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RESUMEN

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

La funcion de las isoenzimas en el metabolismo es desconoci-
da. El problema se ha enfrentado en nuestro laboratorio a través
del estudio de las formas multiples de la hexoquinasa (ATP:
D~hexose 6-phosphotransferase, EC 2.7.1.1.)

En esta tesis se ha abordado el Estudio de la funcién de

las hexoquinasas en oocitos de la rana chilena Caudiverbera
caudiverbera en el estadio Vi de maduracion. La aproximacion
experimental consisti6 en inhibir selectivamente cada wuna de |las

dos hexoquinasas del oocito (isoenzimas B y C) microinyectando en
las células antisueros especificos para cada una de ellas. Con este

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

Se disefid6 un protocolo de purificacién para la hexoquinasa
B de mdasculo de rana que combina técnicas convencionales de
purificacion de proteinas con wuna cromatografia de pseudo-afinidad
en Cibacron Blue-Sepharose. Se logro una purificacion de 2900
veces Yy se obtuvo wuna enzima con wuna actividad especifica que
variaba entre 12 y 18 U/mg de proteina. Cuando la preparacién se
sometia a electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de

SDS se obtenia wuna sola banda de proteina.
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La purificacion de hexoquinasa C resulté mas dificil, en
parte debido a que no se encontraron las condiciones adecuadas
para una etapa de cromatografia de pseudo-afinidad. La enzima
pura se obtuvo a partir de higado de rana mediante técnicas
cromatografjcas usadas tradicionalmente en nuestro laboratorio segui-
das por una electroforesis preparativa en geles de poliacrilamida.

Los sueros anti-hexoquinasas B y C se prepararon en conejo
y se caréacterizaron por microi nmuno-ensayo (ELISA) y por su
efecto sobre la inhibiciobn de la actividad de Ilas enzimas que se
usaron como antigenos.

El suero anti-hexoquinasa B so6lo inactiva a la hexoquinasa
B y no tiene efecto sobre la actividad de la isoenzima C. De igual
manera, el suero anti-hexoquinasa C sélo inhibe la actividad de
hexoquinasa C sin afectar la actividad de la isoenzima B.

La actividad hexoquinasica total del oocito medida en extrac-
tos diluidos, corresponde a 700 pmoles de glucosa transformada/min/
oocito. En las mismas condiciones, con 2-desoxiglucosa como sustra-
to, la actividad medida es igual a 120 pmoles de 2-desoxiglucosa
6-P/min/ooc ito.

La reacci6on hexoquinasica in vivo se midié6 microinyectando
2-desoxiglucosa radiactiva en los oocitos. Después de las incubacio-
nes se aislé6 el producto 2-desoxiglucosa 6-P marcado. La actividad
hexoqui ndsica medida en estas condiciones es de 40-50 pmoles de
2-desoxiglucosa-6-P/min/ooci to.

Al cromatografiar wun extracto de oocitos en DEAE-celulosa se

obtienen 2 picos de actividad enzimatica que se han denominado C

XVi i



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

Cuando se microinyecté6 en las células suero anti-hexoquinasa
C, preincubandolas dos horas a temperatura ambiente antes de Ila
microi nyeccién de 2-desoxiglucosa marcada, la reaccién hexoquinasi-
ca se inhibi6o entre 30 y 40%. La microinyecci6on de suero anti-hexo-

quinasa B no alter6 la actividad hexoquinasica de los oocitos.

glucosa en estas células.

En oocitos microinyectados con suero anti-hexoquinasa C se

Los resultados de estos experimentos indican que de las dos
formas con actividad hexoquinéasica presentes en los oocitos, la
fracciébn mayoritaria es hexoquinasa C. La identidad de Ila forma

minoritaria es un problema no resuelto. Nuestros resultados ponen

XV ili



en duda que se trate de hexoquinasa B.

Los experimentos de microinyeccién de antisueros muestran
claramente que en oocitos la hexoquinasa C participa solamente en
la via qgue conduce a la sintesis de glicégeno. Ellos sugieren
ademéas que no existe un "pool" (Gnico de glucosa-6-fosfato. Como
consecuencia de estos hechos se desprende que las dos vias que

utilizan glucosa en el oocito estan funcionalmente compartimentadas.
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ABSTRACT

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

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

In the present work the study of the role of hexokinases
has been attempted in oocytes from the cShiIean frog Caudiverbera
caudiverbera. The experimental approach attempted to selectively
inhibit each of the two oocyte hexokinases (isozymes B and C) by
microi njecting the cells with specific antibodies directed against
each hexokinase. For this purpose it became necessary to purify
isozymes B and C.

