 mmho, se ajustd el pH a 8,1 con NHQDH vy luego se aplich
a la columna de DEAE-celulosa a un flujo de 115 ml/hcra. La columna
se lavd sucesivamente al mismo flujo con soluciocnes de NHuHCD3 pH 9,0
de concentracién creciente: 150 ml 1 mM; 500 ml 10 mM; 1.000 ml 20 mM;
1,000 ml 40 mM; 650 ml 60 mM; 400 ml 100 mM.

A partir de la elucién Con NHQHED3 40 mM se colectaron frac -
ciones de 17 ml. Se contf la radiactividad de alicuotas de 0,1 ml
de cada fraccién. La Fig. 4 muestra el resultado. S6lo eluyf radiac
tividad significativa durante la aplicacifn de la muestra y el lavado
con NHQHCD3 1 mM vy después en la elucifn con NHL'HCD3 4O mM. Lo prime
ro corresponde en este sistema a la lactoha del &cido mevalénico vy
el Acido meval6nico mismo; la elucifn con NHQHBD3 40 mM corresponde
al MVA-P.

Se combinaron las fracciones correspondientes al H3-MUA-P. Se

linofilizé a sequedad repetidas veces para eliminar el NHQHEU3 y final

mente se disolvid el material obtenido en 10 ml de agua bidestlilada vy
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Figura 4. Purificaci6én del H3—mevalmnatn-5—fusfatu en DEAE-celulosae.

El H3—MUA—P parcialmente purificado, se agregf en forma
de sal de bario+a una columna de DEAE-celulosa de 3 x 25 cm, equili-
brada con NHqHBD3 a pH 9,0. La columna se lavf con concentraciones
crecientes de NHQHBO al mismo pH. Se conté para tritio en alicuo-
tas de 0,2 ml de cadg fracci6n en solucifn de centelleo TENAP. E1
gr&fico presenta las cpm totales elufdas con cada concentracifin de
NHAHBD3: Aplicacifn de muestra y elucién con 150 m1 1 mM (1), 500 ml

10'mM “(2), 1.000 m1 20 mM (3), 1.000 ml 40 mM (&), 650 ml 60 mM (5)
y 400 ml 100 mM (6). E1 MVA-P corresponde al material elufdo con
NHQHCU3 4O mM.
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se ajustd el pH a 7,0. Ocasionalmente en lugar de las repetidas lig
filizaciones, se tratd directamente el eluido seleccionado de la co-
lumna de DEAE-celulosa con Dowex-50-X8 en forma H* para remover io-
nes amonio, al mismo tiempo gue el bicarbonato se libera como CUZ'

Después de ajustar el pH a 7,0 con KOH, se liofilizéd a sequedad vy fi
nalmente se suspendi en agua bidestilada para su uso. E1 MUA-P se
tituld espectrofotométricamente utilizando un exceso de quinasa fos-
fomevalénica y midiendo el ADP producido por una alicuota del sustra

to como se describe més adelante.

b) Cromatografia en Dowex-1-formiato

Alternativamente se empled cromatografia en Dowex-1-X8 de a-
cuerdoc con Bloch y col. (1).

El polimero, (malla 200-400, forma Cl™) se prepard suspendién
dolo primeroc en agua desionizada, dejando decantar y eliminando el
liquido sobrenadante con las partfculas finas, procedimiento que se
repitid varias veces. Se suspendid luego en 20 vollmenes de NaOH 1 M
y se lavd con agua desionizada por decantacién hasta que el pH fuera
igual al del agua. Se suspendid en 5 volfmenes de HCOOH 1 M, lavan-
do luego nuevamente con agua desionizacda hasta pH cercano a la neu-
tralidad. Se prepard una columna de 1 cm de difmetro y se cargf con
el intercambiador iénico hasta una altura de 25 cm. La columna se
lavd en pieza fria exhaustivamente con agua desionizada hasta que la
conductividad de entrada fuera igual a la de salida. Se aplicé 1la
muestra ajustada a pH 4,0 con HCOOH, Se hizo pasar un gradiente de

HZU/HBDDH 4L'M, 150 ml de cada uno y enseguida otro gradiente de igual
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volumen de HCOOH 4 M/HCOOH 4 M~formiato de amonioc 0,4 M. E1 MVA-P
eluye en este sistema con el 29 gradiente. 5Se encontrd una pegue-
fia cantidad de radiactividad en las fracciones eluidas durante 1la
aplicaci6n de la muestra, eluyendo la mayor cantidad de ella con el
20 gradiente. La primera corresponde a restos de 4cido mevalénico
y su lactona, remanentes de la purificacidn preliminar; la segunda
corresponde al MVA-P. Se combinaron las fracciones correspondien-
tes a este Gltimo vy se liofilizd a sequedad repetidas veces para g
liminar el formieto de amonio. El residuo seco se suspendid en un
pequefioc volumen de agua bidestilada y se ajustd el pH a 7,5 con KOH.
La solucifn se guardd a -20” .. Una determinacién de la estabilidad
del compuesto congelado en solucidn, indica gque se hidroliza espon=

[s74 2

taAneamente en cerca del 1 % al cabo de 3 meses.

5. Identificacidn y pureza del mevalonato-5-fosfato.

Se utilizaron diversos criterios para identificar el MVA-P

y cstablecer su pureza:

a) Cromatografia en papel e identificacién mediante cdmputo

de radiactividad.

La técnica fue similar a la empleada para el ensayo de la
gquinasa mevalénica como se describe en la seccifn 2 b de M&todos.
El cromatograma se desarrolld en forma ascendente c descendente du
rante 17 horas a temperatura ambiente en n-propancl; amoniaco; agua
(60:20:20). Para efectuar el cémputc radiactivo, el papel se cortf

en trozos de 0,5 o 1 cm a partir del origen, y los trozos se contaron
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en el contador de centelleo usando TENAP o solucién Bray como cen-
tellador. En la primeras etapas de purificacién se encontraron 2
méximos de radiactividad, unc asociado al MVA con Rf 0,80-0,85 vy
otro correspondiente al MVA-P con Rf 0,27-0,30 en el desarrollo ag
cendente (25). Cuando se cuantific6 la cantidad de H3-MUA-P forma
do, se encontré gque el porcentaje de conversién de MVA a MVUA-P era
bajo y varié entre un 10 y un 56 %. Dado el hecho gue el H3—MUA u
sado en la reaccifin de fosforilacifin estaba marcado con H3 en la
posisién de uno de los hidrfgenos unidos al carbono del grupo
-EHZDH, se pensH gue podria estar ocurriendo algln tipo de inter-
cambio isotdpico secundario en el compuesto fosforilado que hicie-
ra disminuir la cantidad de MVA-P radiactivo. Esto se confirmd
posteriormente al establecer la actividad especifica del H3~MVA—P
sintetizado, la cual resultd ser del 5 al 10 % de la correspondien
te al H3—MUA utilizado en la sintesis. Se comprobd que realmente
la fosforilacién era completa para el isBmero 3R-MVA midiendo es-
pectrofotométricamente el ADP formado en la reaccifn de fosforila-
cidén en presencia de quinasa pirdvica y deshidrogenasa léctica. En
vista de lo anterior, el ensayo radiocromatogréfico se usf s6lo pa
ra fines cualitativos. La Fig. 5 presenta el comportamiento croma
togréfico obtenido en el sistema sefialado, desarrollado en forma
descendente, de 2—C1Q-MUA incubado con quinasa mevalénica y del pro
ducto de esta reaccifin incubado a su vez con quinasa fosfomevalbni-

14

ca. La Fig. 5 A, muestra la posicién del 2-C "=MVA ccn un Rf de

14

0,78. El resultado de la incubacién del 2-C "-MVA con quinasa me-

valénica se muestra en la Fig. 5 B. En este caso aparecen 2 picos
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Figura 5. Ensayo cromatogréfico de los productos de reaccibn de
la guinasa mevalfinica y quinasa fosfomeval6nica.

Se incuht a 30° durante 3 horas en un volumen final de
1 ml, una muestra de quinasa mevalénica con 2-C 4_MUA més todos
los factores requeridos. Se detuvo la reaccifn en bafio maria hir
viente, se centrifugd y se aplicé 0,1 ml del sobrenadante a una ti
ra de papel Whatman N2 1, de & cm de ancho. Del resto del sochbrena
dante se tomé 0,6 ml y se incub6 con guinasa fosfomeval6nica més
los factores requeridos, en un volumen de 1 ml, procediéndose en
forma similar a la incubaciéin anterior. Como control, en otra ti-
ra, se aplich 2-C14-MVA no incubado con enzima. Los cromatogramas
fueron desarrollados en el sistema n-propancl; amoniaco; agua
(60:20:20) a temperatura ambiente en forma descendente. Se corta-
ron las tiras de papel y se midif la radiactividad de los trozosen
solucién de centelleo TENAP.

A, 2-c"%-mun
B. 2-C1Q—MVA + (guinasa mevaldnica
C. 2—E1A-MUA + quinasa meval@nica + quinasa fos-

fomevalfinica
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de radiactividad, uno coreespondiente al 2~C1“-MVA que no reaccio=-

Q-MUA-P

nd vy el otro asociado al producto de la reaccién, el 2-01
con un Rf de 0,45. La incubacifén con guinasa fosfomevalfnica del
medio en que se produjo la reaccidn anterior se presenta en la Fige
5 C. Puede, en este Gltimo caso, apreciarse la presencia de 3 pi=-
cos de radiactividad: 1los correspondientes al 2~C1A—MUA y 2-014-
MVA-P con Rfs de 0,83 y 0,42 respectivamente, ademés del correspon

diente al 2-ct*

-MVA-PP con un Rf menor de 0,23. En este sistema,
el MVA, menos polar, presenta la mayor migracién y el MVUA-PP, més

polar, presenta la menor migracién (25).

b) Cromatografia en papel e identificacién por reveladc para

fosfatos orgénicos.

En este caso, las tiras de papel se revelaron de acuerdo a
la técnica descrita por Rosenberg (26). Después del desarrollo vy
una vez secos los papelesyse sumergieron en el reactivo molibdato,
gue contiene molibdato de amonio &cido en acetona, se dejaron al ai
re y luege se trataron con el reactivo reductor gue contiene cloru-
ro de vanadilo en acetona. Al evaporarse esta Gltima, los fosfatos
organicos aparecen como manchas azules sobre fondo blanco. Se en-
contrd una perfecta correspondencia entre la zona radiactiva asigna
da al MVA-P y la posicién de la mancha azul, cuando se reveld el

cromatograma segln esta técnica.

c) Cromatografia en Dowex-1-formiato.
El Dowex-1-formiato se utilizd tanto para la purificacifin

del MVA-P como para su identificacifin. Este sistema cromatogréfico
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presenta patrones de elucidn caracteristicos para los diferentes
precursores solubles ce esteroides y ha sido utilizado por diferen
tes autores (1, 25, 18, 27). En la Fig. 6 se muestra el perfil
cromatogréfico -~ -tenido cuando se pas® el MUA-P purificado en DEAE-
celulosa a través de una columna Dowex-1-formiato de 1 x 25 cm se-
gdn la metodologia explicada en la seccifn A 4, Otros precursores
solubles de esteroides tales como mevalonato-pirofosfato o isopen-
tenilpirofosfato deben eluir con un tercer gradiente de HCOOH 4 M-
formiato de amonio 0,4 M/HCOOH & M-formiato de amonio 0,8 M. Pue-
de apreciarse en el gréfico la ausencia total de otros compuestos
en la zona correspondiente a este Gltimo gradiente. E1 méximo de

radiactividad corresponde a la posicién descrita para el MVA-P.

d) Anélisis del contenido de fésforo.

Se determind el contenidc de P del MVA-P sintetizado, segfin
King (28). Se encontrd unaestequiometrie exacta de 1 mol de P/mol
de MVA-P, titulado enziméticamente por método espectrofotométrico.
Este anflisis por una parte,y por otra la no existencia de fosfato

écido-14bil, cor~.boran la identidad del producto como MVA-P,

e) AnAlisis de nucledtidos contaminantes.

El anAlisis para ATP y ADP se efectuf durante las diferen-

tes etapas de purificacién del sustrato por 2 métodos:

1) Observacifn de fluorescencia bajo luz ultravicleta. En las
primeras etapas de purificacién se observd una mancha fluorescen-
te con Rf 0,18-0,22 en el sistema n-propancl; amoniaco; agua, de-

sarrollado en forma ascendente gue probablemente corresponde al
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Figura 6. Cromatografia del H3—mevalonatn-5-fosfato en Dowex-1-for
miata.

El H3-MUA—P purificado .en DEAE-celulosa como se describe

en el texto, se aplic6 a una columna de Dowex-1=Tormiato de 25 x 1
cme Se hizo pasar 300 ml de cada uno de los siguientes gradientes
a un flujo de 90 ml/hora, colecténdose fracciones de 10 ml: H,0/&ci
do f6érmico &4 M (1), &cido férmico 4 M/&4cido férmico 4 M-formifto de
amonio 0,4 M (2) y écido férmico 4 M-formiato de amonio 0,4 M/Aci-
do f6rmico 4 M-formiato de amonio 0,8 M (3). Se cont6 la radiacti-
vidad en alicuotas de 0,1 ml en solucifn de centelleo TENAP.
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ATP. Esta mancha fue alin detectable en el sobrenadante de sulfa-
to de bario peroc desaparecif después de la purificacién del MUA~P

por DEAE-celulosa.

2) Ensayo espectrofotométrico. EL1 ADP se tituld midiendo la oxi
dacidn del NADH a 340 nm en un medio que contenia en un volumen fi
nal de 1 ml: fosfato K 100 mM pH 7,5; NADH 0,24 mM; PEP 25 mM; 2-

mercaptoetanocl 10 mM; MgCl, 5 mM; PK y LDH 8 unidades de cada una,

2
Después de registrar la linea base se inicid la reaccién agregando
0,05 ml de la soclucidn conteniendo ADP. El ensayo correspondiente
para ATP contenia en un volumen de 1 ml: fosfato de K pH 7,5 100

mM; NADH 0,24 mM; 2-mercaptoetancl 10 mM; PEP 2,5 mM; MgCl, 5 mM;

2
PK v LDH 8 unidades de cada una; MUA 3 mM; guinasa meval6nica 50

mU. A 0,95 ml de la mezcla conteniendo los reactivos sefialados,se
agregd 0,50 ml de la solucifin donde se gueria determinar la presen

cia de ATP. El productc purificado no presentd ATP ni ADP medidos

por los métodos espectrofotométricos descritos.

f) AnAlisis de &cido meval6nico

Se determind si la preparacién purificada de MVA-P contenia
MUA detectable utilizando el ensayo espectrofotométrico para quina
sa mevalBnica descrito en la Secci6n A-2 a) de Métodos. No se en-

contrd contaminacifn de MVA en el producto purificado.

6. Medicifin de la concentracifin de mevalonato-5-~fosfato.

Se tituldé la concentracién de MVA-P utilizando el ensayo pa

ra quinasa fosfomevalfnica gue se dsscribe en la seccifn B de
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Métodos. La reacci6n de fosforilacif6n del MVA-P a MUA-PP es re-
versible, pero en presencia de PEP y PK se desplaza totalmente ha
cia la formaci6n de MVA-PP a medida gue el ADP formado en la reac
ci6n es refosforilado a ATP (2). El medio de reaccién contenia en
un volumen de 0,99 ml: NADH 0,24 mM; ATP 2,5 ,M; PEP 2,5 mM; fos-
fato de K pH 7,5 100 mM; 2-mercaptoetancl 10 mM; PK y LDH 8 unida-
des de cada una; gquinasa fosfomevalb6nica, 100 mU, Deépués de re-
gistrar la linea base en un espectrofotémetro Cary 118C se agregB
el MVA-P en un volumen de 0,01 ml y se dejé gue la reacci6n llega
ra a su términc. Se restd la pequefia caida de absorbancia produci
da por la dilucién al agregar el MVUA-P preperanda una cubeta simi-
lar y a la que se agregd 0,01 ml de agua en lugar del MVA-P. De
la variacidn de absorbancia a 340 nm, la cual es proporcional a la

cantidad de ADP producido, se estimd la concentracién de MUA-P.

B. Ensayo espectrofotométrico de la actividad de la gquinasa

fosfomevaldnica,

El método consiste en medir el ADP generado em la reaccifn
en un sistema acoplado a la oxidacién del NADH. Este ensayo pro-
puesto inicialmente por Tchen (29), ha side usado por diversaos au
tores para el ensayo de la guinasa mevaldnica y guinasa fosfomeva
l6nica de diversas fuentes, y se basa en el acoplamientoc de 3 re-

aciones (en gue X = MVA o MVA-P):

1) X + ATP > X -~ P + ADP
2) PEP + ADP 3 Piruvato + ATP
3) Piruvato + NADH + HY LOH > Lactato + naD*

Suma: X + PEP + NADH + H™ = X-P + Lactato + NAD™
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El resultado es la oxidacifn de NADH a una velocidad igual
a la formacién de ADP, siempre que la reaccién 1) sea la limitan
te de velocidad. La desaparicién del NADH se siguif a 30° y 340
nm en un espectrofotémetro Cary 118 C o en Varian Techtron 635, am
bos provistos de registrador, utilizandec cubetas de 1 ml de volu-
men y 1 cm de paso Gptico.

La mezcla de reaccidn contenfia en un volumen final de 1 ml:
fosfato de potasio pH 7,5, 100 mM; 2-mercaptoetancl 100 mM; NADH

0,24 mM; ATP 2,5mM; PEP 2,5 mM; MgCl, 5 mM, PK y LDH 8 unidadds

2
de cada una. A 0,975 ml de la mezcla de reaccién mantenida a 30°
se agregaba 0,01 ml de la solucién de guinasa fosfomevalénica. Des
pués de registrar la linea base por 2-3 minutos se agregaba 0,015
ml de MVA-P 50 mM (0,75 pmoles) con lo cual se iniciaba la reaccifine

La velocidad de consumo de NADH, proporciocnal a la produc-
cidn de ADP, se calculd de la pendiente del trazado densitométrico
y del coeficiente de extincién milimolar 6,22 del NADH (30).

Una unidad de actividad enzimética se define como la canti-
dad de enzima que fosforila un micromol de MVA-P por minuto a 300,
en las condiciones de ensayo descritas. La actividad especifica de
una preparacién de gquinasa fosfomeval6nica se define como el ndme-
ro de unidades por mg de protefna.

Los reactivos se prepararcn de la siguiente manera: el ATP
se neutralizf con KOH hasta pH 7,5. La sal triciclohexilamina del
PEP se us6 sin ajustar pH, la sal monociclohexilamina se ajustd a

pH 7,5 con KOH. Las enzimas auxiliares PK y LDH se mezclaron e

tal modo que 3 pl de la mezcla tuvieran 8 unidades de cada enzima.
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El NADH y el 2-mercaptoetanol se prepararon frescos cada vez. Los
tampones y las enzimas se guardaron a AD; el resto de las solucio-
nes a -20°,

El ensayo espectrofotomértico se efectud siempre en condi -
ciones tales gue la actividad de las enzimas auxiliares no fuera %
mitante de velocidad baje ninguna condicidn usada. Cuando se in-
trodujo un cambic, se probd cuidadosamente el comportamiento de e-
llas.

En preparacicnes muy crudas se agregd NaF 10 mM a la mezcla
de reaccién, a fin de inhibir fosfatasas muy activas presentes en
tales extractos, y evitar asi la destrucciéin del NADH. Este ensa-
yo es (til entre pH 5,1y 8,5. Bajo pH 5 el NADH se destruye ré-
pidamente (31). La principal ventaja de usar este método de ensa-
yo en extractos crudos es su rapidez, esencial cuando se trabaja
en la purificacidén de una enzima. Sin embargo, los resultados de-
ben interpretarse con cautela por cuanto la presencia de descarbo-
xilasa pirofosfomevalénica en preparaciones de quinasa fosfomevald
nica deberia dar resultados artificialmente elevados para la gquina
sa, ya que esta Gltima también requiere de ATP. El ensayo, no ohs
tante, no se invalida si sfAlo se miden velocidades iniciales. Por
otra parte, si otros componentes del sistema de ensayo estén pre -
sentes en exceso, el método se puede usar para el anflisis cuanti-
tativo del ADP, ATP, MVA o MVA-P. Para el ADP basta con PK y LDH.
Para el ATP y MVA puede usarse quinasa mevalénica, ademfs de PK vy
LOH. En el primer caso, el medio de reaccifin contiene MVA y la re

accidn se inicia agregando el ATP; en el segunda, el medio contiene
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ATP y la reaccién se inicia agregando el MVA. Para el anflisis
del MVA-P se emplea gquinasa fosfomeval6nica junto con PK y LDH.
Estos métodos se emplearon para determinar la presencia de estas

sustancias en la preparacién y purificacifin del MVA-P.

C. Determinacifn de proteinas.

La concentracidn de protefnas se determind por los siguien

tes métodos:

a) Método de biuret (32) en la estimacién del contenido de
proteinas de extractos crudos y fracciones precipitadas con sulfa
to de amonio.

b) Absorbancia a 280 nm se utilizd en el andlisis relativo
de eluidos de columnas cde DEAE-celulosa, Bio-Gel P-150 e hidroxil
apatita.

c) Micrométodo, aplicable a muestras con bajo contenido de
proteinas y que contienen materiales gque interfieren con el méto-
do de Lowry clésico, tales como glicerol, Tris o 2-mercaptoetancl.
El método, propuesto per Bensadoun y Weinstein (33), consiste en
agregar a la solucién de proteinas en un volumen de 3 ml, 0,025 ml
de deoxicolato de sodio al 2 %. Se agita vigorosamente y se deja
en repcso por 15 minutos. Se agrega 1 ml de TCA al 24 %, se mez
cla y se centrifuga a 3.300 X g durante 30 minutos. E1 sobrena -
dante se separa por succifin y el precipitado se trata de forma si
milar al método de Lowry convencional (34), agregando 1,5 ml del
reactivo Lowry C y agitando vigorosamente. Se agrega luego 0,15

ml del reactivo de Folin-Ciccalteau y después de 45 minutos en 1a
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obscuridad, se leen las absorbancias a 660 nm. Este método se apli
c6 introduciendo la modificacidn de agregar 0,1 ml cde NaOH 1 M an-
tes del reactivo de Lowry C, por cuanto quedaba un pequefic remanen-
te de TCA después de aspirar éste por succién que era necesario neu
tralizar.

En este trabajo se utilizaron tubos de centrifuga conicos,
los cuales permitieron visualizar mejor el escaso precipitado en el
fondo del tubo. Las pequefias trazas de precipitado adherido a las
paredes no constituyeron riesgo de ser succionadas, al dejar el pe-
guefio remanente de TCA ya comentado, y que fue neutralizado can
NaOH. El1 método resultd muy reproducible y permite detectar hasta
1-2 pg de proteina por tubo. La Fig. 7 muestra una curva de cali-

bracifin cbtenida con albdmina de suero de bovino (BSA).

D. Medicién de radiactividad.

Las mediciones de radiactividad se efectuaron en un conta-
tdor de centelleo liguido Nuclear Chicago, modelo Mark II. Se uti-
lizaron frascos de computo de 20 ml de capacidad, con 10 ml de 1i-
quido de centelicu. Este Gltimo fue ya sea sclucidn Bray (naftale
no 60 g; PPO 4 g; POPOP 0,2 g; metanol 100 ml; etilenglicol 20 ml;
p-dioxano hasta completar 1 1), c bien TENAP (naftalenc 80 g; PPO
4 g; etanol absoluto 400 ml; tolueno hasta completar 1 1). Los e-
luidos radiactivos de columnas de las preparaciones de MVA-P fue -
ron cuntarns diractamente de estas soluciones,agregande 0,1-0,2 ml
a cada frasco de cOmputo. En los ensayos radiocromatogréficos se in

trodujerondentro de los frascos de cOmputo los trozos  de papel
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Figura 7. Curva standard para protefnas empleando el micrométodo
de Lowry modificado.

Se utiliz6 como patr6n una soluci6n de alblmina de suero
de bovino (BSA). Los detalles experimentales se describen en el
textoo.
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cortados del cromatograma, cuidando gque quedaran totalmente sumer

gidose.

E. Preparacifn de materiales para cromatografia.

Se describe la preparacién y manipulacién de los polimeros
utilizados en la purificacifn y estudic de la quinasa fosfomeval$
nica. Todas las separaciones cromatogrAficas fueron efectuadas a
49, Los polimeros, cuando no estaban en usc, se mantuvieron en a

zida de sodio al 0,02 %.

1. DEARE-celulosa.

Este material se procest de acuerdo a las instrucciones pro
porcionadas por Whatman (35). El intercambiador se preparf suspen
diéndolo en 10-20 volémenes de agua, se agitd suavemente, se dejb
decantar y se elimind el liguido sobrenadante conteniendo las par-
ticulas finas. Este procedimiento se repitid 2 veces. Se traté
luego con 15 vol. ce HC1 0,5 N durante 30 minutcos, se filtrd en em
budo Bilchner a través de papel Whatman N2 1 y se lavé con bastante
agua desionizaca hasta pH 5-6. Se suspendid luego en 15 volimenes
de NaOH 0,5 N agitando durante otros 30 minutos. Se filtrd y se la
vé con abundante agua desicnizada hasta que el pH del filtrado se
acercara a la neutralidad. El intercambiador se suspendié en tam-
pon fosfato de K 50 mM pH 7,5, se agitd suavemente y se reajustd el
pH de la mezcla con HHZPDQ. Se filtr6 y se suspendid en el tampdn
de partida, fosfato de K 10 mM pH 7,5 de modo que el volumen total

fuera aproximacamente del doble cel volumen decantado. Con esta sus

pensidn se cargd la columna. Se utilizaron columnas de vidric
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provistas de criba del mismo material. Antes de cargar la columna
se coloc una capa de perlas de vidrio sobre la criba. E1 empaque
de las columnas se hizo bajo presién hidrostética cuidando que deg
de el momento de agregar la suspensifin hasta tener la columna empa
cada, las operaciones se hicieran lo més répido posible a fin de g
vitar corrientes de conveccién. Una vez empacada la columna se co
locé sobre la superficie del intercambiador un disco de papel What
man N2 1 con perforaciones hechas con un alfiler a fin de evitar
la alteracidn de la superficie en las manipulaciones posteriores.
Sobre esta Gltima se dejé una capa de 2-3 cm de liguido. La colum
na se tapd con un tapén de goma provisto de una extensién hecha
con una pipeta Pasteur, la cual se dejd sumergida en la solucifn
tampén.

La columna se siguid lavando con el tampdn de partida hasta
gue el pH y la conductividad fueran iguales a la entrada y salida.

El intercambiador se regenerd traténdolo con NaCl 1 M, agi-
tando suavemente durante 1 hora en la cual se desprende la mayor
parte del material proteico adherido y siguiendo luego con el pro-

cedimiento descrito para el tratamiento del material nuevo.

2. Bip-Gel P-150.

El polimero se prepar§ de acuerdo a las instrucciones de Bio
Rad Laboratories (36). E1 material hidraté en un matraz de Kitasa-
to, suspendiéndolo en fosfato de potasio 10 mM, pH 7,5 con agitacifn
suave, y se dejd luego en reposo por varias horas a temperatura am-
biente. Se decantd el sobrenadante y se suspendié en tampén fres-
co de modo de tener una suspensifn donde el volumen de tampén fue-

ra aproximadamente igual al volumen del material decantado. Se
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desaired aspirando con una bomba de vacin. A una columna Pharma-
cia de 5 a 10 cm provista de dos adaptadores, se agregd tampén fog
fato, aproximadamente un 20 % del volumen de la columna y luego se
agregd suavemente la suspensifin agitada de la resina. Cuando hubo
decantado 2-5 cm de gel, se abrid la salida, cuidando de no exce-
der la presidn hidrosté&tica recomendada por el fabricante. Cuan=-
do fue necesario, se agregaron porciones adicionales del polimero
antes gue hubiera decantado la porcidn anterior. Una vez gque 1la
columna estuvo empacada (75 cm de altura) se instalf en pieza fria
a bD, se ajustf el adaptador superior, vy se hizo pasar tampén con
la ayuda de una bomba peristéltica durante 24 horas a un flujo de
25 ml/hora, ligeramente superior al que se iba a usar posterior-
mente en la separacién cromatogréfica. E1 adaptador superior se
Teajustd cada vez que el nivel del polimero fue bajando. Una vez
gue se estabilizd el nivel superior a una altura de 75-80 cm, se
invirtid el flujo a la misma velocidad hasta que pasara al menos
un volumen cde columna. La aplicacidén de la muestra y la elucidn
posterior se hizo con un flujo invertido de 20 ml/hora usando tam
péon fosfato de potasioc 10 mM pH 7,5 como eluyente. La columna se
usd repetidas veces lavéndola después de cada corrida con el mismo

tampén fosfato.

3. Bio-Gel P-60.

Este polimeroc se utiliz6 en la determinacidén del pesoc mole-
cular de la quinasa fosfomeval6nica. Su preparacifn se efectud de
mocdo similar al descrito para el Bio-Gel P-150. Se empled una co-

lumna marca Pharmacia de 1,6 cm de diémetro, la cual se empacH
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hasta una altura de 82 cm. El polimero se equilibrd en tampén
Tris-HC1 10 mM, pH 8,0; KC1 0,1 M; EDTA 1 mM; 2-mercaptoetanol 20
mM. Antes de ser utilizado se equilibrd durante 48 horas, a L0

con un flujo invertido de 12 ml/hora. Cuando se aplicaron las mues

tras, el flujo se redujo a 10 ml/hora.

L. Hidroxilapatita.

La preparacifin cdel gel se efectuf de acuerdo a instruccio -
nes proporcionadas por el fabricante (36). El polvo seco se suspen
difd en 6 partes de tampdn fosfato 10 mM pH 7,5 agitandn suavemente
con varilla de vidrio. Se dejé decantar por 15 minutos y se elimi-
nt el sobrenadante ccn el material fino. Se agregd otra porcién de
tampén fosfato y se repitié la operacifn anterior. Se suspendid la
hidroxilapatita en un volumen igual de tampdn y con esta suspensién
se cargd una columna de 1,6 cm de difmetro hasta una altura de 18
mm, cuidando de dejar scbre la superficie del gel 1 cm de liguido.
Debe evitarse gue se seguc la parte superior del gel porgue absorbe
C02 y se forma una costra en la superficie.

Se lavé luego la columna en pieza fria a 4° con varios vold
menes de tampdn fosfato de K antes de aplicar la muestra.

La hidroxilapatita después de ser usada se regenerd lavando
la columna con tampén fosfato de K 0,5 M y luego con varios vol(me-

nes de columna de tampén de partida.

5. Azul-dextrano-Sepharose.
Este material se preparl segln Ryan y Vestling (37) acoplan
do el azul-dextranoc a la Sepharose activada con bromuro de cianfige

no. Se lavaron 50 g de Sepharosa & B (pesc himedo compacto cbtenids
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después de centrifugar a 200 x g durante 1 minutoc) en 1 1 de agua
destenizada filtrando en embudo Blchner. Se suspendid en 50 ml

de agua desionizada. Se agregaron 50 ml de carbonato de sodio 2 M
y se mezcld con agitacifn sunve. A esta mezcla, agiténdose en hie
lo se adicionaron de una vez, aumentando la velocidad de agitacién,
2,5 ml de una solucién conteniendo 2 g de CNBr por ml en acetoni -
trilo (38). Se agitd vigorosamente por 1 minuto y enseguida se fil
trd répidamente en embudo Blchner y se lavé rApidamente en forma su
cesiva con 1 1 de NaHCD3 0,17 M pH 9,5 y voldmenes iguales de agua
y tampén carbonato de sodio 0,4 M pH 10, filtrando en un embudo
Blchner con vacio. E1 polimero compacto, asi activado, se suspen -
dié inmediatamente en 50 ml del tampdn carbonato antes mencionado
conteniendo 1 g de azul-dextrano. Se reajusté el pH a 10. La sus
pensidn se agitd suavemente por 18 horas a 4%, El producto cbteni
do se lavd con 6 1 de KC1 en embudo Blchner para remover el azul-
dextrano no reaccionado. Se controld la eficiencia del lavado mi-
diendo la absorbancia a 280 nm del liquido de lavado. E1 polimers
se suspendid en aogua desionizada. Se prepard una columna hechacon
una jeringa de vidric cde 7,5 x 2,4 cm (30 ml) a la cual se le puso
un trozo de "nytex" presionado con perlas de vidrio finas. Se car
g6 la columna con el polfmero de azul-dextrano-Sepharose suspendi-
do en agua desionizada, se introdujo en la pieza fria a 4° y se la
v6 con agua desionizaca hasta gue no aparecid absorbancia a 280 nm.
Se lavd enseguida con tampén Tris-HC1 10 mM pH 7,5 conteniendn 2-
mercaptoetanol 10 mM. Finalmente se lavé con 2 volCmenes del mis-

mo tamp6n gque contenia ademés glicerol al 10 % y en esta forma
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quedd preparada para aplicar la muestra.

F. Electroforesis en geles de poliacrilamida.

La electroforesis en condiciones no desnaturantes se reali-
z6 de acuerdo con las técnicas usuales descritas por diversos autg
res y resumidas por Gabriel (39). Se prepararon geles cde poliacril
amida, en tubos de vidrio de 10 cm de largo y 0,6 cm de diémetro
interno vy se utilizd un equipo de electroforesis Bichler. E1 gel
de concentracitn (0,2 ml) contenfia acrilamicda al 3,7 % y bisacril-
amida al 0,8 %. El gel de resoluci6n (2,0 ml) se prepard con acril
amicda al 10-11 & 12 % vy bisacrilamicla al 0,1 %. Ambos geles conte-
nian tetrametilen-etilendiamina (TEMED) al 0,032 % y persulfato de
amonio al 0,025 %. La muestra se aplicé en glicerol al 10-20 % o
sacarnsa conteniendo ademfs 0,005 ml de azul de bromofencl al 0,1%.
El tamp6n de electroforesis consistia en Tris, 25 mM; glicina, 192
mM, pH 8,3. Se aplicH corriente constante de 1 mA por gel en el
gel de concentracién y 2,5 mA por gel enel gel de resolucign. Lcs
geles se tifiercn durante 1 hora con azul de Coomassie al 0,25 % en
metanol 45 %;&cido acético 10 %. El destefiidoc se hizo en metanol
20 %; écido acético 10 % durante 24-48 horas. Los registros densi
tométricos de los geles fueron efectuados en un accesario de regig
tro para geles acoplado al espectrofotémetro Varian Techtron 635 a
600 nm, a una velocicdad de 10 o 25 mm/minuto. Para la deteccién
de actividad enzimitica en los geles, é&stos se corrieron en la pige
za fria a 4° y ademls se hizo circular por la célmara exterior del

aparato, agua a 10° propulsada por un bafio termorregulado Gilsacn.
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Terminada la corrida, los geles se extrajeron répidamente y se car
taron transversalmente con un seccionador en segmentos de 0,2 cm.
Cada trocito se transfirif a un peguefic +tubo de ensayo y se molif
en frio con una bagueta delgada de vidrio agreganco inmeciiatamen
te 0,2 ml de tampbn fosfato de potasio 0,2 M, pH 7,5 conteniendo
2-mercaptoetanol 10 mM. La actividad enzimltica se ensayf ensegui
da tomando 0,02 ml de cada sobrenadante una vez que el gel tritura
do hubo decantado en cada tubo, empleando la técnica descrita en
la seccitn B. Alternadamente, se cortaron los geles longitudinal-
mente con una hoja de bisturi, dejéndose una mitad para ensayo de
actividad segln el método descrito, y la otra mitad para tinci6én
con gzul de Coomassie, De esta manera fue posible establecer 1la

banda de proteina correspondiente a la gquinasa fosfomevalénica.

G. Determinacifn del peso molecular de la quinasa fosfomeva

16nica.

1. Cromatografia en Bio-Gel P-60.

El peso molecular de la enzima se determind de acuerdo a An
drews (40, 41). Se empacd una columna Pharmacia de 1,6 cm de dié-
metro con Bio-Gel P-60 en tampdn Tris-HC1 0,01 M, pH 8,0; KC1 0,1
M; EDTA 1 mM; 2-mercaptoetanol 10 mM hasta una altura de 82 cm. U-
na vez empacado el polimero se invirtié el flujo equilibrando con
el mismo tampén a una velocidad e 12 ml/hora con la ayuda de une
bomba peristéltica, durante 48 horas. Al momento de aplicar las
muestras el flujo se redujo a 10 ml/hora. Se aplicéd primeramente

1 ml de una solucidn de azul-dextrano para determinar el volumen de

L3




exclusién y sucesivamente proteinas de peso molecular conocido:
pepsina (35.000) (42), guimotripsinfgeno (25.000)(42), citocromo c
(12.400) (40) e insulina (5.750)(43). Todas las muestras fueron
aplicadas en un volumen cde 1 ml conteniendo 5-10 mg de proteina y
se colectaron fracciones de 2 ml. Las posiciones de elucién de
los diferentes marcadores se determinaron midiendo la absorbancia
a 600 nm para el azul-dextrano, a 412 nm para el citocromo c y a
280 nm para insulina, quimotripsinégeno y pepsina. La posicién de
elucién de la guinasa fosfomevalfnica se cdeterming por el ensayo

espectrofotométrico de actividad.

2. Gradiente de sacarosa.

Los gradientes de sacarosa fueron preparacdos entre 5 y 20 %
en tampén fosfato de potasio 10 mM; 2-mercaptoetancl 10 mM, en tu-
bos de nitrocelulosa de 5 ml para el rotor SW 65 de la ultracentrf
fuga Beckman. Como marcadores se utilizaron citocromo c (12.400)
(40), alb@imina sérica de bovino (67.000) (40) y deshidrogenasa 1l6c
tica (140,000) (42). Las muestras se aplicaron en tampfn fosfato
10 mM; 2-mercaptoetanol 10 mM en un volumen de 0,1 ml. La guinasa
fosfomevaldnica vy la albfimina de suero de bavinoc fueron aplicadas
separacamente; citocromo c y deshidrogenasa lActica se aplicaron
Jjuntas en un mismo tubo. Se centrifugf durante 17 horas a 160.000
X g en una ultracentrifuga Beckman modelo L 5-40. Terminada la cen
trifugacifn se fracciond el contenido de cade tubo tomando fraccio-
nes ce 0,2 ml desde el fondo del tubo hacia arriba utilizando un e-
guipo Isce Gradient Analizer. A caca fraccién se agregb 0,8 ml e

tampbn fosfato 10 mM procediéndose a teterminar la posicidn de cada
p P
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proteina en el gradiente. Citocromo c y albdmina de suero de bo-
vino fueron determinadas por abscrbancia a 412 y 280 nm respecti-
vamente; la deshidrogenasa léctica se determind mediante ensayo en

zimatico de actividad asf como también la quinasa fosfomevalénica.

3. Electroforesis en geles de poliacrilamica en presencia de dode
cilsulfato de sodio.

La electroforesis se efectud en presencia de dodecilsulfato
de sodio (SDS) al 0,1 % en placas de poliacrilamica al 11 %, de 12
x 15 x 0,15 cm en un aparato Hoeffer Scientific Instruments. Las
soluciones fueron preparadas cde acuerdc a Laemmli (44). Las mues -
tras, a una concentracién ce proteina de 2 mg/ml se diluyeron 1:1
con el "tampdn de muestra", el cual contenfa Tris-HC1 0.125 M pH
6,8; 805 6 % (p/v); 2-mercaptoetanol 10 % (v/v); glicerol al 20 %.
Las muestras se calentaron al bafic maria hirviente por 3 minutos vy
luego fueron depositadas sobre el gel de concentracién (acrilamida
al 3 % p/v; bisacrilamida al 0,08 % p/v; TEMED al 0,1 % v/v; per-~
sulfato de amonic al 0,025 % p/W). Se aplicéd un valtaje regulaco
de 70 volts y una vez gue lus muestras pasaron al gel cde resolu-
ci6n (acrilamida al 11 %; bisacrilamida al 0,27 %; TEMED al 0,05 %;
persulfato de amonio al 0,025 % p/v) se aumentd el voltaje a 110
volts.

Las soluciones de quinasa fosfomevalénica muy diluidas em-
pleadas fueron concentradas precipitando con Acido tricloroacético
en presencia de &cido poliadenflico, de acuerdo con Valenzuela vy
col. (45). A 0,1 ml de la solucibn de enzima conteniencdo 0,2-0,3

mg/ml se agregaron 0,01 ml de &cido poliadenilico (2 mg/ml) y 0,2 ml
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de TCA al 20 %. Se centrifugl 20 minutos a 10.000 x g en el rotor
HB-4 de la centrifuga Sorvall. E1 precipitado se lav6 dos veces
con etanol-éter (v/v) vy una vez con éter. Luego se disolvid en el
"tampén de muestra" (0,025-0,040 ml) y se continud con el tratamien
to descrito.

Los geles se fijaron en una solucifin de isopropancl 50 %;
TCA 10 % durante 30 minutos a temperatura ambiente y se tifieron du
rante 15 horas con azul de Coomassie al 0,1 % en isopropanol 25 %;
TCA 10 %. El destefiido se hizo con Acido acético al 10 % con agita
ci6n a temperatura ambiente durante 2-3 horas. Se utilizaron los
siguientes marcadores para establecer la relacifn entre movilidad y
peso molecular: ovoalblmina, 43.000 (46); quimotripsinfgenc R,

25.000 (42) citocromo c, 12.400 (40).

H. Determinacién de parémetros cinfticos.

Los estudios se hicieron ensayando la actividad de 1a guina
sa fosfomevaldnica a 30° como se describe en la seccién B de Méto-~
dos. Las Km verdaderas para el MVA-P v el ATP fueron determinadas
preparando varicsmedios de reaccidn gue contenian cantidades cons-
tantes de tampdn fosfate pH 7,5, NADH, PEP, Mg+2, Z2-mercaptoetancl,
PK y LDH, y cantidades variables de ATP. A alicuotas apropiadas de
cada unc de tales medios, se agregh la guinasa fosfomevalénica, vy
luego de registrar la linea base se agregd el MVA-P a concentracip
nes variables en un volumen final ce 1,0 ml.

Los datos cinéticos fueron procesados de acuerds al métcdo

de Lineweaver-Burk o ce Earlie Hofstee, en programas de computacidn
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elaborados en una calculadora programable Canon, modelo Canola SX
300.

El efecto de la concentracifn del Mg+2 se determind varian
do la concentracion de Mg+2 a concentraciones constantes de ATP y
de MVA-P. La concentracifin de MgBl2 de la solucién patrfin, prepa-
rada por pesada del producto comercial se determind exactamente ti
tulando el ién cloruro conductimétricamente por medio de un titulag
dor automético.

El efecto del pH en la actividad enzimAtica se determind e-
fectuando el ensayo espectrofotométrico de la actividad en una se-
rie de tampones de Good (47), a concentracién 100 mM entre pH 5,5
v 9,5. Se utilizaron los tampones MES, TES, BICINE yCAPS, ajustén
dose el pH en cada caso con KOH. En los valores de pH extremos se
controld la efectividad de las enzimas auxiliares utilizadas en el
ensayo. Esto se hizo agregando ADP a una mezcla de reaccifin que
contenia PK y LDH ademés de luos sustratos y cofactores correspon -
dientes a los diferentes pH. La oxidacifn instanténea del NADH
se tomd como una indicacifn de que las enzimas auxiliares eran efec
tivas a estos valores de pH. En todc caso, a valores de pH extre-

mos se agregd el doble de la cantidad usual de ellas.

I. Efecto de diversos iones metfilicos divalentes y nuclefti-

dos sobre la actividad de la guinasa fosfomeval8nica.

Para establecer si otros iones metélicos podian reemplazar

al Mg+2 en la reaccifn catalizada por la guinasa fosfomevalfnica,
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se hizo reaccionar la enzima con sus sustratos MVA-P 1 mM, ATP
2,5 mMy la sal de un i6n metflico a concentracién 5 mM en un me-
dio que contenia Tris-HC1 100 mM pH 7,5 y 2-mercaptoetanol 10 mM.

Después de preincubar con la

Se ensayaron MnCl ZnSUh y CoS0

2’ L*
enzima a 30° por 5 minutos se inicif la reaccifin agregando el MVA-
P. La reaccifin se detuvo a los 10 minutos con 1 ml de HCth al

3 % y se agregd enseguida un volumen de KOH suficiente para neutra

lizar el HC1lO Los tubos fueron transferidos a hielo y se centri

L
fugb el HEth y proteinas precipitados a 2.500 x ] durante 10 minu
tos -en el rotor HB-4 de la centrifuga Sorvall. E1 sobrenadante se
apartd para el ensayo espectrofotométrico del ADP generado en 1la
reaccif6n. Esto se hizo tomando 0,5 ml del sobrenadante y agregan-
do Mg+2 5 mM; KC1 50 mM; PEP 2,5 mM; NADH 0,24 mM; Tris;HCl 100 mM
pH 7,5 hasta un volumen de 1,0 ml. Luego de registrar la linea ba
se a 340 nm se agregd 0,003 ml de PK y LDH (8 unidades de cada una)
y se midié la variacién de absorbancia hasta titular totalmente el
ADP formado. Previoc al ensayo con otros metales se hizo una curva
de velocidad de formacién de ADP en funcidn del tiempo usanco Mg+2,
entre 0 y 20 minutos obteniéndose una respuesta lineal.