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

gels a single band of protein was obtained.
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Purification of hexokinase C was rather difficult, basically

because of the absence of a suitable step of pseudo-affijnijty

chromatography. The puré enzyme was obtained from frog liver
applying chromatograph jc techniques used tradi tiona lly in our
laboratory, followed by preparative electrophoresis jn polyacryl-

amide gels.

Immune serums directed against hexokinases B and C were

ase C activity without affecting the activity of hexokinase B.
The total hexokinase activity of oocytes measured wunder in

vitro conditions was equal to 700 pmoles of transformed glucose/min/

oocyte. Under the same conditions, using 2-deoxy gl ucose as
substrate, the activity was 120 pmoles of 2-deoxyglucose 6-P/min/
oocyte.

The hexokinase reaction was measured in vivo by micro-
injecting the oocytes with radioacti vely labeled 2-deoxygl ucose.
After incubation, the product 2-deoxiyglucose 6-P was isolated.
Hexokinase activity measured under these conditions varied between

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

ated wup to 70% when jncubated two hours at room temperature with

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

hexokinase B had no effect upon oocyte hexokinases.

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

Final ly, we studied the effect of immunoglobul ins micro-
injections on the incorporation of labeled glucose into glycogen
and CC», the producis of the two pathways that utilize glucose in
oocytes.

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

The results of these experiments show that of the two forms

with hexokinase activity present in oocytes, the major one

XX 11



corresponds to hexokinase C. The jdentity of the minor form s not
clear. Our results cannot confirm that jt js hexokinase B.
Experiments dealing with immune serum microinject jons
clearly demonstrates that in oocytes, hexokinase C is involved in
glycogen synthesis only. We conclude also that glucose 6-P does
not exist as a unique pool in oocytes. These findings suggests
that the two pathways wutilizing glucose in oocytes are functionally

compartmental ized within the cell.

XXi i



INTRODUCCION

El problema

La existencia de jsoenzimas, vale decir, formas moleculares
multiples de enzimas que catalizan la misma reaccién en la misma
célula u organismo, fue establecida hace ya varios afios (Markert
y Moller, 1959). Desde entonces, el estudio de un gran numero de
sistemas isoenzi maticos ha permitido usarlo como marcadores de
los procesos de diferenciacion celular, expresién génica, regula-
cion metabdlica y evolucion molecular. Sin embargo, a pesar de
la gran cantidad de informaciéon existente -acerca de las propieda-
des de muchos sistemas constituidos por formas moleculares mualti-
pies, su participacién en la operacién o regulacion del metabolis-
mo no es clara. Sélo pocos intentos se han hecho para conocer
cual es la funcién biolégica de las isoenzimas, en otras palabras,

para averiguar cudal es su razén de ser en la célula.

celular. Las diferencias en constantes cinéticas, especificidad de
sustrato, respuesta a modificadores alostéricos, localizacion subce-
lular, etc., podrian servir para explicar su funciéon fisioldgica
en términos de tales diferencias. Asi por ejemplo, las tres

aspartato-qui nasas de Eschericha coli son inhibidas, respectivamen-
te, por lisina, metionina y treonina. Las vias metabdlicas que

conducen a la biosintesis de esos aminoacidos comienzan con la



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

En el caso de la familia de hexoquinasas en mamiferos, las
diferencias en los valores de K para glucosa pueden correlacionar-

se con algunas propiedades de Ilos tejidos en que esas isoenzimas

predominan. En el higado, en que no hay barrera de transporte
para glucosa, la  concentracién intracelular de glucosa seria
similar a la glicemia portal y el valor de para glucosa de

la hexoquinasa D es precisamente de la misma magnitud (Niemeyer
et al., 1975). Esta isoenzima, por lo tanto, funcionaria con alta

eficiencia en situaciones de sobrecarga de glucosa como las que

baja (~60 yM) que estaria funcionando permanentemente a veloci-
dad maxima por estar saturada con el sustrato (Wilson, 1985).
Razonamientos similares pueden aplicarse para muchos otros
sistemas isoenzimaticos como los de las fosfofructoquinasas (Vora,
1982) ,piruvato-qui nasas (Seubert y Schoner, 1971) y lactato-deshi-

drogenasas (Kaplan et al.. 1968).

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

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



siguientes términos:

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

cificas asociadas en complejos poli-isoenzim&ticos

Tal planteamiento requiere que los intermediarios, los produc-
tos, o ambos, en una reaccion catalizada por isoenzimas estén
compartimentados e implica, ademas, a diferencia del postulado

clasico de via metabdlica, que cada jsoenzima participa sélo en
una vfa. Asi, los componentes de cada complejo wunidireccional
serian isoenzimas de los componentes de otros complejos. Si las

fuerzas que estabilizan tales complejos son débiles, al romper Ila

célula sus componentes se disociarian, apareciendo entonces el
nimero de isoenzimas caracteristico del tejido. La expresion
"complejo pol i-i soenzimatico" se ha propuesto con el objeto de

diferenciar este tipo de asociacién de Ilos complejos muitienzimati-
cos clasicos <como e de la pjruvato-deshidrogenasa y el de Ila
sintetasa de &cidos grasos, entre otros.