Se empled este método, y no el método cinético habitual, pues

= para su actividad.

la quinasa pirdvica requiere también cde Mg+
El efecto de otros nucleftidos se hizo simplemente reemplazan

do el ATP por GTP, UTP y CTP en el ensayo espectrofotométrico nor -

mal. 'Dado que la guinasa pir(ivica utilizada en el ensayo acoplado

presenta una-baja especificidad de sustrato nucleotidico como ha sido
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demostrado por Plowman y Krall (48), el ensayo puede hacerse

sin mayores reservas.

J. Inactivacifn de la quinasa fosfomeval6nica por 5,5'-di-

tiobis (2-nitrobenzoato).

1. Reaccién de inactivacifn.

Se dializf exhaustivamente la gquinasa fosfomevalbnica con
tra tamp6n fosfato de potasioc 10 mM, pH 7,5 sin mercaptocetanol a
fin de eliminar este Gltimo de la solucifn en que se mantiene la
enzima. El 5,5'-ditiobis (2-nitrobenzoato) (DTNB) se preparé en
metanol o en el tampén fosfato de potasioe A la solucign de énzima,
en tampén fosfato, preincubada a 30° se agregd el DTNB a la con-
centraci6n reguerida. A tiempos adecuados se tomarcn alicuotas
de 0,01 ml para el ensayo inmediato de la actividad. El control
consistif en otra muestra de enzima tratada en condiciones simila
res a la cual se agregd el mismo volumen de solvente en vez de
DTNB. El efecto de la concentracifin del reactivo se determind in
cubando la enzima con concentraciones de DTNB que variaron desde

5

1% 1072 a1 x 0" M, lo gue representa un exceso molar de DTNB

de 6 a 60 veces con respecto a la enzima.
2. Reversifin por 2-mercaptoetanol y ditiotreitol.

El efecto del 2-mercaptoetancl y del ditiotreitol (DTT) se
probf incubando la enzima con DTNB en la forma descrita en el ph-

rrafo anterior. Después de medir la reaccidn durante cierto

49




tiempo se apartaron dos alicuotas; a una se agregh 2-mercaptoeta-
nol y a la otra DTT, ambos a concentracifin final 1 mM vy se conti-
nué registrancdo la actividad a tiempos apropiados. Al resto de
1a enzima tratada con DTNB también se continud midiendo su activi
dac¢ a lc largo del tiempo. Los valores de actividad fueron corrge

gidos por el efecto de dilucifn al agregar los reactivos.

3. Efecto protector de los sustratos.

El efecto de la presencia de los sustratos en la reaccidn
de inactivacién se probd incubande la enzima con MVA-P o con Mg-
ATP y agregando @ tiempo cero el DTNB. Paralelamente se hicieron
controles de la enzima tratada con DTNB sin sustratos y de la en-

zima incubada con cada uno cde los sustratos en ousencia de DTNB.

L. WKm aparentes cde la enzima modificada.

Se determinaron las Km aparentes para ambecs sustratos con
la guinasa fosfomevalSnica parcialmente inactivada con DTNB. Para
ello, la enzima se tratdé con DTNB a concentracifn final 2,5 x 10-5
M, v se incubd a 30° durante 15 minutos. Se transfirid luego al
hielo y se procedif a determinar las Km aparentes para el MVA-P vy
el ATP. El excesoc de reactivo gque no reacciond con la enzima no se
eliming. La actividad residual de la quinasa fosfomeval6nica conser
vada en hielo, se determind cada cierto tiempo hasta los 75 minutos
después ce la adicién de DTNB, tiempo superior al empleado en el ex

perimento. Se comprobd que el grado de inactivacién permanecit cong

tante en el tiempo sefialado.
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K. Inactivacifn de la quinasa fosfomevalénica por piridoxal-

5'-fosfato.

1. Reaccifn de inactivacitn.
La inactivacién se efectud incubando la solucién de enzima

a 30° con PLP en tampén fosfato 10 mM conteniendo 2-mercaptoetancl
10 mM. La reaccifin se inicié agregando el PLP preparado en el mis
mo tampén. A tiempos apropiados se tomaron alicuotas para el ensg
yo espectrofotométirico de la actividad. En forma paralela se efec
tud un control reempleozando el PLP por el tampén de incubacin. Se
probé el efecto de la concentracién de PLP incubando la enzima con

. v 5 x 107

concentraciones de PLP gque variaron entre 5 x 107 M por
30 minutos, lo que representa un exceso molar de PLP en relacifin a
la enzima que varid entre & y L4 veces. En forma similar se estu -
did el efecto de los anflogos piridoxal vy piridoxamina=5'-fosfato.
El PLP se preparf siempre fresco en tampén fosfato 10 mM pH 7,5 v

se cuidd de proteger las scluciones de 1a luz con papel obscurc.

2. Reversi6n de inactivacién por lisina o diAlisis.

El efecto de la lisina se probf incubando la quinasa fosfome
valédnica a 30° con PLP, midiéndose la actividad residual durante un
cierto tiempo, al término del cual se agregd lisina y se continuf
la medicién de actividad a tiempos apropiados. La muestra control
se tratd en las mismas condiciones excepto que no se agregd lisina,

El efecto del NaBHh se probf de la siguiente manera: se incu
b6 una solucién de enzima con PLP y se midif la actividad residual

hasta los 10 minutos. A los 11 minutos se agregh NaBHL+ y a laos 20
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minutos se agregS lisina. El registro de la actividad se prolong8
hasta los 50 minutos. Otra muestra de enzima tratada con PLP a la
misma concentracién, sin otras adiciones sirvié de control de inac
tivacién. Los valcres de actividad fueron corregidos, siempre gque
fue necesario, para combensar el efecto de dilucibfn.

La reversifn por diflisis de la enzima modificada se efectuf

M du-

incubando la guinasa fosfomeval6nica a 30” con PLP 2,5 x 107
rante 30 minutos. La muestra se dividid en dos partes, una de las
cuales se sometif a diflisis contra tampfn fosfato 10 mM; 2-mercap-
toetanol 10 mM durante 5 horas y la otra se dej6é como control sin
dializar. Separadamente se incubaron otras muestras de enzima a 30°
durante 30 minutos, una sin adiciones, otra con NaBHu y la tercera
con PLP, agregéndose o esta Gltima el NaBH“ después del periodo de

incubacitn. A continuacifn, estas muestras fueron también dializa-

das durante 5 horas contra el mismo tampdn.

3. Efecto protector de los sustratos.

Se determing el efecto que ejercian los sustratos en la reac
ci6én de inmactivacifn. Para ello se agregd el PLP a la enzima prein
cubada con MVA-P (0,9 mM) o con Mg-ATP (2,4 mM) y se tomaron alfcu-
tas de 0,01 ml a tiempos apropiados para el ensayo de aatividad. Co
mo controles se incubaron muestras de la enzima con cada uno de 1los
sustratocs en las mismas condiciones experimentales. Las actividacdes

se corrigieron por la dilucién al agregar el reactivo modificador.
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L, Efecto del pH en la reaccifin de inactivacién.
El efecto del pH se determind incubandec lo enzima a diferen

tes pH con PLP 1,5 x 107>

M, en diversos tampones de Good 0,1 M
conteniendo 2-mercaptoetancl 10 mM. Los tampones empleados en los
rangos de pH gue se indica fueron: MES (6,5 - 7,5), TES (7,0 - 8,0)
BICINE (8,0 - 9,0) y CAPS (3,0 - 9,5). Después de preincubar 1a
enzima en el tampén correspondiente durante 3 minutos a 24° o a30°
se agregd el PLP a concentracifn fipal 1,5 x 10-5 My se tomaron g
licuotas a diferentes tiempos para el ensayo de la actividad resi-
dual. El control consistidé en unma solucifin cde enzima tratada ce i
déntica forma pero cmitiendo el PLP.

El esquema experimental descrito en el péArrafo anterior no
permite hacer mecdiciones a tiempos menores de 2 minutos, gque es
el que se requiere en tomar la muestra y efectuar el ensayo de ac-
tividad. Con el objetoc de efectuar mediciones a tiempos més cortos
se procedid de la siguiente manera: se incubd un pequefic volumen de
la solucidn de enzima en el tampén correspondiente en pequefios tu-
bos de ensayo. Después de agregar el PLP se detuvo 1o reaccién o
los tiempos apropiados con NuBHQ. En el tubo control se reemplazf
el PLP por el mismo volumen de tampdn. Todos los tubos estuvieron
el mismo tiempo a la temperatura cdel experimento. Terminada la in
cubacibén, los tubos fueron transfericdos al hieln y se tomf de cada
unc de ellos una alicucta para el ensayo de actividad. GCon este

procedimiento se tomaron muestras cada 30 segundos. E1 NaE}H,+ detig

ne la reaccidn de inactivacifh y €sta no puede continuar aln  en
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presencia de PLP, ya que el NEJBHLP al parecer reacciona con el

PLP remanente, reduciends el grupo aldehido.

5. Determinacién de las Km aparentes de la enzima modificada.
Se incub6 1o enzima con PLP 4,5 x 1072 M durante 30 minu
tos a 30° en tampén fosfato de potasioc 10 mM; 2-mercaptoetanol
10 mM y al cabo de este tiempo se redujo con NaBHu. En forma pa
ralela se incubaron otras dos muestras de enzima. En una de e-
llas se reemploz6 el PLP por el tampén de incubacifin, agregfncdo-
se el NaBHh igual que a la muestra problema; la otra no contuvo
PLP ni NaBH&, siendo ambos reemplazacdos por el volumen equivalen
te de tampon fosfato. Todas las muestras fueron dializadas con-
tra el mismo tampbn fosfoto por 5 horas. Las Km aparentes para
los dos sustratos fueron determinadas en las tres muestras de en

zima.

L. Titulocién de grupos sulfhidrilos cde la quinasa fosfome

valdnica.

La determinaciéin de grupos sulfhidrilos de la enzima se e
fectld utilizando DTNB ce acuerdo al método ce Ellman (49). Se
midié o lo largo del tiempo la formacién del 2-nitro-5-mercaptoben
zoato detectable por absorbancia a 412 nm, con un coeficiente ce
extinci6n molar de 1,36 x 1Dh. El n@mero de grupos -SH esenciales
para la actividad de la enzima se determind en experimentos parale

los, midiéndose a tiempos apropiados la actividad resicdual de la

guinasa fosfomevalfnica después de la adicifn de DTNB. Sc dializf
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la enzima homogénea en un volumen de 1 ml contra tampén fosfato

10 mM, pH 7,5 sin mercaptoetanol a fin de eliminar este Gltimo cde
la solucifin de enzima. La muestra se dividid en dos partes igua-
les, una para titulacién de grupos -SH y la otra para la medida de
actividad residual. Ambas porciones se llevaron a 0,98 ml con tam
pétn fosfato. Una de ellas se introdujo en una cubeta de 1 ml en
el portacubetas termorregulado del espectrofotémetro Cary 118 C
mantenido a 30° y tespués de la estabilizacién de la temperatura
se agregd 0,02 ml de DTNB 2 mM (concentracién final 0,04 mM), pre-
parado en el mismo tampén. Se registrdé la variacién de absorbancia
a 412 nm a lo largo del tiempo, lefcda contra una cubetn que conte-
nia lo misma cantidad de DTNB en tampén fosfato. La segunda por -
ci6n de enzima se traté también con DTNB 0,04 mM y se midid la ac-
tividad residual a diferentes tiempos.

La titulacién de grupos sulfhidrilos totales se cfectud de
la siguiente manera: se dinlizd 1a quinasa fosfomeval6nica, prime
ro contra tampén fosfato de potasic 10 mM pH 7,5 sin mercaptoetancl
y luego contra clorhidrato de guanidina 6 M preparado en tampbn fos
fato 10 mM pH 6,5. Después de la diflisis se ajustd el pH a 8,2
con KOH y se llevd a un volumen cde 0,98 ml con tampén fosfato. Se
agregd 0,020 ml cde DTNB &4 mM y se registrd la variacién de absorban
cia a 412 nm en el espectrofotémetre Varian Techtron 635 durante S0
minutcs a temperatura ambiente. El blanco contenia la misma canti-

dad de DTNB en la solucifin de clorhidrato de guanidina.
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M. Efecto de 2,3-butanadione sobre la quinasa fosfomevalfni-

COe.

Se probf el efecto de la butanodiona agregando este reacti-
vo a concentracién 7 mM o la guinasa fosfomevalénica en tampén bo-
rato 60 mM, pH 7,89 de acuerdo a Riordan (50). La reaccifin se e-
fectus a 25" y su curso se siguid durante 30 minutos tomando a tiem
pos apropiados muestras de 0,01 ml y ensayando inmediatamente 1o ac
tividad de la enzima. El efecto de la presencia de los sustratos
se probd agregando butanodiona a la enzima preincubada por 5 minu-
tos con MVA-P o con ATP vy MgClz.
N. Determinacién de la composicifn aminoacicdica de 1a quina-

sa fosfomevalbnica.

1. Determinacién del triptéfanc.

Como el tript&fano se destruye por hidrélisis Gcida, este g
minoacido se determing espectrofotométricamente de acuerdo al méto
to de Edelhoch (51) que consiste en medir las absorbancias de 1a
proteina a 280 y 288 nm en clorhidrato de guanidina 6 M preparado
en tampén fosfato 20 mM, pH 6,5. E1 método permite determinar si-
multéneamente tirosina y triptéfanc si se conoce el contenido de
cistinas. Como la absorcifn del tript6fano es cerca de & veces la
de la tircsina en sus respectivos méximo de absorcifing, la precisifn
en la estimacifn del primer aminofécicdo es mucho mejor que la del
segundo. El contenidoc ce ambos aminofcidos se puede estimar ce las

absorbancias a 288 y 280 nm y del conocimiento de los coeficientes
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de extincifin molar resolviendo las dos ecuaciones éimulténeas:

E288 = Ntry 4L.B815 + Mtyr385
EZBD = Ntry 5.690 + Mtyr1‘280
en que Ntry v Mtyr representan el ndmero de moles de tript6fano

y tirosina respectivamente. Los valores de extincifn estén basa
dos en los compuestos modelos N-acetll-L-triptofanamida y Gly-
Tyr-Gly.

Lo guinasa fosfomevalfnica homogénea se cializé sucesiva-
mente contra clorhidrato de guanidina 6 M en tampdn fosfato de PO
tasio 10 mM, pH 6,5, luego contra un gran volumen de tampbn fosfg
to 10 mM hasta que no se encontré absorbancia detectable a 260 nm
en el tamp6én de diflisis, y finalmente contra la solucién Eﬁ”clog
hidratoc de guanidina 6 M. Con este tratamiento se consiguif eli-
minar el ATP gue contenia la solucifn de enzima purificada, resul
tante de la elucidn de la columna de azul-dextrano-Sepharose. Se
registrf el espectro de absorcién de la quinasa fosfomevalénica en
tre 250 y 400 nm en el espectrcfotdmetro de doble haz Cary 118 C
en cubetas de 1 cm de pasc Optico. En la cubeta de referencia se
coloct la soclucién de clorhidrato de guanidina y se ajust6 la 11-
nea base utilizando el sistema de autocompensacifn de rendija. U
na vez ajustada la linea base se reemplazd el blanco por la mues-
tra y se registrd el espectro de la enzima. Los valores de absor
bancia a 280 y 288 nm fueron leifdos directamente del espectro re-

pistrado.
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2. Anflisis de aminoAcidos.

La muestra de quinasa fosfomevalénico enclorhidrato de guani
¢ina 6 M obtenida segln se describe en el pérrafo anterior, sedig
1iz6 exhaustivamente contra varios cambios de agua desionizacda a
fin de eliminar totalmente las sales. Se apartaron 0,05 ml para
medir el contenido de protefna, vy el resto se cdividid en dos par-
tes de 135 ug de enzima cada una, coloclndolas en tubos de 12 X
100 mm cuidadosamente lavados. Se liofilizé a sequedad y luegn a
cada muestra se agreg 0,6 ml de HC1 6 N y se sells bajo nitr6ge-
no. Una de ellas se hidrolizd duranmte 24 horas v la otra durante
48 horas a 110°.

El an&lisis de aminoAcicdos se hizo en un analizador ce ami
nofcicdos Beckman 120 C. De cada muestra se aplicd 0,2 ml a 1la cg
lumna bésica y 0,2 ml a la columna fcida. E1 registro densitomé-
tricoc se hizo utilizancdo la escala expandida del instrumento (C,0-
0,1 unidades de abscrbancia). La concentracién de cada aminofcido
se estimd de los trazados densitométricos en comparacién a los va-
lores presentados por aminofcidos patrones procesados de manera si

milar a la muestra de enzima.
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RESULTADOS

A. Purificacifn de la guinasa fosfomevalénica.

1. Experimentos preliminares.

Se probaron diversas combinaciones de métodos para purifi-
car la guinasa fosfomevalfnica. Los antecedentes disponibles se~
fialaban que esta enzima se encuentra en la fraccién soluble del ha
mageneizado celular de higado y en menor concentracién - alrededor
de la cuarta parte - en relacifn a la quinasa meval6nica (2, 19).
Los métodos preliminares de purificacién descritos comprendian la
preparacifn de un sobrenadante obtenicdo por precipitacién del homg
geneizado con sulfato de protamina, fraccionamiento con sulfato e
amonio y adsorcién en gel de fosfato de calcio. Este Gltimo debe -
ria adsorber selectivamente la quinasa meval6nica dejando la gquina
sa fosfomevalfnica en el sobrenadante.

El problema de la purificacién se abordé fraceionancdo di
rectamente con sulfato de amonio el sobrenadante chtenico por cen -
trifugacidn del homogeneizado de higado a 100.000 x g durante 45 mi
nutos. Precipitando las proteinas con 1la sél a diferentes concen-
traciones se establecif que el rango 6ptimo de precipitacién de la
enzima se obtenfa entre 30 v 60 % de saturacién. La adsorcién en

gel de fosfato de calcic de la fraccifn obtenida por precipitacién
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con sulfato de amonio en el corte indicado, no resultd en una sé-'
paracifn 6ptima de las dos quinasas y ademfs se produjo una pérdi

da significativa de unidades de guinasa fosfomeval6nica. En con-

secuencia, la adsorcifn en gel de fosfato de calcio fue descarta-

da.

El comportamiento de la guinasa fosfomevalénica en DEAE~-cg
lulosa se estudif aplicando a una columna de DEAE-celulosa equili
brada con tampén fosfato de potasic 10 mM a pH 7,5 el material
precipitado con sulfato de amonio entre 30 y 60 % de saturacidn, vy
lavando luego con concentraciones crecientes del mismo tampbn. La
enzima eluy® con una concentracifin de fosfato 100 mM. En la puri-
ficacitn se opt&, una vez aplicada la muestra a baja fuerza iénica,
por lavar la columna con tampfn fosfato 50 mM, pH 7,5 vy luego apli-
car un gradiente de fosfatc entre 60 y 250 mM.

La hidroxilapatita se ensayf con el material procedente de
la columna de DEAE-celulosa y también con el obtenido en Bio-Gel
P-150, este Gltimo, una etapa més de purificacién. En el primer ca
so, la enzima fue retenida por la hidroxilapatita y se eluyd de e~
1la con fosfato de potasio 50 mM, pH 7,5. En el segundo caso, con
un material muecho mis purificado, la quinasa fosfomeval6nica no se
retuvo pero si ctras proteinas contaminantes. Se optd por utilizar
este gel después de la etapa del Bio-Gel P-150 por obtenerse un ren
dimiento més satisfactoric.

El comportamientc de la enzima en azul-dextrano-Sepharose,

preparado como se describe en la seccifin E de Métodos, se estudif
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con la preparacifn obtenicda de la columna de hidroxilapatita. E1l pg
limero fue equilibracdo en tampfn Tris-HC1 10 mM pH 7,5; 2-mercaptoe-
tanol 10 mM; glicerol 10 %. La enzima fue retenida cuantitativamen-
te en este materi-" y se eluyS con KC1 0,3 M o con ATP 10 mM. La re
cuperacifin fue del orden de 60 - 80 %, obteniéndose un material préc
ticamente homogéneo por electroforesis en geles de poliacrilamida.
Este método se adoptd en lo purificocifn final de la quinasa fosfomg
valbnica.

Otros sistemas de purificacién ensayados fueron los siguien=-
tes:
- Polimina P. Este reactivoc se probf al 0,05 % antes y después
del fraccionamiento del extracto crudo con sulfato de amonic. 651
bien se consiguil algOn grado de purificacifn, el resultado no se con
sider6 satisfactorio.
- Bio Gel P-60. Este polimero, empleado en estudios de peso molecy
lar de la guinasa fosfomevalfinica dic por resultado una purificacién
considerable de la enzima. Se utilizd una columna de 1,6 por 80 om
y se equilibrd en tampfin Tris, como se describe en la seccién G 1 de
Métodos, o bien en tampén fosfato de potasio 10 mM pH 7,5; 2 mercap-
toetanol 10 mM. Se aplicH la muestra procedente de la etapa de hie
droxilapatita con un flujo invertido de 10 ml/hora obteniéndose una
purificacién de 2,2 veces con una actividad especifica de 9-10 U/mge.
- ADP-Sepharose y ATP-Sepharose. Se preparf ADP-Sepharose por dos
métodos; el primero acoplando hexanodiamina y el segundo, la dihidra
cida del écido adipico seglin Lamed y col. (52), a la Sepharcse acti-

vada con bromuro de cianfgenc en acetonitrilo segin March y col. (38).
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ATP-Sepharose se prepar! por el segundo de estos métodos. E1 grado
de sustitucibén de la Sepharose con cualquiera de los dos brazos se
estimbé con trinitrobenceno sulfonato (53). El nucledtido oxidado
con peryodato en _-. oscuridad se hizo reaccionar con la Sepharose
sustituida. El contenido de nucle6tido unido al polimero se deter-
miné de acuerdo con Failla y Santi (54).

La guinasa fosfomevalénica procedente de la columna de Bio-
Gel P-150 fue retenida por ADP-Sepharose preparada utilizandn hexang
ciamina como espaciador, perc no por la preparada con la dihidracida
del fcido adipico. En el primer caso, la enzima eluyd del polime
ro con un gradiente de KC1 0-0,4 M, La purificacién fue sin embargo
poco satisfactoria. Probablemente la unién de la enzima al polimero
ocurrid por intercambio iénicc ya que el métocdo de preparacifn de de
rivados de agarcsa con hexanodiamina genera grupos de isourea ioniza
bles con pK de 10,4, cde modo que a pH 7,5 no est?n disociados y pre
sentan carga pasitiva (55). La ATP-Sepharose retuvo parcialmente la
enzima del mismo gradec de nurificacién que la tratada por ADP-Sepha-
rose, y se pudo eluir con ATP 10 mM. El rendimiento no fue, sin em-
bargo, satisfactorio, tanto por la poca cantidad de enzima retenida por

pl polimero, como por el grado de purificacidn alcanzadao.

2. Método de purificaciéin adaptado,.

Todas las operaciones fueron efectuadas a D-ho, 2 menos que

se sefiale de otro modo.
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a) Preparacifn del extracto crudao.

Un kil6gramo de higado fresco de cerdo se cortd en trozos pe-
guefios sobre una base de madera con un cuchillo afilado y se homoge-

n

neizbd en tampbn fosfato de potasic 10 mM, pH 7,5 en un homogenei-
zador Waring Blendor o méxima velocidad cinco veces durante 20 segun
dos con intervalos de un minuto. El homogeneizado se filtrd a través
de &4 capas de gasa y se centrifugé a 8.000 x 9 durante 10 minutos en
el rotor GSA de la centrifuga Sorvall. E1 sobrenadante se centrifugé
a 43.500 x g por 20 minutos en el rotor S5-34 en la misma centrifuga.
El nuevo sobrenadante se centrifugf a 100.000 x g durante 45 minutos
en el rotor Tipo 35 de una ultracentrifuga Beckman modelo L5-40, en
tubos de policarbonatou. El schrenacdante de 100.000 g se filtr6 a tra

vés de lana de vicdrio entre capas tle gasa a fin de remover material

lipidico.

b) Fracionamiento con sulfato de amonio.

Al extracto crudo obtenido en la etapa anterior, mentenido en
un vaso de precipitado en hielo, se agreg8 lentamente y con agitacifn
suave, sulfato de amonio sflido hasta una concentracién de 30 %d§ sa
turaci6n. La cantidad de sal agregada a cada porcentaje de saturacién
se calculf considerands base la solubilidad a 25° (solucién saturaca
es 4,1 M y requiere 767 g/1). Terminada la adicién de sulfato de amg
nic se dejd agitando suavemente durante 30 minutos vy luego se centri-

fugd a 15.000 x g en el rotor 55-34 de la centrifuga Sorvall.

Y

1 - e

( )A menos que se sefiale expresamente, todos los tampones utilizados
en la preparacién y mantencién de la quinasa fosfomevalénica conte
nian 2-mercaptoetanol 10 mM,
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Al sobrenadante se agregd més sulfato de amonic de modo de elevar la
concentraci6n de la sal al 60 % de saturacifdn, procediéndose en for-
ma similar al paso anterior. El1 precipitado 30-60 % se suspencdid en
aproximadamente 400 ml de tampén fosfato de potasio 5 mM, pH 7,5 vy se
dializ6 contra 5 litros del mismo tampén 1 mM, pH 7,5, durante 18 ho-

ras, con un cambio en este tiempo a las 10 horas.

c) Cromatografia en DEAE-celulosa.

ARl material cdializado de la etapa anterior se ajustd el pH a

7,5 con KOH y se diluy6 con tampdn fosfato 1 mM, pH 7,5 a fin de ba-
jar la conductividad de 8,5-12 mmho que solia presentar, a alreredor
de 3~4 mmho. Este material se aplict o una columna de DEAE-celulosa
de 30 x 6,4 cm equilibraca con tampén fosfato 10 mM, pH 7,5. Se em-
pled un flujo ce 145 ml/hora con ayuda de una bomba peristéltica. u
na vez aplicada la muestra, se lavd la columna con 7 litros cde tampén
fosfato 50 mM y enseguicda se aplicéd un gradiente lineal del mismo tam
p6n fosfato entre 60 v 250 mM (1,6 1 de c/u), colecténcdose fracciones
de 20 ml. El resultado ce esta elucidn se presenta en la figura 8. El
eluido con la mis alta actividad especifica se concentrf agregandosul-
fato de amonio al 80 % de saturacifn. Después de centrifugar a 27.000
X g durante 10 minutos (SS-34, Sorvall), el precipitado se suspendif
en el minimo volumen de tamp6n fosfatc 10 mM (50-~60 mllLla purificacién
alcanzada en esta etapa fue de 27-32 veces en relacifn al extracto cru
do. La enzima quedf libre de fosfatasas y NADH-oxicdasas que interfi-

rieran con el ensayoc espectrofotométrico de actividad.
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Figura 8. Purificacién de la guinasa fosfomeval@nica en DEAE-celu
losa.

Se utiliz6 una columna de 30 x 6,4 cm, equilibrada con
tampén fosfato de potasio 10 mM, 'pH 7,5 vy & ella se aplic6 la solu
cifn proteica conteniendo la quinasa fosfomeval6nica, obtenida por
fraccionamiento del extracto crudo con sulfato de amonio. Una vez
aplicada la muestra se lav6 la columna con 7 litros de tampéon fos-
fato de potasio 50 mM, pH 7,5. Se hizo pasar enseguida un gradien
te de fosfato de potasio entre 60 - 250 mM (1,6 + 1,6 1), al mismo
pH v se colectaron fracciones de 20 ml a un flujo de 145 ml/hora.
En el gréafico se presenta s6lo la elucifn con el gradiente.
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d) Cromatografia en Bio-Gel P-150.

La solucifin proteica de la etapa anterior se aplich a una cg
lumna de Bio-Gel P-150 de 75 x 5 cm eguilibrada con tampbn fosfato
de potasio 10 mM, con un flujo invertido de 20 ml/hora. Una vez a-
plicada la muestra, se eluy® con el mismo tampén 10 mM pH 7,5 y se
colectaron fracciones de 10 ml. E1 perfil cromatogréfico obtenido
se muestra en la figura 9. Se juntaron las fracciones con la més al
ta actividad especifica y el eluido seleccionado se concentrf por
ultrafiltracifén en una celda Amicon utilizando una membrana UM 10,
hasta un volumen de 10-15 ml. A la solucifin concentrada se agreg®
glicerol hasta concentracifn de 45 % y se guardd en congelador a
-20% . La enzima guardacda en estas condiciones es estable por varios
meses y de sste modo se almacend a fin de juntar material de varias
preparaciones. La purificacifn alcanzada en esta etapa varif entre
400 y 600 veces en relacifin al extracto crudo.

La columna de Bio-Gel P-150 separa completamente la gquina~-
sa fosfomevalfnica de la quinasa meval6nica. Esta Gltima, por tener
un peso molecular mayor que la primera, tiene un menor volumen de e-
luci6n. Este hecho se aprovechf para obtener quinasa mevalbnica con

el objetoc de preparar MVA-P segln se describe en Métodos.

e) Cromatografia en hidroxilapatita.

La preparacién enzimética procedente de la columna de Bio-Gel
P=150, previa dilucifin 1:3 en tampdn fosfato 10 mM para bajar la con
centracién de glicernl, se aplic a una columna de hidroxilapatita

(Bio=-Gel HTP) de 18 x 1,6 cm equilibrada con tampén fosfato 10 mM.
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Figura 9. Purificaci6n de la quinasa fosfomeval6nica por filtraci6n
en Bio-Gel P-150,

La quinasa fosfomeval6nica, previamente purificada por
cromatografia en DEAE-celulosa, se aplicl a una columna de 75 x 5 cm
de Bio-Gel P-150, equilibrada con tamp6n fosfato de potasio 10 mM,
pH 7,5. 5e eluyf con el mismo tampfin y se colectaron fracciones de
10 ml con flujo invertido de 20 ml/horae.
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La columna se lavd luego con 70 ml del mismo tamp6n y se colectaron
fracciones de 2 ml a un flujo de 30 ml/hora. La enzima no es rete-
nida por la hidroxilapatita en estas condiciones y sale junto con el
lavado. Otras proteinas si son retenidas y pueden ser eluidas con
concentraciones més altas de fosfato (Fig. 10).

Se concentraron las fraccicnes con mayor actividad especifica
por ultrafiltracién en membrana Amicon UM 10 hasta un volumen de 2-4
ml vy el ultrafiltrado se guardd en glicerol al 50 % a -20° . La pu=
rificacibfn alcanzada en esta etapa fue de 1,000 a 1.700 veces en re-

lacién al extracto crudo.

f) Cromatografia en azul-dextrano-Sepharose.

El material procedente de la etapa anterior se diluyb 1:3 con
tampfn Tris-HC1 10 mM; 2-mercaptoetanol 10 mM. Se utilizé como colum
na una jeringa hipodérmica de 30 ml conteniendo este volumen de azul-
dextrano-Sepharose, preparada seglin se describe en la seccifn E de M&
todos. La columna se equilibrf con tampfin Tris-HC1 10 mM pH 7,5; 2=~
mercaptoetancl 10 mM; glicerol 10 %. Se aplicd la muestra colecténdg
se fracciomes de 2 ml a un flujo de 30 ml/hora vy se lavé enseguida con
40 ml del mismo tampén, con lo cual eluyen proteinas contaminantes.
La elucién de la guinasa fosfomevaldnica se efectud haciendo pasar 60
ml cel mismo tampén de lavado pero conteniendo ATP 10 mM (Fig. 11).
Se juntaron las fracciones con actividad enzimftica, y el eluido se-
leccionado se concentrd por ultrafiltracién en membrana Amicon UM 10
hasta un volumen de 3 ml. A la solucifn de enzima purificada se agre

g6 glicercl hasta el 50 % y se guard a -208,.
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Figura 10. Purificacién de la quinasa fosfomeval6nica en hidroxila
patita.

La enzima, vya purificada por cromatografia en Bio-Gel
P-150, se aplic6 a una columna de 18 x 1,6 cm equilibrada con tam-
pén fosfato 10 mM, pH 7,5. Se colectaron fracciones de 2 ml & un
flujo de 30 ml/hora. Una vez aplicada la muestra, se lavf con el
mismo tampén, produciéndose la elucifin de la enzima. En el punto
indicado por la flecha, se lavA la columna con tampén fosfato 0,5 M
con lo cual eluyen proteinas contaminantes.
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Figura 11. Purificaci6n de la quinasa fosfomevalénica en azul-
dextrano-Sepharose.

La guinasa fosfomevalfinica, purificada por hidroxilapa-
tita, se aplicé a una columna de azul-dextrano-Sepharose de 7,5 x
2,4 cm. El polimero se equilibré con tampén Tris-HC1 10 mM, pH 7,5
conteniendo 2-mercaptoetanol 10 mM y glicercol al 10 %. Se colecta-
ron fracciones de 3 ml con un flujo de 30 ml/hora. Una vez aplica-
da la muestra (10 ml), se lav6 con 40 ml de tamp6n Tris-HCl. En el
punto indicado por la flecha se eluyf con ATP 10 mM en el mismo tam
p6n. La absorbancia a 280 nm sflo se registr6 antes de la adicién
del ATP.
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Los resultados obtenidos en la purificacién de la guinasa fog
fomevalénica se muestran en la tabla 1. La actividad especifica,de
0,0088 U/mg encontrada en el extracto crudo sube a 69 U/mg en la en-
zima purificada, ob iéndose una purificacifn de més de 7.800 veces
con un rendimiento de 9,3 %. El procedimiento repetido varias veces,

dio resultados similarese.

3. Estimacibn de la pureza de la enzima.

Se utilizé la electroforesis en geles de poliacrilamida con
concentraciones de acrilamida del 10, 11 6 12 %. La concentracifn a
propiada de esta dltima en los geles se establecid después de varios
ensayos previos en que se ubicd la posicién de la quinasa fosfomeval§
nica cortando los geles transversalmente en secciones de 2 mm y efec-
tuando el ensayo de actividad segln se describe en la seccifn F de Mg
todos.

La figura 12 muestra geles de poliacrilamicda al 10 % de una
muestra de enzima obtenida por hidroxilapatita y tratada después por
azul-dextrano-Sepharose. Esta Gltima etapa representa una purifica-
ci6tn de 8 veces con respecto a la etapa anterior. El1 gel N2 2 co-
rresponde a una muestra de enzima purificada en azul-dextrano-Sepha-
rose cortado longitudinalmente y tefiido con azul de Coomassie. E1
trazado densitométrico de esta mitad de gel se presenta en la figura
13, en que también se muestra el ensayo de actividad efectuado con la
otra mitad del gel. Hay una corresponcencia perfecta entre la activi

dad enzimética y la proteina asociada. La figura 14 presenta geles
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Figura 12. Electroforesis en geles de poliacrilamida de la qui
nasa fosfomeval6nica purificada por hidroxilapatita
y azul-dextrano-Sepharose.

La electroforesis se efectud en tubos cilindricos de
0,6 cm de di&metro con acrilamida al 10 %. E1 gel N2 2 se corth
longitudinalmente y se tifi6 una mitad; la otra mitad se desting
para ensayo de actividad. 1) 35 ug de enzima purificada por hi-
droxilapatita, 2) 23 ug de enzima purificada por azul-dextrano-
Sepharose, 3) 14 ug de enzima purificada por azul-dextrano-Sepha
TOSE.
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Figura 13. Trazado densitométrico de gel de poliacrilamida de qui-
nasa fosfomevaldnica y actividad enzim&tica asociadae.

Una mitad del gel N2@ 2 presentado en la Fig. 12, se cor
t6 en secciones de 2 mm para el ensayo de actividad enzimética (A)
y la otra mitad se tifi6 con azul de Coomassie (B). E1l trazado den-
sitométrico se efectud utilizando un accesorio de registro para ge-
les acoplado al espectrofotémetro Varian Techtron 635, a 600 nm y a
una velocidad de 25 mm/minuto. La actividad enzimética se expresa
en unidades presentes en cada trocito de gel.
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Figura 14. Electroforesis en geles de poliacrilamida de la qui
nasa fosfomevalfnica purificada en azul-dextranoc-
Sepharose, a dos concentraciones diferentes.

La electroforesis se efectudé en geles con acrilami-
da al 11 %. Las cantidades de proteina aplicadas fueron: 1)
5ug v 2) 12 ug. Las condiciones experimentales se describen
en Métodos.
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al 11 % de la enzima purificada a dos concentraciones diferentes y
los trazados densitométricos correspondientes aparecen en la figura
15. La electroforesis de la quinasa fosfomevaldnica purificada,en
presencia de SDS al 0,1 %, demostrf presentar una sola banda, como
se describe em la seccifn B de Resultados, indicando que la enzima

es un mondmerc o bien un oligbmerc de subunidades iguales.

4, Contenido de guinasa fosfomeval6nica en el extracto crudo.

En el ensayo espectrofotométricoc normal de la enzima, en tam
pbn fosfato de potasioc 100 mM pH 7,5, 1 ml del extracto crudo contig
ne 0,49 unidades de actividade. Suponientc gque no se produce inacti-
vacifin o activacién de la enzima en el curso de la purificacién, 1 ml
de extracto crudo contiene 0,0071 mg de quinasa fosfcmevaldnica. Come
1 ml de extracto crudo contiene alrededor de 56 mg de proteina, 1la
cantidad de guinasa fosfomeval6nica se estimé en 00,0127 % del total

de proteinas solubles del extracto crudo.

B. Propiedades de la guinasa faosfomevalénica.

1. Determinacién del peso molecular.

El peso molecular de la enzima se determind por tres métodos:
a) Cromatografia en Bio-Gel P-60.
El comportamiento de la guinasa fosfomeval6nica en Bio-Gel

P=150 usado en la purificacifn de la enzima, en gue ésta eluye muy
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Figura 15. Trazados densitométricos de los geles de poliacrilamida
presentados en la Figura 1b4.

Los registros fueron efectuados a 600 nm y a una veloci
dad de 25 mm/minuto. E1 gel 1 contenfia 5 pg de proteina y se utili
z6 una escala de absorbancia de 0 a 0,5; el gel 2 contenia 12 ug de
proteina vy el registro se hizo con una escala de absorbancia de O a
1,0.
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atrés del grueso de las proteinas, sugirid que la enzima era de bajo
peso molecular e inferior a la guinasa mevalénica. Se preparf una
columna de Bio-Gel P-60 de 1,6 x 82 cm, como se describe en Métodos,
equilibrada con Tris-HC1 0,01 M, pH 8,0; KC1 0,1 M; EDTA 1 mM; 2-
mercaptoetanol 10 mM. Los marcadores de peso molecular conocido uti
lizados fueron pepsina (35.000)(42), guimotripsinégeno (25.000)(42),
citocromo c (12.400)(40) e insulina (5.750)(43). La figura 16 mues-
tra el resultado de representar los cuocientes entre los vollmenes de
elucién, (Ve) vy el volumen de exclusifn (Vo) en funcién de los pesos
moleculares en escala logaritmica. Se puede estimar un peso molecu-

lar de 22.5000 para la enzima.

b) Gradiente de sacarosae

Los gradientes, prepar@dos como se describe en Métodos, mostra
ron una relacién lineal entre los logaritmos de los pesos moleculares
de las proteinas utilizadas como patrones:deshidrogenasa léctica
(140.000)(42), alblmina sérica de bovino (67.000)(40) y citocromo c
(12.400)(40) y los logaritmos de sus migraciones correspondientes;de
ducidag del nimero de fracciones (Fig. 17). Del gré&fico es posible es

tablecer un peso molecular de 22.000 para la guinasa fosfomevalb6nicae.

c) Electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de dodecil-

sulfato de sodio y 2-mercaptoetanol.

La electroforesis se efectud en placas de poliacrilamida de

12 x 15 x 0,15 cm con una concentracifn de acrilamida de 11 % en
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Figura 16. Determinacién del peso molecular de la guinasa fosfomeva-

lénica por cromatografia de exclusién molecular en Bio-Gel
P-60.

Se utilizéd una columna de Bio-Gel P-60, de 1,6 x 82 cm equi
librada con tampén Tris-HC1 10 mM; pH 8,0; KC1 100 mM; EDTA 1 mM; 2-mer
captoetanol 10 mM. Las muestras fueron aplicadas en un volumen de 1 ml
conteniendo: 1, insulina (10 mg); 2, citocromo c (5 mg); 3, guimotrip
sinégeno (5 mg); 4, pepsina (10 mg). Se aplicaron 28 unidades de quina
sa fosfomevalénica de una actividad especifica de 5,6 U/mg de proteina.
Se colectaron fracciones de 2 ml con un flujo invertido de 10 ml/hora.
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Figura 17. Determinacifin del peso molecular de la quinasa fosfome-
valfnica en gradiente de concentracién de sacarosa.

Los gradientes se prepararon entre 5 - 20 %, en tamp6n
fosfato de potasio 10 mM; 2-mercaptoetanol 10 mM, en tubos de nitro
celulosa de 5 ml para el rotor SW 65. Se centrifugd durante 17 ho-
ras a 160.000 xg. Se colocaron las siguientes proteinmas: 1, cito-
cromo c (3 mg); 2, alblmina de suero de bovino (3 mg); 3, deshidro-
genasa l&ctica (0,718 mg); o, guinasa fosfomeval6nica (3 unidades,
act. esp. 5,6 U/mg de proteina).

a0




presencia de SDS y 2-mercaptoetanol, segln se sefiala en Métodos
(Fig. 18). Los marcadores de peso molecular conocido utilizados fue
ron: ovoalblmina, 43.000 (46), guimotripsinégenoc, 25.000 (42) y ci-
tocromo c, 12.4000 (40). Como la electroforesis se realiz® en con-
diciones desnaturantes, se puede pensar que la guinasa fosfomevaléni
ca estéd estructurada a base de una sola cadena polipeptidica, puesto
gue se encontrd una sola proteina y de peso molecular muy semejante
al obtenido por otros métodos. Del gré&fico de logaritmos de los pe-
sos moleculares en funcifén de la migracién relativa (Fig. 19) se de-

termind un peso molecular de 21.000 para la guinasa fosfomeval6nica.

2. Determinaci6n de la composicién de aminoécidos.

a) Anélisis de triptdfano.

Eete amino&cido, debido a que se destruye por hidr6lisis .&ci
da se determiné independientemente por el método de Edelboch (51) co
mo se describe en Métodos. Se registrf el espectro de absorcifn de
la guinasa fosfomevalénica homogfnea a una concentracién de 183,5 ug/
ml en clorhidrato de guanidina 6M; fosfato de potasioc 10 mM; pH 6,5.
Se utilizd el espectrofotfémetro de doble haz Cary 118 C. El1 espectro
se registrd entre 250 y 400 nm (Fig. 20). Del gré&fico se obtuvieron
absorbancias de 0,175 a 288 nm y de 0,24 a 280 nm. Con estos datos
se estimd la concentracidn de triptéfano mediante la ecuacifn:

N

/3.103 = /10,318

try = Eoes Eoe0

en que N = concentracién molar de tript6fano.
try
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Figura 18. Electroforesis en gel de poliacrilamida de la quina
sa fosfomeval6nica en presencia de SDS vy 2-mercapto
etanol.

La electroforesis se efectud en una placa de polia-
crilamida de 15 x 12 x 0,15 cm, con una concentraciﬁn de acril-
amida de 11 % en presencia de SDS al 0,1 %. Se aplicaron las
siguigntes proteinas: 1, guinasa Fosfomevalﬁnlca (1 pg) en cua
druplicado; 2, citocromo c; 3, guimotripsinégeno; 4, ovoalblmi=-
na. Las muestras 2, 3 y 4 se hicieron en duplicado con 2,5 ug
cada una. Otros detalles experimentales se incluyen en Métndos.
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Determinacifn del peso molecular de la guinasa fosfome-
val6nica por electroforesis en gel de poliacrilamida,
en presencia de SDS y 2-mercaptoetanol.

Se utilizaron los datos de la Fig. 18.
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Figura 20. Espectro de absorcifin de la quinasa fosfomevalénica en
clorhidrato de guanidina 6 M.