El modelo de los complejos poli-i soenzimaticos ha Ilamado
positivamente la atencién de varios investigadores (Masters, 1981;

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



Pruebas en favor del modelo

Aunque no existen hasta el momento pruebas directas que

co implicado en la fijacién de CO” en Euglena. La malato-deshidro-
genasa que forma parte del complejo resulté ser una de tres
jsoenzimas de malato-deshidrogenasa presentes en la célula, lo
que sugiere que sé6lo wuna de las isoenzimas se wusa para la
formacion del complejo. MacGregor y colaboradores (1980) demostra-
ron asociacién entre aldolasa y fructosa-l ,6-bi sfosfatasa sélo cuan-
do se mezclaban enzimas que habian sido aisladas del higado. En
estos experimentos se calcularon los coeficientes de distribucién
al equilibrio (K”) en Ultrogel para mezclas de aldolasa y fructo-
sa-1 ,6-bj sfosfatasa provenientes de higado 'y miusculo. So6lo  se
forma wun complejo cuando ambas enzimas provienen de higado: no
se produce disminucién de (es decir aumento del peso molecu-
lar) cuando a la aldolasa de higado se agrega fructosa-l ,6-bisfos-
fatasa de musculo ni cuando a la fructosa-1 ,6-bi sfosfatasa de
higado se agrega aldolasa de muUsculo. Estas observaciones sugie-
ren que las asociaciones entre las enzimas son posibles in vitro
s6lo cuando se mezclan las isoenzimas apropiadas, es decir, las
que son vecinas en un complejo.

Como ya se mencion6 anteriormente, el modelo predice la

existencia de <conjuntos de metabolitos o intermediarios separados



e independientes que no son compartidos por otras vias metabdlicas
relacionadas. Por |lo tanto un corolario esencial de la hipodtesis
es la existencia de "compartimentacion metabodlica”. El término
"compartimiento" se usara en un sentido amplio para indicar que
no se mezclan los intermediarios producidos por las diversas
isoenzi mas.

Actualmente comienza a generalizarse la jdea de que la
compartimentacion metabdlica se puede lograr también mediante de
complejos mu llienzi maticos (Srere y Mosbach, 1974; Stebbing, 1980;

Wombacher, 1983; Welch, 1987).

Compartimentaciéon en las vias de utilizacién de glucosa
Una larga historia de controversias ha estado asociada a la

busqueda de un complejo glicolftico y de la existencia de comparti-

compartimentac ién para el metabolismo de la glucosa proviene de
experimentos en los cuales se wusan sustratos radiactivos y se
miden las actividades especificas y distribucién de la marca en
intermediarios, productos finales 0 en ambos. Experimentos de
este tipo se han realizado en E. coli (Ottaway y Mowbray, 1977),

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



al., 1987; Christ y Jungermann, 1987), y oocitos de rana (Ureta
y Radojkovic, 1987). Los resultados se han interpretado como
indicativos de la presencia de "pools" independientes de algunos
intermediarios gl icol fticos. Se usa el término inglés "pool" en

ausencia de un término castellano que indique este concepto sin

ambigliedades.

funcionalmente independientes. Las wunidades de glucosilo provenien-
tes de la degradacion del glicbgeno no entran al mismo "pool" de
intermediarios glicolfticos que se usan en la produccién de lactato
a partir de glucosa exdgena. De estos experimentos los autores
concluyen que existen vfas separadas para la glicélisis y glicoge-
nolisis, esto es, que el metabolismo hi drocarbonado "citosolico"
opera, al menos, en dos compartimientos que funcionan independien-
temente.

La diferente localizacion subcelular de los componentes de
un sistema isoenzimatico constituye otra buena prueba que indica
compartimentacion metabdlica. Estudios en este sentido usando
anti-sueros especificos para las distintas jsoenzimas de un sistema
se han realizado con jsoenzimas de lactato-deshidrogenasa y creati-
na-quinasa. Yamashita et al ., (1979), describieron wuna distribu-
cion diferente para las lactato-deshidrogenasas y en el

higado de rata. La isoenzima H,4 se encontré6 cerca de la membrana



celular en tanto que la jsoenzima estaba localizada preferen-
cialmente en zonas ricas en glicogeno. Con respecto a las jsoenzi-
mas de creatina-quinasa, Walliman y coiaboradores (1983) encontra-
ron, en células derivadas de musculo esquelético de pollo, que
so6lo la jsoenzima MM estaba asociada a la banda M, mientras que
la isoenzima BB aparecia en la banda Z.