El espectro de la enzima homogénea (183,5 ug/ml) se re
gistré en clorhidrato de guanidina 6 M; fosfato de potasio 10 mM,
pH 6,5. Se utilizé el espectrofotémetro Cary 118 C con cubetas de
1 cm de paso 6ptico y 1 unidad de absorbancia en fondo de escala,

contra el solvente como blancoe.
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Como la enzima posee sf6lo un residuo de cistefina y carece de
cistinas, seg(n lo reveld el anélisis de aminoécidos (ver més adelan
te), se descartd la absorbancia gue pudieran aportar estos compues—
tos. E1l némero de moles de triptHfanc calculados fue 3,93 por mol
de enzima suponiendo un peso molecular de 22.000 y de 3,75 suponien=-
do un peso molecular de 21.000 para la guinasa. El coeficiente de

extincitn molar calculado a 280 nm en la solucién deClohidrato dE;mgL

1%

nidina fue 28.770 y el E
1cm 13,08. Se obtuvo una razén AZBD/AZGD de

1ybe

b) Determinacién de la cisteina.

Este aminofcido se determind titulando con 5,5'-ditiobis-(2-
nitrobenzoato) (DTNB) el ndmerc total de grupos sulfhidrilos de la en
zima, en clorhidrato de guanidina 6 M, como se describe en Métodos.

A 109 ug de la enzima homogénea, dializada contra clorhidrato de gua
nidina 6 M en tampén fosfato de potasic 10 mM, pH 6,5, se ajustd el
pH a 8,2 y se tituld con DTNB 0,08 mM, en un volumen fipal de 1,0 ml.
La variacién de absorbancia a 412 nm se registrd durante 90 minutos

a temperatura ambiente en un espectrofotémetro Varian Techtron 635.
Suponiendo un peso molecular de 21.000 para la guinasa fosfomevaléni
ca, se calculb 1,27 moles de -5H por mol de enzima; suponiendo un pg
so de 22,000 se estimdé 1,33 moles de -5H por mol de enzima. En con-
secuencia, la enzima posee 1 & 2 residuos de cisteina, siendo 1 la ci

fra mfs probable.
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c) AnAlisis de aminoécidose.

El anAlisis de los aminofcidos se efectuf con dos muestras
de 135 ug cada una, de guinasa fosfomevalfinica homogénea e hidroli-
zada en HC1 6 N a 110° durante 24 y 4B horas, como se indica en Mé-
todos. Se utilizé un analizador de aminofcidos Beckman modelo 120 C.
El resultado se muestra en la tabla 2. Se observa que hay una caida
del contenido de arginina, fenilalanina y metionina a las LB horas
de hidrbélisis en relacifin a las 24 horas. En el caso de la metioni-
na sflo se encontrd este aminoécido a las 24 horas de hidrflisis vy
no a las 48 horas. Otros aminofcidos como serina y glicina presenta
ron un contenicdo mayor a las 48 horas. Para los célculos se tomaron
los mayores valares encontrados. En la columna 4 se presenta el
célculo del n@merc de moles de cada aminofcido por mol de enzima. Pag
ra ello se supuso un residuc de metionina por mol de enzima. E1 trip
t6fano y la cisteina se determinaron independientemente, como se des
cribe en Métodos. La suma de los pesos moleculares de todos los re=-
siduos da un peso molecular de 20.803, lo gue concuercda bastante bien

con el peso molecular determinacdo por otros métodos.

3, Estabilidad y requerimientc de compuestos sulfhidrilos.

Entre las pocas propiedades de la quinasa fosfomevalBnica des
critas, estd la esencialidad de compuestos sulfhidrilos para la man-
tencidn de la activicdad catalitica. La enzima de higado de cerdo es
completamente inhibida por p-cloromercuribenzoato, siendo el efecto

parcialmente revertido por 2,3-dimercaptopropanal o glutation (2).
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Tabla 2. Anélisis de aminoAcidos de la quinasa fosfomevalénica.
i Tiempo de hidrflisis ND de residuo?/
2L horas 48 horas ™01l de enzima N
umoles aminoac/mg proteina
Lisina 0,2152 0.1923 9
Histidina 0,0982 0,1076 5
Arginina 0,2732 0, 1960 12
Aspartato + asparagina 0,3758 0,3818 17
Treonina 0,1980 0,1787 8
Serina 0,2486 0,3209 14
Glutamato + glutamina 0,5679 0,5843 26
Prolina 0,0864 0,0810 b
Glicina 0,3438 0,3835 17
Alanina 00,2945 0,2993 13
Valina 0,2008 0,2248 10
Metionina 0,0236
Ispleucina 0,1390 0,1365 6
Leucina 00,3683 0,3548 16
Tirosina 0,0948 0,0889 4
Fenilalanina 0,2512 0,1317 11
Triptufano(Z) L
Cisteina (3)
Peso molecular enzima 20.803

Las condiciones experimentales se describen en Métodos.

1

(2)59 supuso un residuo de metionina por mol de enzima.
(3)Determinadn por el método de Edelhoch (51).
Determinado por el método de Ellman (49).

No se determind el contenido de amonio.
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Se comprobé que la guinasa fosfomevalfnica procedente de la columna
de Bio-Gel P-150 se inactivd répidamente cuando se omitid del medio
el 2-mercaptoetanol, cayendo la actividad en un 99 % en 20 dias. Eg
ta preparacién, con 2-mercaptoetancl, con una actividad especifica

de 3 a 4 U/mg de proteina y una concentracifn de proteinas de 3,5 a

5 mg/ml se mantuvo inalterada por 3 meses a 4%, Las preparaciones
més purificadas no fueron tan estables, en estas condiciones, pero
guardadas en tampén fosfato o Tris 10 mM conteniendo 2-mercaptoetancl
10 mM y glicerol al 50 % a —ZDD, se conservaron con poca pérdida de
actividad durante un periodo de 60 dias, gue fue el méximo tiempo gue

se necesitd almacenarlas antes de ser utilizadas.,

L. Requerimiento de metales y nucle6tidos.

Se ha descrito gue la guinasa fosfomevaldnica de diversas fuen-

tes requiere de un i6n metélico divalente para la actividad, siendo

2

el Mg*© el mejor activader (1, 2, 15). En la tabla 3 puede apreciar

: presenta, a una concentracifin 5 mM, el mejor efecto ag

. ; 3 2 +2 +2
tivante sobre la enzima, en relacidn a Mn —, Zn y Co

se que el Mg+

+2 "
, manteniendo

el ATP constante a concentraci6n 2,4 mM. En la figura 21 se muestra

el efecto de la concentracifn ce Mg+2. A una concentraci6n de ATP

. y luego se

2,5 mM, la actividad enzimftica aumenta hasta 5 mM de Mg+
mantiene constante hasta 12 mM. No se probaron concentraciones supe-
riores.

El efecto de la concentracién de ATP se presenta en la figura

22. En presencia de Mg+2, la velocidad aumenta hasta llegar a un
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Tabla 3. Efecto de diversos cationes divalentes scbre la
actividad de la guinasa fosfomeval6nica.

Metal Actividacd relativa
Clorurc de magnesio 100,0
Cloruro de manganeso 65,2
Sulfato de zinc 56,1
Sulfato de cobalto 63,6

En un volumen cde 0,99 ml se preincubaron a 30%: MUA-P
1 mM, ATP 2,5 mM, 2-mercaptoetanol 10 mM y el correspondiente
metal 5 mM, en tampén Tris-HC1l. 100 mM pH 7,5. La reaccifn se
inici6 agregando 0,01 ml de quinasa fosfomevalénica (15 mU).
AR los 10 minutas se detuvo la reaccién con 1 ml de HC10, al 3 %
y se neutraliz con KOH. E1 ADP producido se midid espgctrofo—
tométricamente a 340 nm utilizando PK y LDH como enzimas auxilia
res. 0Otros detalles experimentales se describen en Métodos. Los
resultados se expresan en por ciento de la actividad obtenida
con Mg+2.
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Figura 21. Efecto de la concentraci6n de ifin magnesio en la reac-
cién catallzada por la gquinasa fosfomeval6nica.

El medlu de ensayo contenia NADH 0,24 mM; ATP 2,5 mM;
PEP 2,5 mM; MVA-P 1 mM; 2-mercaptoetanol 10 mM; guinasa Fusfumeva-
l6nica 18 mU (act. esp. 4,2 U/mg de proteina);PK y LDH, 8 unidades
de cada una, en tampdn fusfatu de potasio 100 mM, pH 7,5. La acti
vidad enzim&tica esté4 expresada como los umoles de MUA-P fosforila
dos/minuto v por ml de la solucifn de enzima de la cual se tomaron
las muestras para los ensayose.
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Figura 22. Efecto de la concentracifin de ATP en la reaccifn de la
guinasa fosfomevalbnica.

El medio de reaccién contenfia NADH 0,24 mM; MgCl2 5 mM;
PEP 2,5 mM; MVA-P 1 mM; 2-mercaptoetanol 10 mM; guinasa fosfomeva-
lénica 10 mU (act. esp. 4,2 U/mg de proteina), PK y LDH, 8 unidades
de cada una, en tampén fosfato de potasio 100 mM, pH 7,5. La acti-
vidad enzimltica se expresa como los pmoles de MVA-P fosforilados
por minuto vy por ml de la solucifn de enzima de la cual se tomaron
las alicuotas para el ensayo de actividad. Las condiciones del en-
sayo se describen en Métodos.
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méximo a una concentracién de ATP de aproximadamente 2 mM. Del gré-
fico se puede estimar una Km aparente para el ATP de 0,36 mM, valor
del mismo orden de magnitucd al de la Km verdedera cuya determinacidn
se describe més adelante. En estos experimentos se obtuvo la veloci
dad méxima con una razbn Mg+2/ATP = 2. Estos datos permiten suponer
gue el verdadero sustrato de la enzima es el complejo Mg-ATP.

Se ensayd ademés el efecto de GTP, UTP y CTP, a concentracio-

nes 2,5 mM. No se observf con ninguno de ellos actividad enzimética.

5. Efecto de la temperatura sobre la estabilidad de la enzima.

Se determinf el efecto de incubar muestras de 0,1 ml de quing
sa fosfomevalénica (act. esp. 10,6 U/mg de proteina), durante 5 minu
tos a diferentes temperaturas. Después de enfriar en hielo se midif
la actividad tomando alicuotas de 0,01 ml de cada muestra de enzima.
El resultado se presenta en la tabla 4. Se observa que a pesar de su
bajo peso molecular, la enzima es bastante inestable a temperaturas

sobre 30°.

6. Efecto de fuerza ifnica.

Se prob6 el efecto sobre la actividad de la enzima, de concen
traciones crecientes de fosfato de potasio y de KCl. El ensayo se hi
zo en tampén TES pH 7,5 conteniendo los demés componentes del ensayo
espectrofotométrico normal y cantidades variables de fosfato de pota-

sio o de KCl. Los datos representados en la figura 23 demuestran que
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Tabla 4. Efecto de la temperatura en la estabilidad de la
guinasa fosfomevaldnica.

Temperatura Actividad residual

“c) (%)

30 100,0
35 88,5
Lo 78,7
L5 55,8
50 47,5
55 23,0
60 851

Se incubaron muestras de 0,1 ml de guinasa fosfomevaldni-
ca (actividad especifica 10,6 U/mg de proteina) durante 5 minu-
tos a las diferentes temperaturas, en tampétn fosfato de potasio
10 mM; 2-mercaptoetannol 10 mM, pH 7,5. Después de este tiempo
se transflrleron las muestras a hlElD y se ceterminmaron las acti
vidades enzimiticas tomando alicuctas de 0,01 ml para el ensaya
espectrofotométrico, segin se describe en Metodos.
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Figura 23. Efecto de la fuerza i6nica sobre la actividad de la qui
nasa fosfomeval6nica.

El medio de reaccifin.contenfa 11 mU de guinasa fosfome-
val6nica (act. esp. 2,3 U/mg de protefina); NADH 0,24 mM; ATP 2,5 mM;
PEP 2,5 mM; MgCl, 5 mM; MVA-P 1 mM; 2-mercaptoetanol 10 mM; PK 8 uni
dades; LDH 8 uniaades, en tampén TES 100 mM, pH 7,5 y cantidades va-
riables de KCl o de fosfato de potasio pH 7,5. La actividad enzimé&-
tica se expresa como los umoles de MVUA-P fosforilados por minuto vy
por ml de la solucién de enzima de la cual se tomaron las alicuotas
para el ensayo de actividad.
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la m&xima actividad se obtiene con fuerzas ifnicas de 0,1 - 0,2, E1
resultado sefiala, ademés, que el fosfato no es inhibidor de 1a enzi
ma y la caida de la actividad a altas concentracicnes de fosfato se
debe a un efecto de fuerza iénica. Esta propiedad se considerd en

el ensayo de actividad de la enzima, el cual se hizo a la fuerza ig

nica 6ptima (0,2).

7. Efecto del pH.

Estos estudios se efectuaron utilizando una serie de tampones
de Good (47) en el ensayo de la actividad enzimitica., Ellos fueron
los siguientes en el rango de pPH gue se indica: MES, pH 5,5-7,0; TES,
pH 6,8-8,0; BICINE, pH 7,8-9,5; CAPS, pH 9,0-9,5. En cada ensayo se
agregaran 0,01 ml de quinasa fosfomevaldnica conteniende entre 12 vy
15 mU, a los componentes del ensayc normal en el respectivo tampén o
concentracifn 100 mM. Se encontré que la velocidad de reaccifn aumen
ta desde pH 5,5 hasta 7,5 vy luego se mantiene constante hasta pH 9,5
gue fue el més alto probado (Fig. 24). E1 rango de pH investigado es
el maximo que permite el ensayo espectrofotométrico acoplado. La es
tabilidad de la enzima a los diferentes pH se probs incubando una mues
tra de enzima de actividad especifica 3,5 U/mg, durante 10 minutos a
0% en los diferentes tampones de Good. Con este tratamiento la enzi
ma resultd ser perfectamente estable.

Como una aproximacién a la determinacidn de residuos de amino-
Gcidos que participan en la reaccién catalizada por la guinasa fosfo-

mevalfnica se hizo un estudio de la variacidn de las velocidades
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Figura 24. Efecto del pH sobre la actividad de la guinasa fosfome-
valénica,
El medio de reaccifn contenfa guinasa fosfomevalénica
(12 mU, act. esp. 2,3 U/mg de protefna); NADH 0,24 mM; ATP 2,5 mM;
PEP 2,5 mM; MgCl, 5 mM; MVA-P 1 mM; 2-mercaptoetanol 10 mM; PK vy
LDH, 8 unidades %e cada una, en diferentes tampones a concentracién
100 mM. La actividad enzimé&tica se expresa como los umoles de MVA-P
fosforilados por minuto y por ml de la solucifin de enzima de la
cual se tomaron las muestras para el ensayo de actividad.
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méximas aparentes y de las constantes de Michaelis para el MVA-P vy
el ATP e funcifn del pH. De acuerdo con Dixon (56), la representa
cién del log de V mAx o del pKm en funcién del pH permite en algunos
casos estimar el pK de grupos pertenecientes al complejo E«5, a la
enzima libre, o al sustrato. En la determinacién de las Km aparentes
para el MVA-P se varid la concentracién de este sustrato entre 0,005
y 0,06 mM o concentraci6n de ATP constante 2,5 mM. Los demés compo-
nentes fueron los del ensayo normal,excepto que se agregd también KC1
100 mM para proporcionar el K' necesario para la actividad de la qui-
nasa pirGvica y gue en el ensayo normal es aportado por el fosfato de
potasio. Las Km aparentes para el ATP fueron determinadas en concdi -
ciones similares, a concentracifn constante de MVA-P 0,75 mM, varian-
do el ATP entre 0,1y 1 mM. Los datos fueron procesados por un pro-
grama de computacidn hecho para datos obtenidos por el método de
Lineweaver-Burk. Las UmAx aparentes se obtuvieron de las interseccig
nes de los trazados calculados por el mismo programa. La figura 25
muestra el resultadec al utilizor MVA-P como sustratu variable. to TE
presentacifn de log Umlx op. en funcifn del pH presentd una intersec-
ci6n de las tangentes a pH 6,55 con una pendiente de 0,57; el gré&fico
log 1/Km presentd un quiebre positivo a pH 6,5 y un quiebre negativo
a pH 7,9 con una pendiente de 0,23. Estos resultados no son fAciles
de interpretar. La representacién del log de Uméx en funcién del pH
puede dar informacifn sobre grupos ionizables en el complejo ES y el
gréfico pkm en funcifn del pH puede indicar la presencia de tales gru

pos en el complejo ES o en la enzima libre (o sustrato), dependiendo
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Figura 25. Efecto del pH sobre las velocidades méximas y constantes
de Michaelis aparentes para el mevalonato-5-fosfato.

El medio de reaccién contenfa en un volumen de 1 ml: qui
nasa fosfomevalénica 14 mU (act. esp. 3,6 U/mg de proteina), NADH ~
0,24 mM; ATP 2,5 mM; PEP 2,5 mM; MgCl, 5 mM; 2-mercaptoetanocl 10 mM;
PK 8 unidades; LDH 8 unidades, y.MUA—g a la concentracién requerida,
en tamp6n 100 mM (MES, pH 5,5-6,5; TES, pH 7,0-7,5; BICINE, pH 8,0-
8,5). Las Umax fueron determinadas por extrapolacifn a concentra-
ci6n de MVA-P infinita, en la representacién de Lineweaver-Burk, y
se expresan como los umoles de MUA-P fosforilados por minuto y por
ml de solucidn de enzima de la cual se tomaron las alicuotas para el
ensayo de actividad.
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si la inflexifn es positiva o negativa. En ambos tipos de represen-
tacidtn se requiere que las pendientes sean nimeros entercs, corres-—
pondiendo ellas al cambio de carga que se produce en el complejo en-
zima-sustrato o en la enzima libre en el rango de pH dado. Esta in-
terpretacién, por otra parte es aplicable si la enzima forma un solo
intermediario enzima-sustrato. En la préctica, los valores de pK a-
parentes pueden o no coincidir con los pK verdaderos ain para los sig
temas més simples de enzimas con un sustrato. En el caso de la guina
sa fosfomevalfnica, se trata de una enzima que cataliza una reaccifn
entre dos sustratos en que ambos sustratos presentan grupos ionizables
en el rango de pH estudiado. E1 ATP presenta un pK 6,97 y el MUA-P de
6,8 (Fig. 26). La disminucién de Km para el MVA-P sobre pH 6,5 po-
dria simplemente revelar una mayor afinicdad de la enzima por la forma

tisociada del MVA-P.

8. Determinacién de parémetros cinéticos.

Con el objeto de determinar los parfmetros cinéticos bésicos
de la quinasa fosfomeval6nica se efectufun estudio de velocidades ini
ciales. La enzima present§ comportamiento hiperbdlico para ambos sus
tratos, el MVA-P y el ATP. Se midieron las velocidades iniciales va-
riando la concentracifn de un sustrato a diferentes concentraciones
fijas del otro sustrato. La quinasa fosfomevalénica (10 mU, act.
esp. 2,3 U/mg de proteina), se hizo reaccionar en el medio de ensayo
usual en que el MVA-P se varif entre 0,02 y 0,5 mM y el ATP entre 0,2

y 2 mM. Tanto con MVA-P como con ATP como sustrato variable se obtuvo
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una familia de rectas que se cortarcn a la izquierda de la ordenada

y mis arriba de la abscisa cuando los datos se representaron por el
método de Lineweaver-Burk (Fig. 27). Este resultado es tipico de

un mecanismo secuencial de acuerdo a la terminologia de Cleland (57).
En la figura 28 estén representados los valores de 1/Uméx y de 1las
pendientes obtenidos por el método de Lineweaver-Burk,en funcifn de
los reciprocos de la concentracifn de ATP. Estos datos analizados me

diante un programa de computacifin permitieron estimar unm valor de Hm

QM.

verdadero para el MVA-P de 7,5 x 10_5 M vy para el ATP de 4,6 x 10°
La constante de disociacifin para el primer sustrato se calculd en
1,08 x 1D-h. Este valor es mayor que la Km del MUA-P y menor que la
Bm del ATP. Como en el grafico de los dobles reciprocos, tanto el
MVA-P como el ATP como sustrato variable dan lugar a una interseccién
més arriba de la abscisa, esto significa que la Kia es mayor gque la
Bm para el sustrato A, de ahi entonces gue el sustrato A o primer sus
trato deberia ser el MVA-P. En las condiciones experimentales estu-
diadas, el porcentaje de Mg-ATP varid aproximadamente entre un 95 V

un 99 %, cde tal manera que la Km verdadera calculada para el ATP debe

ria ser muy parecida a la correspondiente al complejo Mg-ATP.

C. Inactivacidn de la quinasa fosfomeval®nica con 5,5'-ditiobis-(2~

nitrobenzoato).

Se considert de interés el estudio del centro activo de la qui

nasa fosfomevalfnica, como una forma de abordar el mecanismo de la
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Figura 27. Efecto de la concentracion de MUA-P a diferentes concen
traciones fijas de ATP sobre la velocidad inicial de la
reaccidn de la quinasa fosfomeval@nicas.

El medio de reaccién contenfa 10 mU de guinasa fosfome-
val6nica (act. esp. 2,3 U/mg de proteina); NADH 0,24 mM; PEP 2,5 mM;
MgCl, 5 mM; 2-mercaptoetancl 10 mM; PK y LDH, 8 unidades de cada u-
na, en tamp6n fosfato de potasio 100 mM, pH 7,5, ademés de las con-
centraciones requeridas de MVA-P y ATP. La actividad enzim&tica se
expresa como los pmoles de MVUA-P fosforilados por minuto vy por ml de
la solucifn de enzima de la cual se tomaron las alfcuotas para el en
sayo de actividad. Otras condiciones experimentales se describen en
Métodos.
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reaccifin catalizada. Como los estudios de pH descritos no permitig
ron establecer la identidad de grupos quimicos importantes, el estu-
dio de estos grupos se efectuf a base de otros antecedentes. El1 re-
guerimiento de compuestos sulfhidrilos para la mantencién de la acti
vidad enzimética podia significar que el o los residuos de cisteina
gue posee la enzima estuvieran en el centro activo y fueran esencia=-
les para 1la actividad.