Por otra parte numerosos autores han postulado que |las
enzimas de la glicolisis estarian organizadas como complejos por
interacciones especificas entre enzimas vecinas en la via o bien
se asociarian entre ellas a través de la interaccién con elementos
del citoesqueleto o por union a membranas. La informaci6on existen-
te al respecto se encuentra en las revisiones de Ottaway y
Mowbray (1977), Masters (1981), Ureta (1985) y Srere (1987).

Otro tipo de pruebas proviene de experimentos en los cuales
se puede aislar directamente un complejo gl jeolitico. Resultados
de esta clase han sido comunicados para E. <coli (Mowbray vy
Moses, 1976). En Trypanosoma estd muy clara la existencia de
glicosomas, particulas semejantes a organelos que contienen siete
enzimas gl jeoliticas ademas de dos enzimas implicadas en el
metabolismo del glicerol (Opperdoes y Borst, 1977).

En resumen, distintas pruebas apuntan a la compartimenta-
cion de intermediarios glicoliticos y vias metabdlicas, a la existen-
cia de interacciones especificas entre enzimas gl jeoliticas e interac-
ciones de enzimas glicoliticas con actina y con membranas. Para

referencias véase Srere (1987).



Enfoque experimental del problema

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

Una buena aproximacion al problema de la existencia de
complejos poli-isoenzimaticos consiste en estudiar la participacion
especifica de isoenzimas en wuna Yy s6lo una de las vias metabdli-
cas en que la reacciéon esta implicada.

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

Como el planteamiento central de la hip6tesis postulada por

Ureta indica gue cada jsoenzima participa en una sola via



, dicho postulado podria probarse
las isoenzimas participantes. Se
que la inactivacion de una

de una de las vias de utilizacién

Tal supresién no se observaria en un sistema en el cual el
producto de la reaccién no estd compartimentado (b).

Entre los diversos sistemas que pueden usarse para estudiar
in viyo los mecanismos de regulacion metabdlica, los oocitos de
anfibio representan un sistema ideal (Ureta y Radojkovic, 1985).
Ellos constituyen una poblacion celular homogénea en la cual
cada célula se puede inyectar con los compuestos adecuados,
modificando rapida y cuantitativamente los niveles intracelulares
de sustratos, intermediarios, cofactores y enzimas. Ademas, el
tamafio de los oocitos de la rana chilena (2,2 mm de didmetro)

permite hacer mediciones metabodlicas en una sola célula.
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Experimentos realizados en nuestro laboratorio han mostrado
que en los oocitos de anfibio la utilizacion de glucosa esta
restringida a la sintesis de glicobgeno (99%) vy a la via de los
fosfatos de pentosas (1%); la glicdélisis, gl ijcogenolisis y gluconeogé-
nesis se encuentran en estado no funcional, posiblemente por
ausencia o inactividad de fosfofructoquinasa, fructosa-bjsfosfatasa

y glicégeno-fosfori lasa (Ureta y Radojkovic, 1979).

La actividad de casi todas Ilas enzimas relacionadas con la

utilizacion de glucosa fue medida en oocitos por Radojkovic vy

Ureta (1982). La actividad hexoquinasica esta representada en
estas células por dos jsoenzimas denominadas By C, siendo los
niveles de ambas los méas bajos de entre lasenzimas medidas.
Desde luego, la correlacién entre la presencia de dos hexoquinasas

y dos vias de utilizacion de glucosa concuerda muy bien con el
modelo. Ambas caracteristicas hacen de ellas un sistema adecuado
para estudiar las vias en las cuales participan.

En este trabajo se aborddé el problema de la participacion
de las jsoenzimas de hexoquinasa del oocito derana en las dos
vias que utilizan glucosa en dichas células, intentando la inactiva-
cion selectiva de las jsoenzimas participantes (véase esquema de
la pag. 9).

Con este objeto se purificaron las hexoquinasas B y C para

inyectarlas posteriormente en conejos Yy obtener asi anticuerpos
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espec'ficos para cada jsoenzima. Los antisueros se inyectaron en

los oocitos y se estudié su efecto sobre la sfntesis de glicbgeno y

CC>2 a partir de glucosa radiactiva.

Los resultados obtenidos indican que en el oocito de rana

la hexoquinasa C so6lo participa en la vfa que sintetiza glicogeno.



12

MATERIALES Y METODOS

Reactivos usados

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

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

genasa (tipo Vil de levadura y tipo XXIIl de Leuconostoc mesente-
roides), glicogeno, seroalbimina de bovino, anti IgG de conejo
conjugado con fosfatasa alcalina, anti igG de ratén conjugado

con fosfatasa alcalina, p-nitrofeni Ifosfato, protein A-sepharose CL-
4B, Sepharose 4B-200, Sephacryl S-200 y S-300, Dowex-1 .

De Merck (Darmstadt, Alemania Federal) se obtuvieron: HEPES,
EDTA, todas las sales inorgéanicas, hidroxido de sodio y de
potasio, &acidos clorhidrico, acético, ortofosférico, perclérico, formi-
co y acido 5,5*dietilbarbitarico, metanol y azul de bromofenol.

De Polysciences (Washington, E.E.U.U.) provenian TEMED y persul-
fato de amonio.

De Amersham (Searle Illinois, E.E.U.U.) se obtuvieron PPO y POPOP.
De Amersham Laboratories (Buckinghamshire, Inglaterra) se obtuvie-
ron D-[~C ] glucosa y D-[*C] 2-desoxiglucosa.

Hidroxi lapatita Bio-Gel HTP se obtuvo de Bio-Rad (Richmond,

California, E.E.U.U.).
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Celulosa CF1 provenia de Whatman Blochemicals (E.E.U.U.).

DEAE-cel ulosa microgranular provenia de Whatman (Maidstone,
Ing laterra ).

CM-Sephadex se adquirio6 de Pharmacia (Uppsala, Suecia).
Coadyuvante de Freund completo e incompleto se obtuvo de Difeo
Laboratories (Detroit, Michigan, E.E.U.U.)

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

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

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

Animales de experimentacion \

Ejemplares de rana chilena (Caudiverbera <caudiverbera) se
adquirieron a un proveedor de la zona de Melipilla y se mantuvie-
ron en el laboratorio en un estanque de agua dulce; se alimenta-
ban con renacuajos vivos de la misma especie o bien con higado
de vacuno. De ranas hembras se obtenian oocitos para el estudio
del metabolismo de la glucosa in vivo. Se usaba musculo e
higado de rana como material de partida para la purificacién de
las hexoquinasas B y C respectivamente.

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

Zelandia adquiridos en el Instituto Bacteriolégico.
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Composicion de algunas soluciones de uso frecuente

Solucion A:
fosfato de potasio 20 mM (pH 7,5), glucosa 50 rnM, EDTA 1 mM,

monotioglicerol 10 mM y glicerol 5%.

Solucion B:
fosfato de potasio 50 mM (pH 7,5), glucosa 10 mM, monotioglice-

rol 10 mM y glicerol 5%.

Solucién C:
Tris-HCI 10 mM (pH 7.,5), glucosa 1 mM,, EDTA 1 mM, KCI 20

mM, monotioglicerol 10 mM y glicerol 10%.

Solucién D:
Tris-HCI 20 mM (pH 7,5), glucosa 10 mM, EDTA 1 mM, monotio-

glicerol 10 mM y glicerol 10%.

PBS:

NaCl 135 mM, KCI 2,7 mM, amortiguador fosfato 8 mM, pH 7,5).

Solucién Barth modificada:
NacCl 88 mM, KCI 1 mM, NaHCC>3 2,4 mM, MgSO”~ 0,82 mM,
cafNO™™ 0,33 mM, CaCl® 0,41 mM en amortiguador Tris-HCI 10

mM, pH 7,6.
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Medicién espectrofotométrica de la actividad hexoquinasica.

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

siguiente esquema de reacciones:

hexoquinasa

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

(concentraciones finales): Tris-HCI 80 mM (pH 7,5), KCI 100 mM,
MgCl2 12,6 mM, ATP 5 mM, glucosa 0,5mM, EDTA 1,6 mM, NADP
0,5 mM y 0,5 U/ml de glucosa-6-P-deshidrogenasa. La reaccion se
iniciaba agregando la preparacion enzimatica. Un sistema sin ATP
o0 sin glucosa se utilizaba como blanco. La wunidad de enzima se
define como la cantidad de enzima que cataliza la fosforilacidn

de 1 pmol de glucosa en 1 min a 30° en las condiciones descritas.
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Con el objeto de identificar la  banda de proteina que
correspondia a la hexoquinasa se wusaba wuna reaccion de tincion
de actividad hexoquinasica en Ilos geles de poliacrilamida (Katzen
et al., 1965). Para ello se sumergia el gel en una mezcla que
tenia la misma composicién de la mezcla que se usaba en el
método espectrofotométrico a la cual se agregaba fenazina-metosulfa-
to 0,04 mg/ml y azul de nitrotetrazolio 0,96 mg/ml . ElI control se

hacia sumergiendo el gel en mezcla sin ATP.