Se utilizé como reactivo de grupos sulfhidrilos el 5,5'-ditipg
bis-(2-nitrobenzoato), (reactivo de Ellman, DTNB), el cual ha sido
ampliamente utilizado en la titulacidén y modificacién de grupos sul-
fhidrilos de proteinas y enzimas (49,58-64). Este reactivo reaccio-
na ce manera muy especifica con los grupos -5H libres, generando 1
mol cde 2-nitro-5-mercaptobenzoato por mol de -5H, quedando este Glti
mo unido a través de un enlace -5-5- al otro grupo tionitrobenzoato
del reactivo. El anifin tionitrobenzoato libre presenta un intenso co
lor amarillo el cual se utiliza para cuantificar los grupos -SH midien

do la absorbancia a 412 nm.

1. Reaccién de inactivacidn.

La reaccidn se efectud incubando la enzima previamente dializg
da (250 mU; act. esp. 2,5 U/mg de proteina), con el DTNB, en un bafio
a 30° en tampén fosfato de potasio 10 wM, pH 7,5. A tiempos apropia-
dos se sacaron alicuotas de 0,01 ml para el ensayo de actividacd como
se indica en Métodos. La Fig. 29 presenta el resultado de incubar la

guinasa fosfomevalénica con diferentes concentraciones de DTNB. La
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Figura 29. Inactlvaclén de la guinasa fosfomeval6nica con 5,5'-ditig
bis-(2-nitrobenzoato).

La reaccién de inactivaci6n se efectuf a 30° incubando en
un volumen de 0,1 ml la enzima (250 mU, act. esp. 2,5 U/mg de protefi-

na), con DTNB a la concentracifn requerida, en tamp6n fosfato de pota

sio 10 mM, pH 7,5. A los tiempos indicados en la figura se tomaron
alicuotas de 0,01 ml para el ensayo espectrofotométrico de actividad,
de acuerdo a lo indicado en Métodos.
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inhibicién ocurrié répidamente en las condiciones sefialadas, siendo
méxima a los 10 minutos vy el grado de inactivacidén dependié de la con
centracién de DTNB. A concentracifn de DTNB 0,1 mM la inactivacién
fue préacticamente tc' il a los 6 minutos. Una muestra control, incuba
da en condiciones similares pero sin DTNB, no experimenté pérdida de

actividad durante el tiempo en gue se efectud el experimento.

2. Reversifin de la inactivaci6n por compuestos sulfhidrilos.

Se prob6 la especificidad de la reaccién entre DTNB y grupo(s)
sulfhidrilo(s) de la enzima, determinando si era posible revertir la
inactivaci6n por concentraciones altas de compuestos sulfhidrilos. En
la figura 30 se presenta el resultado de la adicién de 2-mercaptoeta-
nol vy ditiotreitol, ambos a concentracién 1 mM, en la reaccitn de in-
activacién. El1 2-mercaptoetanol revirtid la actividad a un 30 % y el
ditiotreitol a més de un 90 % a las concentraciones indicades. Esto
demuestra que la inactivacién de la guinasa fosfomevalGnica se procdu-
ce debido a la reaccidn entre el DTNB y uno o mis grupos sulfhidrilos

de la enzima.

3. Efecto de los sustratos en la reaccidn de inactivacidn.

Se irvestigd el efecto gue ejercia la presencia de MVA-P y de
Mg-ATP en la mezcla de incubacién con DTNB. Para ello se agregd el
reactivo modificador @ la enzima preincubacda a 30° con el respectivo
sustrato. La figura 31 muestra gue el MVA-P a concentracién 1,5 mM

protegid efectivamente a la gquinasa fosfomevalBnica de la inactivacibn
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Figura 30. Efecto del 2-mercaptoetanol y ditiotreitol en la reac-
cién de inactivacifin de la guinasa fosfomeval6nica por
5,5'-ditiobis-2(nitrobenzoato).

La enzima (750 mU, act. esp. 2,5 U/mg de proteina), se
incub6 con DTNB 0,055 mM a 309 en tamp6n fosfato de potasio 10 mM,
pH 7,5 en un volumen de 0,25 ml. Se midi6 la actividad residual du
rante 5 minutos. A los 6 minutos se apartaron 2 alicuotas de 0,09
ml; a una se agregd 2-mercaptoetanol y a la otra ditiotreitol, am-
bos a concentracifn 1 mM, vy se continub midiendo la actividad de
las muestras tratadas, asi como la de la no tratada con compuestos
sulfhidrilos.
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Figura 31. Efecto de los sustratos en la reaccién de inactivacifn
de la quinasa fosfomeval6nica por 5,5'-ditiobis-(2-ni-
trobenzoato).

La reaccién se efectuf agregando DTNB 0,056 mM a 1la
enzima (250 mU, act. esp. 2,5 U/mg de proteina), preincubada a 30
durante 5 minutos con MVA-P 1,5 mM o con ATP 2,3 mM + MgCl2 4,5 mM,
en tampén fosfato de potasio 10 mM, pH 7,5. A los tiempos~indica-
dos en la figura, después de la adicién del DTNB, se tomaron mues-
tras de 0,01 ml para el ensayo de actividad enzimé&tica.
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producida por DTNB. En ausencia de sustrato se produjo una pérdida
casi completa de la actividad con DTNB 0,056 mM, en cambio &n presen
cia de MVUA-P la actividad se redujo s6lo hasta un 70 % de la inicial
al cabo de 30 minutos. En el mismo gréfico se aprecia que el Mg-ATP
no ejercié ning(n efecto protector sobre el grado de inactivacidn de
la enzima. Estos resultados sugieren que la quinasa presenta al me-
nas un grupo sulfhidrilo esencial para la actividad en o cerca del si

tio de unibén del MVA-P,

L, Determinacidn cde las Km aparentes de la enzima modificada

con 5,5'-ditiobhis- (2 - nitrobenzoato).

Se determinaron las Km aparentes para el MVA-P y el ATP antes
y cespués de modificar la enzima con DTNB 0,025 mM. Los resultados
se presentan en la tabla 5. Las Km aparentes para ambos sustratos re
sultaron iguales a las de la enzima nativa. 56lo las VUméx aparentes
se vieron disminuidas. La enzima modificada con DTNB usada en este
experimento retuvo el 25 % de la actividad inicial. Estos resultados
indicarian que el reactivo modificador da por resultadec la formacién
de un producto totalmente inactivo; la enzima parcialmente inactiva-
da constaria, por lo tanto, de dos poblaciones de moléculas, unas com
pletamente activas y otras completamente inactivas. Esta suposicifn
se confirmé determinando las constantes cataliticas de la enzima homg
génea, antes y después de ser tratada con DTNB, de acuerdo a como sc
describe en la seccién L de Métodos (titulacién de grupos sulfhidri-

los). La cantidad de enzima resicdual sec estim6 por diferencia,
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Tabla 5. Constantes cinéticas de la guinasa fosfomevalénica mo-
dificada con 5,5'-ditiobis-(2-nitrabenzoato).

MVA-P ATP
Enzima
Km ape. V méx. ape. km ap. V méx. ap.
(mM)  (pmoles/min/ml) (mM) (umoles/min/ml)
Control 0,084 2,67 0,256 2,20
Modificada 0,082 0,66 0,266 0,73

La gquinasa fosfomevalénica (5,5 unidades, act. esp. 5,5
U/mg de proteina) se incub& con DTNB 0,025 mM a 30° durante 15
minutos a fin de inactivar la enzima en un 75 %. La incubaci6n
se efectud en un vplumen de 0,22 ml de fosfato de potasio 10 mM
pH 7,5 introduciéndose enseguida los tubos en hielo. El control
de enzima no modificada se prepard incubando la enzima en forma
similar pero sin DTNB. Las Km aparentes fueron determinadas va-
riando la concentracién de MVA-P entre 0,02 - 0,125 mM a concen-
tracién de ATP constonte 2,5 M y variando la concentracidn de
ATP entre 0,1 - 1 mM a concentracifn de MVA-P 1 mM.
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restando de la inicial, 1la cantidad titulada con DTNB. Los valores
calculados, expresados como moles de MUA=P fosforilados/minuto/mel de
enzima, fueron respectivamente 609 y 635 para la enzima nativa y tra-

tada con DTNB, valores gue son esencialmente iguales.

5. Namero de grupos sulfhidrilos esenciales para la actividad

catalitica.

El nimero de grupos sulfhicdrilos esenciales para la actividad
se estimf con la enzima homogénea. Para ello se relaciond la pérdi-
da de actividad con la modificacién quimica de 1a enzima, después de
tratar separadamente dos muestras de esta Gltima con DTNB, de acuer-
do a como se describe en la seccifn L de M&todos. En la figura 32 se
muestra el resultado de graficar el porcentaje de actividad residual
en funcién de los moles de -5H modificados por mol de enzima. La ex-
trapolacién de la linea a actividad cero, indica que la inactivacién
completa se produce cuando se modifica un promédio de 0,98 grupos sul
fhidrilos por molécula de enzima. Para el cllculo se supuso un peso

molecular de 22.000 para la quinasa fosfomevaldnica.

D. Inactivacifn de la quinasa fosfomevalénica por piridoxal-5'-fos-

fato.

La evidencia de que numerosas enzimas gue requieren de sustra-
tos fosforilados presentan grupos aminos en el sitio de unidn de fog-

fato (65-71), orientaron los estucios hacia 1a blsqueda de grupos
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Figura 32. Determinacién del nimero de grupos sulfhidrilos de la
gquinasa fosfomeval6nica esenciales para la actividad.

En un volumen de 1 ml se incubaron a BDD, 4,48 unida
des de quinasa fosfomeval6nica homogénea (act. esp. 38,3 U/mg de
proteina),en tamp6n fosfato de potasio 10 mM, pH 7,5, con DTNB
0,040 mM vy se midi6 la actividad residual durante 30 minutos. A
otra muestra igual de enzima se agregf DTNB a la misma concentra
cifn y se registré la variaci6n de absrobancia a 412 nm durante
el mismo tiempo.
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aminos esenciales. Se utiliz6 como reactivo modificador el pirido-
xal-5'-fosfato (PLP), el cual ha demostrado ser uno de los més espg

cificos para estos estucdios y el més utilizado.

1. Reaceién de inactivacifn con piridoxal-5'-fosfato.

El efecto del PLP sobre la actividad de la gquinasa fosfomeva-
l6nica se estudid incubando la enzima (170 mU, act. esp. 10,0 U/mg
de proteina) a 30° con PLP en tamp6n fosfato de potasio 10 mM pH 7,5;
2-mercaptoetanol 10 mM, en un volumen de 0,1 ml. A tiempos adecuados
se tomaron alicuotas de 0,01 ml para el ensayo de actividad como se
indica en Métodos. En la Fig. 33 se muestra el resultado de incubar
la enzima con diferentes concentraciones de PLP. Se observa gue con
una concentracidn del reactivo 0,024 mM, la actividad disminuyé hasta
menos de un 40 % cde la inicial, y con una concentracidén 0,045 mM la
actividad disminuyf hasta un 35 % de la inicial en 10 minutos. Con-
centraciones mayores de PLP hasta 0,5 mM no produjeron la inactivacidn
total de la enzima, permaneciecndo un 25-30 % de actividad residual.
Existe por lo tanto un efecto de saturacién en la extensién o grado mé
ximo de inactivacidn de la enzima por PLP. En un gr&fico de dobles
reciprocos, a concentracién de PLP infinita se obtuvo un 23 % de acti
vidad residual y se calculd una constante de disociacidn para el com-
plejo enzima-PLP de 0,0072 mM.

A fin de probar el grado cde especificidad de la reaccifn se es
tudid el efecto que producian anflogos del PLP: el piridoxal (PL)

que carece del grupo fosfato vy la piridoxamina-5'-fosfato (PAP) que
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Figura 33. Inactivaci6n de la guinasa fosfomevalénica por piri-
doxal-5'-fosfato.

La reaccifn de inactivacién se efectué incubando 170
mU de enzima (act. esp. 10 U/mg de protefna), a 30° con PLP a las
diferentes concentraciones, en tampén fosfato de potasio 10 mM,
pH 7,5; 2-mercaptoetanol 10 mM, en un volumen de 0,1 ml. A las
tiempos indicados en la figura, se tomaron alicuotas de 0,01 ml
para el ensayo de la actividad residual de la enzima.
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carece del grupo aldehido. En la figura 34 se muestra el efecto del
piridoxal comparado con el PLP en un experimento hecho a pH 8,0 en
tamp6n TES, E1 PLP, a una concentracidn 0,012 mM inhibié la quinasa
fosfomevalénica en aproximadamente un 70 %; en cambioc el PL a una con
centracién 20 veces superior, inhibif& s6lc en un 25 %. Por otra par-
te, la PAP a una concentracién 0,25 mM logré inactivar la enzima en
un valor cercano al 65 % a los 20 minutos .aunque con una velocidad

mAs lenta en relacién al PLP (figura 35).

2. Rewersi6n de la inactivacién por lisina y por diélisis.

La reaccifn entre el PLP y la gquinasa fosfomeval6nica podria
ocurrir entre un grupo amino de la enzima y el grupo aldehido del pi
ridoxal-5'-fosfato, con formacidn de una base de Schiff. De ser a-
si, la reaccitin deberia ser revertida agregando una amina primaria o
gue compitiera con los grupos aminos de la enzima por el PLP. Ade-
més, la-base de Schiff deberia estabilizarse por reduccién con boro=-
hidruro. Otra manera de revertir una base de Schiff es por difilisis,
con lo cual se desplaza el equilibrio de la reaccidn, gue es muy re-
versible, en la direccién de ruptura cdel complejo. En la figura 36
se muestra gue la adicifn de lisina 2mM a la enzima inactivada con
PLP a un 50 % de la actividad inicial procdujo una reversién a un 80 %
de dicha actividad en 50 minutos. En el mismo gr&fico se muestra el
efecto de agregar lisina después de la adicién de NaBHu; en este ca-
so, ya no fue posible reactivar la enzima. La enzima inactivada con
PLP recuperf casi trtalmente la actividad inicial después de ser dia-

lizada. En cambio, tal reactivacién no se procdujo si previo a 1la
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Figura 34. Efecto del piridoxal sobre la actividad de la guinasa
fosfomevalénica.

La reaccién se efectué incubando a 30° la enzima (288
mU, act. esp. 3,5 U/mg de proteina), en tamp6n TES 100 mM, pH 8,0;
2-mercaptoetanol 10 mM, con piridoxal o piridoxal-fosfato, en un
volumen de 0,25 ml. Después de la adicifin de uno u otro reactivo,
se tomaron muestras de 0,01 ml para el ensayo de la actividad en-
zim&tica, a los tiempos sefialados en la figura.
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Figura 35. Efecto de la piridoxamina-5'-fosfato sobre la activi-
dad de la guinasa fosfomevalfnica.

La reaccién se efectuf incubando a 30° la enzima homo-
génea (704 mU, act. esp. 32 U/mg de proteina), en fosfato de pota-
sio 10 mM; 2-mercaptoetanol 10 mM, pH 7,5 con piridoxamina-5'-fos-
fato o piridoxal-5'-fosfato, en un volumen de 0,1 ml. A los tiem-
pos sefialados en la figura, se registrf la actividad enzimé&tica
tomando alicuotas de 0,01 ml para el ensayo espectrofotométrico.
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Figura 36. Efectos de la lisina y borohidruro de sodio en la cingé
tica de inactivacifn de la guinasa fosfomeval6nica poT
piridoxal-5'-fosfato.

Se. incub6 la enzima (340 mU, act. esp. 9,9 U/mg de pro-
tefna) a 30° con PLP 0,025 mM, en fosfato de potasio 10 mM, pH 7,5;
2-mercaptoetanol 10 mM, en un volumen de 0,2 ml, y se midi6 la ac-
tividad residual durante 5 minutos (—e-).. A los 6 minutos se agre
g6 lisina 2 mM (1) y se continud midiendo la actividad (/). A
otra muestra de enzima tratada con PLP a la misma concentracifn se
agregb NaBH, 1 mM a los 11 minutos (2), se midi6 la actividad por
otros 9 minutos (—O-), vy a los 20 minutos se agregh lisina 2 mM (3)
continuéndose con el ensayo de actividad ( —&— ). La actividad en
zimAtica se midié tomando alicuotas de 0,01 ml del medio de incuba=
cifn.
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tiflisis se tratd la enzima inactivada con NaBHQ (Tabla 6). E1

NaBH, a la concentracifn 1 mM probada, no afect6é la actividad enzi

4
matica. Los resultados sefialados apuntan claramente a que la re-
accidn de inactivac’An de la quinasa fosfomevladnica por PLP se pro
duce debido a la formacifn de una base de Schiff entre el reactivo

y uno o més grupos aminos primarios de la enzima.

Dado el hecho que no fue posible inactivar completamente la
guinasa fosfomevalfnica adn con concentraciones de PLP tan altas
como 0,5 mM, ya que sobre 0,045 mM el grado de inactivacitn précti-
camente se mantuvo constante, se hizo un ensayo adicional probando
si era posible inactivar més la enzima con un segundo tratamiento
con PLP. Para ello se incubf la guinasa fcefomeval6nica con PLP
0,045 mM a 30° en tamptn fosfato de acuerdo al método usual. Des-
pués de registrar la actividad residual cdurante un cierto tiempo, se
agregdb NaBHL+ 1,4 mM y se dializd cdurante 3 horas contra tampén fosfa
to. A la enzima dializada se agregd nuevamente PLP a la misma con-
centracifén anterior y se registr6 la actividad enzimética por otros
30 minutos. En la figura 37 se observa que el segundo tratamiento

con PLP no produjo un efecto posterior significativo sobre la enzima.

3. Efecto protector de los sustratos en la reaccidn de inacti-

vacién.

Se probd si el MUA-P y el Mg-ATP ejercian algin efecto protec
tor sobre la enzima, agregando el PLP a la enzima preincubada con u-

no u otro sustrato, de acuerdo a como se indica en Métodos. La figura
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Tabla 6. Efecto de diflisis sobre la guinasa fosfomevaldnica
modificada con piridoxal-5'-fosfato.

Actividad Actividad
especifice residual
(unidades/mg) (%)
1. Control 4,8 100,0
2e T?ataga con piridoxal-P 2,25 46,9
sin cdiélisis
3. Tratada con piricdoxal-P
y difilisis g Phy7
L., Tratada con piridoxal-P,
NaBH, y cifilisis g2 0,8
5. Tratadacon NaBHb{ y 4,9 102,0

tfiflisis

Se incubf la enzima (0,18 U, act. ‘esp. 10,0 U/mg de pro-
teina) con PLP 0,025 mM g 30 durante 30 minutos en un volumen
de 1,1 ml en fosfato de potasio 10 mM; 2-mercaptoetanocl 10 mM,
pH 7,5. Se dividid la muestra en dos partes, una se dializd
contra tamptn fosfato (3) y la otra no (2). En forma paralela
se dializd: una muestra de enzima sin PLP (1), otra tratada con
NaBH, 1 mM (5] , una tercera incubaca con ~LP en condiciones si-
milares a las dec=ritas, pero agregando NaBHh 1 mM después de la
incubacitn (4).
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Figura 37. Tratamiento de la guinasa fosfomevalénica por dos ci-
clos de inactivacifn con piridoxal-5'-fosfato.

Se incubé la enzima a 30° (1,72 U, act. esp. 9,9 U/mg

de proteina), con PLP 0,045 mM en fosfato de potasioc 10 mM, pH 7,5;
2-mercaptoetanol 10 mM, en un volumen de 1 ml. Se midié la activi
dad residual durante 21 minutos y luego se agregf NaBH, 1,4 mM, e-
fectulndose otro registro de la actividad a los 25 minttos. ULa en
zima se dializd enseguida contra 500 ml del tampén fosfato durante
3 horas, se midid la actividad (tiempo 0, segunda parte de la abs-
cisa) y se agregd PLP a la misma concentracién anterior, continuén-
dose con la medicién de la actividad por 30 minutos més.
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38 muestra claramente gque el.MVA-P a concentracifn 0,9 mM protegi6

de manera muy efectiva a la quinasa fosfomevaldnica de la inactiva-
cién producida por PLP 0,024 mM, ya que la enzima conservd més del
80 % de su actividad inicial. El1 Mg-ATP, en cambioc, a una concentra
cién 2,4 mM no protegi6 a la enzima en el grado de inactivacifn alcan
zado, sungue se observd una menor velocidad de inactivacifn que en au

sencia de este sustrato.

4, Efecto de la concentracif6n de piridoxal-5'-fosftao.

Se estudié la cinética de inactivaci6n de la quinasa fosfome-
valénica por PLP, micdiendo la velocidad de inactivacién a 30° a con
centracifén constante de enzima en tampdn fosfato 10 mM pH 7,5 conte -
niendo 2-mercaptoetanol 10 mM. Se utiliz® una preparacidn enzimética
procedente de la purificacidn por hidroxilapatita con una actividad
especifica de 9 U/mg de proteina. Las concentraciones de PLP fueron
variadas entre 0,005 mM y 0,025 mM. La figura 39 muestra gque la reac
cibn presenta cinética de pseudo primer orden dependiente de la con -
centracién de PLP. Las constantes aparentes de velocidad de primer
orden se obtuvieron multiplicando por 2,3 las pendientes respectivase.
La figura 40 muestra que tales constantes son proporcionales a las
concentraciones de PLP en el rango de concentracién empleado, indican
tlo que la reaccién obedece a una cinética de segundo orden. La cons-
tante de velocidad de seguncdo orden, calculacda dividiendo cada constan
te aparente de primer orden por la concentracién de PLP dio un valor

k| -1

de 7,4 x 10 M'1 min ', en las condiciones del experimento.
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Figura 38. Efecto de los sustratos en la reaccién de inactivacién
la quinasa fosfomevalfnica por piridoxal-5'-fosfato.

Se incubt a 30° 1la guinasa fosfomevalénica (170 mU,
act. esp. 9,9 U/mg de proteina), en presencia de MVA-P 0,9 mM o de
ATP 2,4 mM + MgCl, 4,8 mM, con PLP 0,024 mM. La incubacifn se e-
fectud en un volufien de 0,1 ml en fosfato de potasio 10 mM, pH 7,5;
2-mercaptoetanol 10 mM. A los tiempos sefialados en la figura, se
tomaron alicuotas de 0,01 para el ensayo de actividad de la enzima.
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Figura 39. Efecto de la concentracién de piridoxal-5'-fosfato en
la cinética de inactivacién de la guinasa focsfomevalf-

nica.

La reacci6n se efectud incubando la enzima (320 mU, act.
esp. 3,6 U/mg de proteina) a 300 con diferentes concentraciones de
PLP, en tampbtn fosfato de potasio 10 mM, pH 7,5; 2-mercaptoetanol
10 mM, en un volumen de 0,3 ml. A tiempos apropiados se tomaron a-
1licuotas de 0,01 ml del medioc de reaccifin para el ensayo de activi-

dad.
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Figura 4O. Relacién entre las constantes de pseudo primer orden de

velocidad de inactivacifin y las concentraciones de piri-
doxal-5'-fosfato.