Determinacién de proteinas

La concentracién de proteinas se determinaba mediante dos
proced imientos:
a) En extractos <crudos y en las fracciones provenientes de las
cromatografias en DEAE-celulosa e hjdroxi lapatita se media la
absorbancia a 280 nm. Con el objeto de calcular la concentracion
de proteinas se aceptdé que una solucién que contiene 1 mg de
proteina/ml tiene una absorbancia igual a 1.
b) En fracciones purificadas se utilizaba el método de Bradford
(1976). Se usaba BSA como proteina patron.

Estos métodos se wusaron también para medir la concentracion

de proteinas de los sueros de conejo.

Determinacién de la concentracion de sales
La conductividad de las fracciones que contenian fosfato vy

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

calcular las concentraciones de fosfato y KCI.

Preparaciéon y regeneracion de los materiales cromatogréaficos

1. DEAE-celulosa
Se preparé 'y regenerdé segln el método descrito por los

fabricantes.

2. Hijdroxi lapatita

se repetia varias veces. Poésteriormente se resuspendia la mezcla
en el amortiguador adecuado. Después de ser wusada, la hidroxil-
apatita se regeneraba lavandola con solucién de fosfato de potasio

0,4 M y posteriormente con agua.

3. Cibacron Blue-Sepharose

La preparacion de este material se hizo por una modificacion
del método de Rindernecht y col. (1967) de acuerdo a comunicacion
personal del Dr. Jorge Babul. A 500 mi de suspension de Sepharose

4B-200 Sigma se agregaban 12,5 g de Cibacron Blue F3GA Ciba
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agitacion durante 75 min. El gel se lavaba con agua y con
etanol al 5% hasta que el liguido de layado fuera incoloro.
Después de ser usada, la sefarosa-azul se regeneraba por lavados

sucesivos con KCI 2 M, KCI 2 M-urea 6 M y finalmente agua. Este
proceso de regeneracion se reemplazé poésteriormente por lavado

con NaOH 20 mM.

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

el amortiguador que contenia KCI 100 mM.

Electroforesis en geles de poliacri lamida
La técnica de electroforesis en geles de poliacrilamida se

realiz6 en ausencia y en presencia de SDS.
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Purificacién de la hexoquinasa B

La hexoquinasa B se purifico6 a partir de musculo de rana.
Las etapas que se describiran a continuaciéon corresponden a un
protocolo de purificacion al cual se llegdé después de varios
experimentos en los cuales se probaron diversas condiciones. A
menos que se especifigue otra condicidn, todas las etapas del

proceso se realizaron a 4o. Y

1. Preparacién de extractos crudos

Alrededor de 300 a 400 g de muasculo de rana se desmenuza-
ban con tijeras y luego se homogeneizaban al 50% (p/v) en una
juguera Oster a velocidad maxima durante 4 min. La solucion de
homogeneizac ién (solucion A) contenfa: fosfato de potasio 20 mM
(pH 7,5), g9glucosa 50 mM, EDTA 1 mM, monotioglicerol 10 mM vy
glicerol 5%. La suspension obtenida se centrifugaba a 8000 x g
durante 1 h en wuna centrifuga Sorvall Modelo RC-2B y el liquido

sobrenadante resultante se filtraba a través de lana de vidrio.
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min. Se filtraba el liguido sobrenadante y se juntaba con el

anterior.

2. Cromatografia en DEAE-celulosa
El liguido sobrenadante obtenido en la etapa previa se

hacia pasar por una columna de DEAE-celulosa equilibrada con

solucién A.Las dimensiones de la columna (5,5 x 7 cm) permitian
una gran superficie de contacto entre la celulosa y el liquido
que se pasaba yun flujo rapido. Después de la aplicacion de la
enzima, la columna se lavaba conun volumen de amortiguador A,
que contenia KCI 50 mM, iguala 5 veces el volumen de la

columna. Finalmente se eluia la enzima con L300 mi de amortiguador

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

3. Cromatografia en hidroxi lapatita

La fraccion con actividad enziméatica proveniente de la
etapa anterior se concentraba por ultrafiltraciéon en un aparato
Amicon con membrana PM 10. Acontinuacion se dializaba en
solucién B gque teniala siguiente composicién: fosfato de potasio
50 mM (pH 7,5), glucosa 10 mM, monotioglicerol 10 mM vy glicerol

5%. La fraccion dializada se aplicaba a una columna de hidroxil-



21

680 m! y las fracciones colectadas eran de 5,8 mi.

U. Cromatograffa en Cibacron Blue-Sepharose

La enzima que se obtenia de la etapa de cromatografia en
hidroxi lapatita se concentraba por ultrafiltracién y se dializaba
en solucion C. Esta solucién contenia: Tris-HCI 10 mM (pH 7,5),
glucosa 1 mM, EDTA 1 mM, KCI 20 mM, monotioglicerol 10 mM vy
glicerol 10%. La sefarosa se empacaba en wuna columna de 1 x 3
cm y se equilibraba con amortiguador C. Se hacia pasar |la
enzima y luego la columna se lavaba con 20 mi de solucién C que
contenia KCI 90 mM. La actividad enzimat-ica se eluia con amorti-

guador C que contenia ATP 5 mM.

5. Recromatografia en DEAE-celulosa

La enzima proveniente de la cromatografia en sefarosa-azul
se recromatografiaba y concentraba en wuna mini-columna de DEAE-
celulosa de 1 o 2 mi. Las condiciones de esta cromatografia eran

similares a las descritas en la etapa 2, excepto que la enzima se

eluia con KCI en un gradiente lineal de 0 a 0,5 M cuyo volumen
total era de 16 mi. Las fracciones colectadas tenian un volumen
de 0,2 mi.

6. Filtracion en Sephacryl S-200
El conjunto de fracciones con actividad hexoquinasica obteni-

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

0,5 mi.

Purificacién de la Hexoquinasa C

La hexoquinasa C se purificaba a partir de higado de
rana. Todas las etapas del proceso de purificacién, a menos que
se especifigue otra condiciéon, se hicieron a 40. Las etapas del

procedimiento completo se describen a continuacion.

1. Preparacion de extractos crudos

Aproximadamente 60 a 80 g de higado de rana se desmenuza-
ban con tijeras y después se homogeneizaban al 50% en solucién D
en un homogeneizador Omni Mixer Sorvall a velocidad maxima
durante 2 min. La solucion amortiguadora D contenia: Tris-HCIl 20
mM (pH 7,5), glucosa 10 mM, EDTA 1 mM, monotioglicerol 10 mM vy
glicerol 5%. ElI tejido homogeneizado se centrifugaba a 28.000 x g
durante 1 h en una centrifugaSpinco modelo L. El liquido
sobrenadante se filtraba a través delana de vidrio. Podsteriormen-
te se pasaba por wuna columna de CM-Sephadex de 5,5 X 7 cm

equilibrado en solucion D. La enzima no era retenida en las
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2. Cromatografia en DEAE-celulosa

Se empacaba wuna columna de 2,5 x 14 cm con DEAE-celulosa
equilibrada en amortiguador D. Por esta columna se pasaba el
liquido sobrenadante filtrado en CM-Sephadex. Después de lavar
con 500 mi de amortiguador la enzima se eluia con KCI en un
gradiente lineal de 0 a 0,5 M en solucion D. El volumen total del

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

3. Cromatografia en hidroxi lapatita

Las fracciones <con actividad hexoqu-inasica provenientes de
la etapa anterior se juntaban y el conjunto se concentraba por
ul trafiltracion. Posteriormente se hacia wuna dialisis en solucion B
modificada, que tenia amortiguador fosfato 5 mM. La muestra
dializada se pasaba por wuna columna (1 x 18 cm) de hidroxil-
apatita equilibrada en el amortiguador modificado. La columna se
lavaba con 100 mi de la misma solucion y la enzima se eluia con
fosfato en un gradiente Ilineal de 5 a 100 mM preparado en el
amortiguador modificado. EI gradiente tenia un volumen de 340 mi

y las fracciones colectadas eran de 3 mi.

4. Filtracion en Sephacryl S-300
La enzima obtenida de la cromatografia en hidroxi lapatita
se concentraba por ultrafiltracion y se dializaba contra solucidn

C. La enzima concentrada y dializada se pasaba por una columna
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5. Electrotoresjs en geles de pol jacri lamijda

Se preparaban placas de poliacrilamida *al 7%, las cuales se
cargaban con muestra de enzima proveniente de la cromatografia
en Sephacryl . Se siguié esencialmente el procedimiento usado por
Toro (1982). La banda correspondiente a hexoquinasa C se identifi-
caba tinendo el gel con el método especifico para actividad
enzimatica que se describié6 anteriormente. Una vez identificada
la banda, ésta se cortaba, se lavaba en® amortiguador Tris-HCI
20 mM pH 7,5 vy se guardaba durante la noche a 40 en la misma

solucion a la cual se habia agregado glucosa 10 mM, OTT 1 mM vy
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Preparacién de sueros inmunes anti-hexoquinasas B y C

1. Suero anti-hexoquinasa B.

Se utilizé un conejo hembra albino al cual se inyecté una
emulsiéon con volimenes jguales de hexoquinasa B pura y coadyu-
vante de Freund completo en la primera inyeccién e incompleto en
las siguientes. Todas las inyecciones fueron por vfa subcutanea
en el dorso y muslos. El protocolo de inmunizaciéon fue el siguiente:
Primera inyeccién, aproximadamente 0,2 mg de enzima.