Se utilizaron los datos de la Figura 39. Las constantes

de pseudo primer orden se obtuvieron multiplicando las pendientes cg
rrespondientes por 2,3.
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El hecho que la reaccifn presente cinética de segundo orden
podria indicar gque la inactivacifin de la enzima se produce debido a
la reaccién de un grupo amino reactivo de la enzima con una molécu-
la de PLP.

El proceso de inactivacifn se puede representar por la siguien

te ecuaci6n:

kl
E + nI > Eln

en que E representa la enzima libre, I el inhibidor, n el ndmero de
moles cdel inhibidor, y EIn el complejo enzima-inhibidor. La velocl-

dad de esta reaccifn se puede escribir de la siguiente forma:

vos B L @ @n

Como la concentracidn del inhibidor estf en exceso sobre la de
la enzima, se observa cinética de pseudo primer orden, y la constante

te velocidad de pseudo primer orden, k, es igual a:
k = k' (D"

Tomando logaritmos de ambos miembros de la ecuacifn resulta:
log k = log k' + n log(l)

Por lo tanto, el orden de la reaccién se puede determinar ex-
perimentalmente de un grafico de log de k en funcibén del log de 1a
concentracién del inhibidor, siendo n la pendiente del gréfico, en
que n es igual al ndmerc de moléculas del inhibidor gue reaccionan
con cada unidad activa ce enzima para producir un complejo enzima-ipn

hibidor. Este método ha sido utilizado por diversos autores para
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determinar el orden de la reaccifn entre diversas enzimas e inhibido-
res (72-78).

El resultado de graficar el log de k en funcién del log de la
concentracidn de PLP se muestra en la figura 41. La pendiente del
grafico resultd ser exactamente 1,0. Esto significa que cuando se shys}
duce la inactivacién, s6lo una molécula de PLP reacciona con una maolé-

cula de guinasa fosfomevalBnica.

5. Efecto del pH en la velocidad de inactivaciotn.

Se estudit el efecto del pH incubancdo una concentracidn cons -
tante de enzima y de PLP en una serie de tampones de Good en el rango
de pH entre 6,5 y 9,5 como se describe en Métodos. El objeto de estos
experimentos fue determinar el pK del grupo amino primario que reaccig
na con PLP. El razonamiento es que la velocidad a la cual el reactivo
reacciona con tal grupo debe depencer del estado de disociacién delmisg
mo. Se midif la velocidad de inactivacién a 24° y a 31°. En 1a figu-
ra 42 se presenta el resultado de la inactivacién realizada a 24°C. A
todos los pH la reaccidn siguié una cinética de pseudo primer orden.
La relacidén entre el pH y las constantes calculadas de las pendientes
correspondientes se muestran en la figura 43. Puede apreciarse que la
velocidad de inactivacién entre pH 6,5 vy 7,0 es muy pequefia, pero so-
bre pH 7,5 aumenta répidamente hasta llegar a un maximo a pH 9,0 - 9,5.
En el mismo gréfico se incluyen los valores obtenidos a 310. La for-
ma sigmoidea de las curvas se parece a la titulacién cde un grupo ioni-

zable y se puede interpretar como la cependencia en la velocidad e
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Figura 41. Determihacién del orden de la reaccifin entre guinasa
fosfomevalénica y piridoxal-5'-fosfato.

Se utilizaron los datos de las Figuras 39 y 4O. La pen
diente del gré&fico es 1,0.
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Figura 42. Efecto del pH sobre la velocidad de inactivacifn de
la guinasa fosfomevalénica por piridoxal 5'-fosfatao.

La reaccifin de inactivacién se ofectué a 24° con PLP
0.015 mM y gquinasa fosfomevalénica (actividad especifica 3,65 U/mg
de proteina), Se utilizaron los siguientes tampones de Good 100
mM conteniendo 2-mercaptoetanol 10 mM; MES (pH 6,5), TES (pH 7,0~
8,0), BICINE (pH 8,5-9,0) y CAPS (pH 9,5). La reaccién entre pH
6,5-6,0 se efectud incubando en un solo tubo la enzima (90 mU) y
el PLP, en un volumen de 0,12 ml y tomando muestras a diferentes
tiempos para el ensayo de actividad. Entre pH 8,5-~9,5, el expe-
rimento se hizo incubando en diferentes tubos, muestras de enzima
(40 mU) cpn PLP en un volumen de 0,05 ml y deteniendo la reaccién
a los tiempos apropiados con NaEiHL+ 1 mMe
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Figura 43. Relacién entre el pH y las constantes de pseudo primer
orden en la cinética de inactivacifn de la quinasa fos
fomevalGnica por piridoxal-5'-fosfato.

& Las reacciones de inactivacién fueron efectuadas a 24°
y a 31 en la forma descrita en la leyenda de la Figura 42. Se cal
cularon las constantes de velocidad de inactivacién de pseudo primer
orden, de las pendientes de los gr&ficos de log de actividad en fun-
cifn del tiempo.
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inactivacidn, te la concentracifin de la base conjugada de ese grupos
Los valores cde pK obtenidos del gr&fico se estimaron en 8,25 a 248 y

de 7,95 a 31%,

6. Determinacién de las Km aparentes de la quinasa fosfomevalf

nica modificada con piridoxal-5'-fosfato.

Se determinaron las Km aparentes para el MVA-P y el ATP en la
enzima modificada con PLP, reducida con NaBHh y dializada, como se in
dica en Métodoss Como controles se utilizaron una muestra de enzima
tratada con NGBHL+ y otra* sina adicioness La concentracitn de MVA-P
se varif entre 0,02 mM y 0,125 mM, a concentracién constante de ATP
2,5 mM y de Mg+2 5 mM, El1 ATP se vari6 entre 0,1 y 1 mM, a concentra
ciébn constante de Mg+2 5mM y de MVA-P 1 mM. Los resultados, analizg
dos en un programa cde computacién basado en el método de Eadie-Hofstee
se muestran en la tabla 7. Puede apreciarse que la Km para el MVA-P,
en la enzima modificada presenta un valor de 0,021 z 0,0086 mM, y en
la enzima nativa un valor cde 0,041 5 0,0085 mM. Para el ATP, la enzi
ma mocdificada dio un velor de 0,350 e 0,079 mM, vy la enzima no trate-
da uno de 0,503 . 0,046 mM, De acuerdo con el rango de variacibén, es
significativa la diferencia en valores cde K¥m para el MVA-P, pero no
para el ATP,

Estos resultados indicarfian gue la quinasa fosfomevaldnica mg
dificada por PLP, presenta una mayor afinidad por el MUA-P que la en
zima nativa, y podrian interpretarse como gue la pérdicda de actividad

se debe a la alteracién de unpaso posterior a la unidn del MVA-P.
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E. Inactivacién de la quinasa fosfomevalénica por 2,3-butanodiona.

Se utilizb 2,3-butanodicna como reactivo modificador de resi
duos ce arginina, en tampdn borato de acuerdo a Riordan (5). La
quinasa fosfomeveldnica se dializd contra tamp6n borato de sodio 60
mMpH 7,89. La enzima dializada se incubd con 2,3-butanocdiona 7 mM
en un volumen cde 0,3 ml a ZSDJ, y a tiempos adecuados se tomaron a-
licuotas de 0,01 ml para el ensayo inmediato de actividad. La enzi
ma experimentd inactivaci6n, la cual fue dependiente del tiempo y lle
gb hasta un 41 % de la actividad inicial en 30 minutos a la concentra
cién indicada del reactivo. Cuando la enzima se preincubd con MVA-P
2,6 mM antes de la adicién de butanodiona, la velocidad de inactiva-
ci6n fue claramente reducida y a los 30 minutos la enzima presgt6
un 85 % cde la actividad inicial. La incubacién cde la enzima con
Mg-ATP 3,7 mM redujo también la velocidad de inactivacifin aungue en
menor grado que el MVA-P, llegando la activicdad a un 58 % de la ini-
cial a los 30 minutos. La reaccidn de inactivacién siguid claramente
cinética de pseudo primer orden. La constante de velocidad de inacti
vacifn en las condiciones sefialadas y en ausencia de sustratos se es-
timé en 0,0296 min-1; en presencia de MVA-P, en 0,0035 min” " (Figas 44).
Hasta los 30 minutos en gue se efectud la reaccib6n de inactivacién, no
parece haberse alcanzado el equilibrioc. No se estudid la reaccibn a
tiempos més prolongados. La observacién de cinética de pseudo primer
orden durante el proceso de inactivacidn indica que no se producen cam
bios conformacionales importantes junto con la modificacién. La cono-

cido especificidad de la butanodiona para grupos guanidino, sugiere
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Inactivaci6n de la guinasa fosfomevalénica por 2,3
butanodiona.

La_enzima (150 mU, act. esp. 6,5 U/mg de proteina)

se incubb a 25° con butanodiona 7 mM en tamp6n borato 60 mM, pH
7,89, en un volumen de 0,3 ml, en ausencia o en presencia de
MVA-P 2,6 mM o de ATP 3,7 mM + MgEl2 7,4 mM. A los tiempos se-
falados en la Figura, se tomaron muéstras de 0,01 ml para el en
sayo de la actividad residual.
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gue la quinasa fosfomeval6nica posee al menos 1 residuo de arginina
esencial para su actividad, y que este o estos residuos podrian es-

tar asociados preferentemente a la unifin del MVA-P.
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DISCUSION

La quinasa fosfomevalénica se ha encontrado en diversas fuen-
tes tales como levadura (1, 16, 17), l&tex del &rbol de caucho (15,
18) e higado de rata (19) y de cerdo (2, 20). Todas las preparacio-
nes descritas han sido muy crucdas con actividacdes especificas gque no
han sobrepasado 0,3 unidades/miligramo de proteina. Tales investigg
ciones datan de hace mas de 15 afios, no habiéndose publicado traba-=
Jjos posteriores sobre esta enzima. Excepcién la constituye la puri-
ficacidn de la guinasa fosfomevalfinica del &rbol del caucho por Skil
leter y Keckwick en 1971 (15) quienes obtuvieron una preparacién més
purificada pero alin lejos de estar pura si se supone que debe tener
una constante catalitica similar a la enzima de higado de cercdo (15).

La reaccidn catalizada por esta enzima - fosforilacidén del fos
fomevalonato a pirofosfomevalcnato - esté situada en un segmento li-
neal de la via biosintética de los isoprenoides, precursores del co-
lesterol y derivados. Pese a que no habria razén de antemano para a
signarle un papel importante en mecanismos de regulacidn, no han fal
tado quienes han supuesto para esta enzima u otras situadas después
de la guinasa mevaldnica, un papel secuncdario en la requlacién de la
biosintesis del colesterol (2, 14, 20). El conocimiento actual gue
se tiene sobre las enzimas que producen la conversidn del mevalonato
a colesterol es realmente insuficiente. Una de estas enzimas, la qui

nasa mevaldnica ha sido purificada a homogeneidad por Beytin vy col.
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(15) guienes estudiaron sus propiedeades cinéticas. El proceso glo
bal de una via metabdlica no se puede comprender bien a menos que se
tenga un conocimiento suficiente de las propiedades de las enzimas
participantes, De ahi entonces que sea de real interés el estudio
sistemético de las enzimas gue producen la sintesis del colesterol.
El prop6sito de esta tesis ha sido obtener una preparacién homogé-
nea de la gquinasa fosfomeval6nica de higado de cerdo con el objeto
de efectuar el estudio de sus propiedades. Tales estudios se orien
taron hacia la determinacifin de las condiciones Gptimas de la reac-
cién catalizada, parémetros cinéticos, peso molecular y estructura

cuaternaria, ademés de estudios de su centro activo.

A. Purificacién de la gquinasa fosfomevalénica.

El método de purificacién adoptado consitid en preparar un ex
tracto soluble de higado de cerdo, centrifugando el homogeneizado a
100.000 x g. Este extracto fue sometido sucesivamente a fracciona-
miento con sulfato de amonio, cromatografia en DEAE-celulosa, Bio-
Gel P-150, hidroxilapatita y azul-dextrano-Sepharose. A partir de 1
kildgramo de higodo fresco de cerdo se obtuvo 1-2 mg de enzima puri-
ficada, homogéneo seg(in criterio de electroforesis en geles de poli-
acrilamida en condiciones nativas y desnaturantes.

El contenido de guinasa fosfomevalénica del extracto crudo fue
variable y en las diversas preparaciones fluctud entre 250 y 750 uni

dades por kildgramo de higado. Es posible gque el contenido de esta
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enzima y de otras de la via biosintética del colesterol dependa del
estado nutricional o de factores genéticos de los cerdos, par@metros
sobre los cuales no fue posible tener control. El1 rendimiento del
proceso completo de purificacifén fue sin embargo similar, independien
te del nimero de unidades de partida del extracto crudo y fluctub en-
tre 6 y 10 %.

El fraccionamiento con sulfato de amonio entre 30 y 60 % de sa
turacién se adoptd por ser el gue precipitd en forma més cuantitativa
la enzima presente en el extracto crudo. Este tratamiento, sin embar
go, precipita también una buena parte de guinasa mevalénica que tam=-
bién se encuentra en el extracto y cuyo rango Gptimo de precipitacién
es entre 15 y 40 % de saturacién de la sal (23).

En los trabajos iniciales de Popjék en que se describid y puri
ficd la guinasa fosfomevaldnica adn en forma muy cruda, se utilizaba
sulfato de protamina (1,5 mg/ml de extracto) para precipitar un..extrac
to crudo obtenido homogeneizando el higado de cerdo en una solucién
que contenia sacarosa 0,35 M y algunas sales. El sobrenadante obteni-
do de la precipitacidn con sulfato de protamina se fraccionaba con sul
fato de amonio obteniéndose la precipitacién de la guinasa fosfomeval$
nica entre 30 y 45 % de saturaci6n. Esta fraccifn, luego de dializar-
la, se trataba con gel de fosfato de calcio (1,4 mg/mg de proteina),
el cual adsorbia casi toda la gquinasa mevalénica dejando la quinasa
fosfomevalénica en el sobrenadante (2, 19). En este trabajo, en que
se fracciond directamente el extracto crudo con sulfato de amonio, el

tratamiento con gel de fosfato de calcio no dic un rendimiento
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satisfactorio: parte de la quinasa fosfomeval6nica fue adsorbida ﬁor
el gel y parte qued6 en el sobrenadante. La fraccién de la enzima ad
sorbida se pudo eluir con fosfato de potasio pH 7,5, 0,025 M pero hu=-
bo périida considerable de unidades de enzima, ademés la purificaci6n
alcanzada (alrededor de 2 veces) no compensaba tal operacién, y la
peeparacifn contenia todavia una gran cantidad de agtividar fosfatési
Ca.

Se optd, en consecuencia, por tratar la fraccién obtenida al
precipitar el extracto crudo con sulfato de amonio entre 30 y 60 %,
por una columna de DEAE-celulosa de tamafic y capacidad suficiente pa-
ra ser cargada con alrededor de 50 gramos de proteina, cantidad gue
contenia dicha fraccién. Esto significd un ahorro de tiempo por una
parte, y por otra, la obtencifn de un producto con un grado de purifi
cacifn de alrededor de 30 veces y un rendimiento del 50 - 56 % con
respecto al extracto crudo de partida, ademés que estaba libre de fos
fatasas, como lo reveld el ensayo espectrofotométrico de actividad,

El material obtenido contenia sin embargo, como contaminante,
guinasa mevalénica, la cual se pudo separar completamente de la quina
sa fosfomevalénica en la siguiente etapa de purificacién, la filtra=-
cifn en Bio-Gel P-150. E1 producto obtenido de esta Gltima etapa re-
presentd una purificacidn de 450-600 veces con una actividad especifi
ca de 3,2-3,6 unidades/miligranc de proteina. Esta preparacién resul
t8 bastante estable ya que se pudo guardar sin pérdida de actividad
durante 3 meses a 4°. Cuando se tuvo que almacenar por periodos igua

les o superiores a 60 dias se prefirid guardarla en glicerol al 50 %

140




a -20°. La enzima en este grado de purificacién se utilizd en diver
sos estudios en que no se requeria su pureza total.

El material obtenido de la columna de Bio-Gel P-150 se tratd
luego por hidroxilapatita, polimeroc en el cual no se retuvo la quina
sa fosfomevalénica pero si otras proteinas contaminantes, con 1o
cual la purificacién subié a 1.000 - 1.700 veces con una actividad es
pecifica de 6-9 unidades/miligramo de proteina.

La purificacién final se efectud en una columna de azul-dextra
no-Sepharose. Este material se ha utilizado con éxito en la purifica
cién de varias deshidrogenasas y guinasas gue presentan lo gue se ha
denominado "pliegue dinucleftido®™. Esta estructura se sabe que forma
el sitio de unién de NAD de varias deshidrogenasas (79,80) y el sitio
de unidn de ATP de diversas quinasas (81, 82). Las enzimas gue pre -
sentan esta estructura se unen a columnas de azul-dextrano y se pue -
den eluir con bajas concentraciones del ligando nucleotidico. La u-
nién a la resina se produce debido a gue el croméforo azul (Cibacron
Blue F3 GA) presenta una estructura similar a la del NAD (83, 84).

La columna de azul-dexbrano-Sepharose logré retener la quinasa fosfo-
mevalénica y no las proteinas que contaminaban a la enzima de la pre-
paracién de hidroxilapatita. Esta retencién tienme al parecer un cier
to carécter especifico, por cuanto la enzima pudo ser eluida con ATP
10 mM y no por KC1 de la misma fuerza iénica. No se intentd eluirla
con concentraciones menores de ATP. La enzima obtenida de esta (lti-

ma etapa demostrd estar homogénea por electroforesis en geles de
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poliacrilamida,

El hecho que la quinasa fosfomevalénica se una a azul-dextra-
no Sepharose, estaria sugiriendo que ella como otras quinasas presen
ta el mencionado "pl._gue dinucleotidico". Con los antecedentes dig
ponibles, sin embargo, no se puede hacer tal aseveracifn. Seria ne-
cesario estudiar el grado de especificidad de la unién, probando de
eluir la enzima con concentraciones menores de ATP gue la 10 mM uti-
lizada en este estudio. Estudios cinéticos, en que se pruebe el ca-
récter competitivo del colorante con respecto al ligando nucleotidi-
co, pueden dar informacifn valiosa respecto a la afinidad de la unién
(83, 85, B6). Una comprobacifin adicional de tal estructura se podria
efectuar por mediciones espectrofotométricas en regiones espectrales
distantes de la absorcifn intrinseca de la proteina cuando interactfia
el colorante Cibacron Blue con la quinasa, como ha sido hecho con al-
gunas enzimas (85). Estos catos darian informaci6én adicional sobre
el sitio activo de la guinasa fosfomeval6nica. Por otra parte, la po
ca eficiencia de unién de la enzima a una columna de ATP o ADP-Cepha~

rose no excluye la existencia del pliegue nucleotidico en ella, ya que

bien podria ocurrir que para que exista unién del nucleftido se requig

ra que la ribosa esté intacta: 1los polimeros de ATP o de ADP-Sepha-
Tose que se prepararon, se hicieron oxidando la ribosa con peryodato vy
haciendo reaccionar luego el nucleftido oxidado a la Sepharose con el

espaciador previamente unido.
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B. Propiedodes fisico-quimicas de la quinasa fosfomevalénica.

La quinasa fosfomevalénica demostrd ser una enzima de peso mo
lecular desusadamente bajo, el cual se determing por diversos méto-
dos, los gue dieron resultados bastante concordantes: cromatografia
en Bio-Gel P-60, 22.500; gradiente de sacarosa, 22.000; electrofore-
sis en geles de poliacrilamida, con SDS y Z-mercaptoetanol, 21.000.
El bajo peso molecular de la enzima se aprovechf con ventaja en la
purificacifin a través de Bio-Gel P-150, etapa gue result6 altamente
satisfactoria, y permitié separarla completamente de la gquinasa me-
valénica cuyo peso molecular es 90,000-98.000 (23).

La enzima presentf una gran movilidad electroforética en ge-~
les de poliacrilamida nativos al 7 %, corridos en el sistema usual
en tampén Tris-glicina a pH 8,3 guedando ella muy préxima al coloran
te. Aumentando la concentracién de acrilamida al 10-12 % se logr6
al mismo pH obtener una menor migracién de la enzima, de modoc que
guedara ubicada en los geles en una zona de mejor resolucifn. Este
comportamiento en geles nativos es compatible con el bajo peso molg
cular de la guinasa y con el alto porcentaje de aminofcidos Acidos
(aspértico 17, glutémico, 26) que ella posee. Es posible que varios
residuos de aminoacidos estén en forma de sus amicdas, asparagina y
glutamina, por cuanto el anflisis de aminofcidos revel® una cierta
cantidad de amoniaco que no fue cuantificada, pero pareceria proba-
ble gue muchos de ellos presenten el grupo carboxilo distal libre.

La electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de

dodecilsulfato de sodio vy 2-mercaptoetanol, ademés de permitir la
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determinaci6n del peso molecular, revelf que la guinasa fosfomevald
nica est& estructurada como una sola cadena polipeptidica.

El andlisis de amino&cidos de la enzima reveld que adembs
del alto contenido de aminofcidos fcidos ya comentado, ella presen
ta 9 lisinas y 12 argininas por molécula de enzima. Se demostrd
que uno de los residuos de lisina y al menos uno de arginina son im
portantes para la actividad. Ademés, la guinasa presenta 1 residuo
de metionina y uno de cistefna. La suma del n@mero de residuos do
un peso molecular de 20.803, concordante con los pesos moleculares
estimados por otros métodos.

La presencic de un solo residuo de cistefna en 1a quinasa fos
fomeval6nica presenta un alto interés por ser Bste al parecer, esen-
cial para la actividad catalftica. La enzima se inactiva esponti-
neamente en ausencia de reactivos sulfhidrilos como 2-mercaptoetanol
0 ditiotreitol y ella es inhibida por DTNB, siendo la inhibicién re

vertida por reactivos sulfhidrilos.

C. Propiedades generales de la quinasa fosfomeval6nica.

El requerimiento de compuestos sulfhidrilas para la mantencifin
de la actividad catalitica de 1a guinasa fosfomevaldnica confirma ob
servaciones preliminares efectuadas con la enzima de higado de cerdo
vy de otras fuentes. Del mismo modo, estos estudios confirman la ven
taja del ifn magnesio sobre otros iomes metAlicos divalentes y el re
guerimiento absoluto de ATP en la reaccién caotalizada (1, 2, 15).

Se encontrd que la actividad enzimftica es dependiente del pH
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entre 5,5 vy 7,5, presentando un rango 6ptimo que se extiende al me-
nos desde pH 7,5 hasta 9,5 que fue el valor més alto probado. Este
resultado no concuerda con las observaciones descritas en gue se pu
blica un pH 6ptimo entre 7,0 v 7,3 para la enzima de higado de cer=-
do (2) y de 7,0 para la quinasa de l&tex del Arbol de caucho (15).
Los resultados se parecen mféis ol publicado para la quinasa fosfomeva
l6nica de levadura, en gue se describe no un pH Gptimo sino un rango
6ptimo de pH gue se extiende entre pH 5,5 y 10,0 (1).

La enzima presenta cinética hiperb6lica para ambos sustratos,
el MVA-P y el ATP. Los trazados de Lineweaver-Burk para un sustrato
a diferentes concentraciones fijas del otro dan en ambos casos una fa
milia de lineas gue se cortan més arriba de la abscisa y a la izquier
da de la ordenada. Este comportamiento es propio de un mecanismo se-
cuencial para una reaccifén con dos sustratos en que Kia, la constante
de disociacitn para el primer sustrato es mayor que Ka, la constante
de Michaelis para ese sustrato (57). Las Km verdaderas determinadas
para ambos sustratos en el ensayo efectuado a pH 7,5 en fosfato de po
tasio 0,1 M fueron 0,075 mM para el MVA-P y 0,46 mM para el ATP. Co=-
mo en las condiciones experimentales estudiadas, la concentracifin del
comple jo Mg-ATP varif entre un 95 y un 99 %, la Km calculada para el
ATP deberia corresponder o ser muy similar a la del complejo Mg-ATP,
el cual es el verdadero sustratoc de la enzima. La constante de diso-
ciacidn para el primer sustrato de la enzima resulté ser 0,11 mM. Co
mo el valor de esta Gltima constante es mayor que la Km del MVA-P vy

menor que la del ATP, si se supone un mecanismo secuencial ordenado,
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el MUA-P deberia ser el primer sustrato gue se une a la enzima y el
Mg-ATP el segundo. 5in embargo, los datos cinéticos disponibles no
permiten establecer qué clase de mecanismo secuencial cataliza la ep
zima.

El mecanismo de la reacci6n cde la guinasa fosfomevalénica po-
dria ser similar al presentado por la quinasa meval6nica, en la cual
el MUA es el primer sustrato y el Mg-ATP el segundo, el MVA-P el pri
mer producto y ADP el segundo producto (23). En el caso de la quina
sa fosfomevalBnica el MUA-P serfa el primer sustrato pudiendo ser el
MVA-PP el primer producto.

En los experimentos de inactivaci6n de la guinasa fosfomevalf
nica por DTNB, por PLP y por butancdiona, se encontré que en todos
los casos el MVA-P se comporta como un efectivo protector de la enzi
ma, no as{ el Mg-ATP gue no presenta efecto protector frente al DTNB
y al PLP y protege en menor grado que el MVA-P frente a la butanodip
na. S5i se necesita gue el MVA-P se una primeramente a la enzima pa-
ra que enseguida pueda hacerlo el Mg-ATP, es explicable la falta de
efecto protector de este Gltimo. Esta suposicifn no excluye la posi
bilicdad que la enzima tenga dos sitios diferentes, uno para cada sus
trato y que la falta de proteccifin del Mg-ATP se deba a que los reag
tivos mocdificadores interact@an con el sitio de - unién del MVA-P y

no del Mg-ATP.
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D. Estudios del centro activo de la quinasa fosfomevaldnica.

Se considerd de interés el estudio de residuos de amino&ci-
dos esenciales para la actividad de la quinasa fosfomeval6nica como
una forma de abordar la comprensién de las bases guimicas del meca-
nismo de catélisis. Una manera de enfocar este problema es estudian
do la dependencia del pH en la actividad enzimética.

Usualmente el sitio activo de las enzimas incluye residuos ig
nizables de aminofcidos, los cuales deben presentar una determinacda
forma iénica para mantener su conformacidn, unir los sustratos, o ca
talizar la reaccifn. Por otra parte, si los sustratos son también
ionizables, ellos deben presentar una determinacda forma ifnica para
unirse a la enzima, o ser transformados en la reaccidén. La represen
tacién del log de UmAx o de plm en funcibn del pH permite en algunos
casos la identificacifn de residuos ionizables en el complejo ES o
en la enzima libre (56, 87).

Este tipo de estudios no proporciond informacién valiosa para
la quinasa fosfomevalfnica en las condiciones experimentales ensaya-
das: el gréafico 1-r UméAx en funcifn del pH prcsentd un punto de in-
flexitn a pH 6,55 con una pendiente de 0,57, y el grafico pKm aparen
te para el MVA-P, dio un quiebre positivo a pH 6,5 y uno negativo a
pH 7,9, con una pendiente de 0,23, valores estimados por inspeccifn
visual de los gréaficos. Para obtener informacidn relativa a grupos
ionizables de la enzima o del complejo ES se requiere gue las pendien

tes de tales representaciones sean nidmerc enteros, los cuales
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corresponden al cambio de carga que se produce en el rango de pH es-
tudiadao.

Dado que la guinasa fosfomevalénica cataliza una reaccifn en-
tre dos sustratos, presentando ambos un pk entre 6 y 7, los resulta-
dos obtenidos pueden interpretarse como debidos a una situacidn com-
pleja en gue interactfian con la enzima diferentes formas ifnicas de
los sustratos, ademés que la enzima misma puede presentar difercntes
estados de ionizacién a los diferentes pH.

La disminucién de la HKm aparente para el MVA-P sobre pH 6,5 po
dria deberse a que este sustrato en su forma disociada presenta una
mayor afinidad por la enzima gue la forma no disociada. La represen
tacién de pKm para el Mg-ATP en funcidn del pH fue menos informativa
aln y no fue posible obtener de ella ninguna conclusién relativa a gru
grupos ionizables de la'enzima.

Otra forma de abordar el estudio ce residuos esenciales de a-
minodcidos para la activicad catalitica consiste en utilizar reacti-
vos modificadores especificos de grupos quimicos. La guinasa fosfo-
mevaldnica requiere la presencia de compuestos sulfhidrilos para 1la
mantencién de su actividad. Estudios previos realizados con preparg
ciones crudas de la enzima de higado de cerdo sefialan que la guinasa
se inactiva con p-cloromercuribenzoato siendo este efecto revertico
por 2,3-dimercaptopropanol o glutation (2).

Sobre la base de estos antecedentes, se hizo un estudio de mo
tdificacién de la enzima con DTNB. Este reactivo es uno de los més se
lectivos para grupos sulfhidrilos y ha sido extensamente utilizado en
la modificacifn y titulacidn de estos grupos (49, 58-64). Se demog-

tr6 que el DTNB inactiva répicdamente a la enzima, siendo 1a
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inactivaci6n dependiente de la concentracién del reactivo, de modo
que a 0,1 mM, la enzima pierde totalmente su actividad en 10 minu-
tos. En ausencia de sustratos se demostrd que el DTNB reacciona
con un grupo sulfhidrilo de la guinasa fosfomevalénica produciendo
su completa inactivacifin, La reversién de la inactivacién por 2-
mercaptoetanol o ditiotreitol confirma gue la pérdida de actividad
se cdebe a la reaccifn entre DTNB y un grupo sulfhidrilo. La pro-
teccidn gue ejerce el MVA-P sugiere que el grupo sulfhidrilo reac-
tivo esté en o en las proximidaces del sitio activo, posiblemente
en relacidn al sitio de unifén del MUA-P. La falta de efecto protec
tor del Mg-ATP estaria indicando gue el grupo sulfhidrilo estd en
un sitio diferente del sitio de unifn de este sustrato, o bien que
para que el Mg-ATP se una a la enzima es necesaria la unién previa
del MVA-P, como lo sugieren los resultados cinéticos tdiscutidos més
arriba.,

El efecto protector de un sustrato en una reaccifn de inacti
vacion no descarta, sin embargo, la posibilidad gue el grupo reacti
vo esté en otro sitio distinto al sitio de unibn de ese sustrato y
la proteccifn ejercida por &1 se deba a que produce un ocembio confor
macional en la enzima que determine que el grupo reactivo cde la enzi
ma ya no sea accesible al reactivo modificador. Sin embargo, la co-
rrelacién que existe entre pérdida de actividac y formacién de 2-ni-
tro-5-mercaptobenzoato, sugicre gue la reaccifin esté ocurriendo con
un grupo sulfhidrilo cataliticamente importante. No es probable que
se produzca inhibicién estequiométrica de la enzima si el residuo par

ticipante en la reaccién tiene sélo elpopcl 2 mantencr la conformazisn
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activa de la proteina (83).

La guinasa fosfomeval6nica modificada parcialmente por DTNB
presenta inalteradas las Km aparentes para los dos sustratos. Ade
més, la constante catalftica de la enzima parcialemente inactivaca
con DTNB es igual a la de la enzima no modificada. Este hecho se-
fiala que la enzima modificada es totalmente inactiva y en tales cir
cunstancias sflo son activas las moléculas de enzima * no modifica-
das por el reactivo. La pérdicda de actividad puede deberse a que
el grupo modificado esté implicado en la catflisis y no en la unifn
de sustratos (88). Sin embargo, los datos disponibles no permiten
decidir si la inactivacifin se debe a la alteracidn de la unidn del
MVA-P o bien a un paso posterior a la catAlisis.

Otro estudio de residuos de aminolcidos esenciales para 1la
actividad catalitica se hizo investigando la presencia de grupos a-
minos primarios de la enzima. Para ello se utilizé piridoxal-5'-
fosfato como reactivo modificador, el cual en combinacifin con boro-
hidrurc de sodic se ha utilizado bastante en el Gltimo tiempo para
identificar residuos de lisina reactivos. Se ha encontrado que di-
versas enzimas que utilizan sustratos fosforilados presentan lisina
en el sitio de unién de fosfato (65-71).

En este trabajo se demuestra que el PLP inhibe a la guinasa
fosfomevaldnica répidamente y a concentraciones bastante bajas del
reactivo. El grado de inactivacifn es dependiente de la concentra-
cifin ce PLP, llegéndose a un méximo de pérdida de actividad con un
25-30 % de actividad residual. Este resultado se obtiene incluso

. -4
con concentraciones de PLP 5 x 10 ° M, representando un exceso
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de 350 veces sobre la concentracidn de la enzima.

La inactivacién producida por PLP puede ser revertida por
didlisis o agregando un compuesto que presente un grupo amino pri
mario como lis! , no siendo posible efectuar la reversién si pre
vio a la diélisis o a la adicifn de lisina se agrega borohidruro
de sodio. Estos resultados demuestran que la reaccifn de inacti-
vacién se produce debido a la formacién de una base de Schiff en-
tre el grupo aldehido del PLP y un grupo amino primario de la en-
zima. Uno de los sustratos, el MVA-P protege a la quinasa fosfo-
mevalénica de la inactivacifén, sugiriendo que el grupo amino reac
tivo se encuentra en o en las proximidades del sitioc de unién del
MVA-P. La velocidad de inactivacifn presenta cinética de pseudo
primer orden a bajas concentraciones de PLP, observéndose una de-
pendencia lineal entre las constantes de pseudo primer orden obser
vadas y la concentracién de PLP. Este resultado es caracteristico
de una reaccidn de segundo orden. A pH 7,5 el velor de la constan

3y min~ 1. Este resul-

te de segundo orden se estimf en 7,4 x 10
tado se confirmd determinando el orden de la reaccién con respecto
a la concentracion del inhibidor graficando el logaritmo de lacong
tante de velocidad observada en funcién del logaritmo de la concen
traci6n de PLP. Este método fue descrito primeramente por Levy vy
Ryan guienes demostraron gue 3 moléculas de 2,4-dinitrofencl se u-
nen a una molécula de miosina produciendo su inactivacién (72) vy
ha sido posteriormente utilizado por varios autores para estable-

cer el nimero de moléculas de diversos inhibidores gque reaccionan

con el sitio activo de enzimas (72-78). En este trabajo, tal
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representacién dio una pendiente de 1,0, indicendo que cuando se
produce la inactivacidén de la guinasa fosfomevalénica por PLP, u
na molécula del reactivo reacciona con una malécula de enzima.

Como una manera de establecer el pK del grupo reactivo de
la enzima que reacciona con PLP, se estudié la dependencia de 1la
velocidad de inactivacidn en funcidén del pH. Se encontrf que 1a
velocidad de inactivacién es profundamente afectada por el pH y al
representar las constantes de velocidad en funcién del pH, el gré-
fico (figura 43) se parece a una curva de titulacién con un pK de
8,25 a 24" y de 7,95 a 31°. Estos valores podrian atribuirse a
un grupo ionizable del PLP o de la enzima. E1 PLP presenta varios
grupos ionizables: fosfato (pK 2,12), grupo hidroxilo (pK &4,14) vy
nitrégeno aromético (pK4 8,69)(90). E1 pK del nitrfAgeno aromético
se aproxima al pK determinado para la reaccién de inactivacifin pero
su participacién no es probable ya gue su desprotonacifin determina-
ria no un aumento sino una disminucién de la velocidad por la mencr
electrofilicidad del grupo carbonilo. Parece probable entonces que
los pK encontrados correspondan @ un grupo amino primario de la en-
zima gue reacciona con PLP. Tal grupo podria ser un X amino prima-
rio o un £ amino de lisina. Este (ltimo ha sido demostrado gue es-
té presente en diversas enzimas gue reaccionan con PLP. Si fuera
un grupo £ amino de lisina significaria que se trata de un grupomuy
reactivo. Los residuos de lisina en los péptidos presentan valores
de pK de alrededor de 10. Muchas proteinas, sin embargo, tienen re
siduos de lisina desusadamente reactivos con pK anfmalos que pueden

ser tan bajos como 5,9 para la uoxaloacetato descarboxilasa (91) vy




de 7,7 en la deshidrogenasa glutfmica (92).

El valor de pK de un grupo reactivo quedo determinado por
el microombiente que lo rodea. Asf, un bajo pK para un gropo
aminc puede deberse o que el microambiente gue rodec este grupo
presenta cargas positivas. Por otra parte, lo interaccién entre
grupos de corga opuesto se puede favorecer en un microombiente
de baja polaridad.

Lo presencin de una carga positiva en las proximidades del
grupo Ez.amino podria explicor la mayor eficiencia del PLP en 1o
inactivacién de lo quinasa fosfomevolénica en relacién al pirido-
xal. Este hecho concuerda con ohservaciones recientes, en gue se
ha encontrado que varias enzimas que requieren de sustratos con
grupos corgados negativamente como carboxilos o fosfatos presen-
tan arginina en el centro activo (94-1G2). Algunas enzimas presen
tan en el sitio de unién de sustratos cargados negativamente tanto
lisina como arginina, como 1o deshidrogenasa léactica (98) vy fructg
sa -1,6-di-fosfato fosfatasa (79-99) entre otras. La fructaoso
-1,6-di-fosfato aldolasa presenta un residuc de lisina implicado
en el sitio de unifin de fosfato del carbono 6, demostrado por estu
dios con PLP (59), mientras gue presenta un residuo de arginina
que participa en la unién de fosfato del carbono 1 del sustrato, re
velado por estudios de modificacién con butanodiona (64).

El estudio de las Km aoparentes determinadas en la enzima mo
dificada con PLP revelaron una Km disminuida en aproximadamente un
50 % para el MVA-P en relacién a la enzima nativa, mientras que la

km aparente para el ATP no ese modificé. Este resultado fue un
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tanto inesperado por cuanto en principio podria esperarse gue la
afinidad de la enzima por el MVA-P disminuyera con el grupo amino
bloqueado o al menos se mantuviera inalterada.

La enzima no es totalmente inactivada por PLP, aln aumen-
tando la concentracifin del reactivo hasta 0,5 mM en que la activi
dad llega a un 25-30 % de la inicial. Por otra parte, un segundo
tratamiento con PLP después de reducir la base de Schiff formada
en el primer tratamiento tampoco logra una inactivacitn adicional.
Estos hechos sugieren que el PLP produce como resultado unma enzima
aln activa con propiedades catal{ticas alteradas. El1 grupo aming
primario reactivo, presumiblemente de lisina, estaria ubicado en
el centro activo cerca del sitio de unién del MVA-P, como 1lo demueg
tra la alteracifn de su Km aparente, vy tal grupo no tendria un papel
esencial en el proceso catalitico propiamente tal como lo demues -
tra el hecho que la enzima modificada siga siendo aln activa.

La mayor eficacia del PLP en relacién a PL o PAP, indica que
el fosfato debe interactuar especificamente con la enzima, contriby
vendo la base de Schiff sfilo en parte a la energia libre favorable
de unién (103).

La PAP podria ocupar el sitio fisico de la enzima donde se
une el PLP, pudiendo producir inactivacién an sin formarse una ba
se de Schiff. Con respecto al PL, se debe tener presente gue este
compuesto se encuentra en gran proporcidn en forma hemiacetélica a
cualquier pH (104,105) mientras que el PLP es 100 % aldehido. En
consecuencia, la inactivacifn producida por una determinada concen

traci6n de PL puede no reflejar el grado real de inactivacién que
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produciria la forma aldehidica del compuesto.

Es posible gue la especificidad de la reaccifn con PLP sea
atribuible a un efecto directo del grupo fosfato. Esta conclusidn
es apoyada fuertemente por el hecho gue el MVA-P puede proteger a
la enzima de 1a inactivacifn. Por otra parte, las bajas concentra
ciones de PLP necesarias para la inactivacién, y el hecho gue un
solo grupo amino participe en la reaccién, apoyan la sugerencia
que se trata de un efecto especifico, y no pérdida de actividad de
bido a desnaturalizacifn por cantidad de reactivo.

La menor Km aparente encontrada para el MVA-P en la enzima
modificada, podria explicarse por el hecho que a pH 7,5, en que se
hizo la determinacién, el PLP presenta una carga positiva en el ni
trogeno aromético cuyo pK es 8,69 (90) favoreciendo de esta manera
la interaccién del MVUA-P negativamente cargado.

Para probar si la gquinasa fosfomeval6nica tiene residuos e-
senciales de arginina, se estudid el efecto de la incubacién con
butanodiona sobre la actividad. Este reactivo ha sido extensamen-
te utilizado en los Gltimos afios para modificar selectivamente re-
siduos de arginina (50, 77, 78, 95-102). El reactivo se usa en caon
diciones relativamente suaves, de preferencia en tampén boratao, vy
en estas condicionesla butanodiona condensa reversiblemente con los
grupos aminos del grupo guanidino. E1 producto de condensaciénfog
ma un complejo, también reversible con borato, lo cual hace que la
reaccifn en presencia de este Gltimo sea més rdpida. Al retirarel
borato, el producto de condensacién se disocia lentamente para re-

generar el grupo guanidino (50). La guinasa fosfomevaldnica
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experimentd inactivacién con el reactivo, y esta inactivacién fue
dependiente del tiempo, siguiendo la reaccién cinética de pseudo

primer orden. La enzima fue claramente protegida de la inactiva-
cién por MVA-P y en menor grado por Mg-ATP. Estos resultados su-
gieren que la quinasa fosfomeval6nica posee, al menos, un residuo
de arginina esencial para la actividad ubicado em el sitio activo
0 en sus proximidades. Este hecho confirma los resultados ya co-
mentados obtenidos con otras enzimas que requieren de sustratos a

nidnicos.

E. Consideraciones finales.

El estudio de la quinasa fosfomevalénica de higado de -cer
do se abordd fundamentalmente con el objeto de que con el conoci-
miento de sus propiedades se pudiera determinar en mejor formael pa
pcl que esta enzima desempefia en la biosintesis del colesterol.

La enzima demostrd ser una proteina de bajo peso molecular, mono-
mérica y presenta cinética hiperhflica para sus dos sustratos.
Estos datos peemiten suponer que ella no debe tener un papel regu
lador importante en la via biosintética. Debe agregarse a esto

que la Km verdadera para el MUA-P determinada en esta tesis (0,075
mM) no concuerda con la Km aparente de 0,3 mM obtenida en estudios
preliminares de Hellig y Popjak (2), autores que sugirieron un Posai
ble papel regulador de esta enzima por la alta Km aparente determi
nada por ellos. La quinasa fosfomevalénica demostrd ademés que su

actividad no es modificada por AMP, MVA, fosfato, pirofosfato ::

NHZ. Estas consideraciones no excluyen la posibilidad que la enzima
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tenga un papel regulador a través de la modulacién de su sintesis,
ya sea sola o coordinada con otras enzimas. La notable diferencia
en cantidad de enzima cncontrada en algunos casos en diferentes
higados, procesados todos de idéntica forma, permite suponer gue el
nivel de sintesis de. quinasa fosfomevalénica Puede estar sometido a
un sistema de control, posiblemente influfdo por factores nutricio-
nales, quizfs por el nivel de colesterol mismo.

Independientemente del rol regulador que la quinasa fosfome- '
valénica pueda tener, ella presenta un interés de orden egenral: es
una quinasa de pequefio tamafio a 1o cual se le ha determinadc un st
lo residuo de cistefna siendo éste esencial para la actividad cata-
litica. Ademéis presenta un residuo de lisina al parecer en las pro
ximidades del sitio de unién del MVA-P y posiblemente también tenga
arginina en este sitio. En los filtimos afios se ha publicacdo una se
rie de trabajos sobre residucs importantes para la catflisis de di-
Versas gquinasas vy deshidrogenasas, observandose una gran similari-
dad entre enzimas de una misma clase.

La guinasa fosfomeval6Bnica presenta caracteristicas estruc
turales semejantes a otras gquinasas en el centro activo. Los ha-
llazgos hasta ahora producidos, permiten suponer la existencia de
mecanismos comunes en determinadas reacciones enzimidticas. E1 he-
cho que enzimas que catalizan reacciones parecidas, presenten ele-
mentos estructurales seme jantes, aparece como algo natural dentro
del principio de cconomia molecular gue caracteriza a la materia
viva. En la medida en que fenémencs aislados han podido ser inte-

grados bajo patrones comunes, el avance en el conocimiento de esas
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fenfmenos ha sido enormemente incrementado. Desde este punto de

vista, el conocimiento de mecanismos de catilisis promete un ré-

pide avance en un futuro préximc.
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