Segunda inyeccion, se realizé 4 meses después con la misma
cantidad de protefna.

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

Cuarta inyeccion, 50 yg de enzima 11 meses después de la
primera inyeccion.

En cada ocasién se controlé la capacidad del suero para
inhibir la actividad de hexoquinasa B y se midié el titulo del
suero por ELISA. A los 12 dias de la dultima inyeccidon se sangro
el conejo por puncion cardiaca. La sangre extraida se dejoé
durante la noche a temperatura ambiente y al dia siguiente se
separd el suero del coagulo por centrifugacién a 3.000 rpm
durante 10 min. EI suero asi obtenido se fracciondé en alicuotas

de 1 mi y se guarddé congelado a -40°.
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de hexoquinasa C (pag. 22 ) Se hicieron 3 inyecciones por via
subcutanea de hexoquinasa C de aproximadamente 0,1 mg cada
una, con intervalos de 30 dias. La formaciéon de anticuerpos se
controlé6 durante este tiempo igual que para el caso del conejo
inmunizado con hexoquinasa B. Después de 11 dias de la «dltima
inyeccién se sangr6 el conejo por puncién cardfaca y se obtuvo el

suero como se describié anteriormente.

Los intervalos entre las inyecciones solo corresponden a
razones de conveniencia. No se hicieron estudios especiales para

optimizar estos protocolos.

Como el rendimiento obtenido al purificar las hexoquinasas
B y C era bajo, nos parecio dificil en un comienzo obtener Ilas
cantidades de enzima requeridas para la preparacién de sueros
inmunes convencionales. Por esta razon se prepararon anticuerpos
monoclonales. Sin embargo, dado que no se obtuvieron monoclonales
inhibidores de la actividad enzimatica, no fueron utilizados en
este trabajo. La obtencién y caracterizacién de anticuerpos monoclo-

nales se describirda en el Anexo 1.

Purificacion de las inmunoglobulinas

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

columnas contenian 1,5 mi de sefarosa equilibrada con amortigua-
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dor fosfato de sodio 50 mM a pH 8,0. Por las columnas se pasaba
1 mi de suero inmune o de suero control y después de lavar con
la solucion de equilibrio se elufan Ilas 1IgG con &cido acético 0,1
N-NaCl 0,15 M. Se colectaban fracciones de 0,6 mi. Los tubos en
los cuales se recogia el eluido contenian 0,1 mi de Tris 1 M pH
7,0 con el objeto de neutralizar el medio- &acido. Se media la
absorbancia de las distintas fracciones a 280 nm y se juntaban
aquellas cuya absorbancia alcanzaba valores jguales o0 superiores
a 0,5. Las inmunoglobulifias purificados se dializaban en solucion
Barth modificada (Gurdon, 1976) a la que en adelante Illamaremos
solucién Barth. Luego, las IgG se concentraban en unidades
Centricon 30 hasta el volumen original del suero crudo y luego
por evaporacion bajo corriente de nitrégeno gaseoso para los

experimentos de microinyeccion.

Caracterizacién de los antisueros

1. Microinmunoensayo con el ensayo ELISA.

Se us6 la técnica ELISA que consiste en adsorber el antigeno
a la superficie de los pocilios de una placa de plastico;
posteriormente se agrega el antisuero y se cuantifican los anticuer-
pos wunidos especificamente al antigeno por adicién de anti-lgG de
conejo conjugado con fosfatasa alcalina. La enzima unida se
detecta por adicién del sustrato p-nitrofeni Ifosfato 'y medicion

espectrofotométrica del p-nitrofenol liberado. Como controles en
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todos ios experimentos se usaron Sueros pre-inmune como primer
anticuerpo y seroalbiumina de bovino como antfgeno. Se siguio
basicamente la técnica descrita por Engvall y Perlmann (1972).Se
cebaban placas con wuna solucién que contenia 10 pg/ml de hexoqui-
nasa en PBS (NacCl 136 mM, KClI 2,7 mM, amortiguador fosfato 8
mM, pH 7,5) colocando 50 pl de la solucion de antfgeno por
pocilio e incubando las placas a temperatura ambiente durante
toda la noche. Después de recuperar el antfgeno se agregaban a
cada pocilio 0,1 mi de una solucién quecontenia BSA 1%-azida
0,02% en PBS y se incubaba 1 h a temperatura ambiente con el
objeto de bloquear sitios remanentes para proteina en el plastico.
P6steriormente se lavaba 3 veces con Tween<r20 0,1% en PBS. A la

placa asi tratada se agregaban diluciones seriadas de suero en

PBS-BSA-azida, siendo el volumen final de 50 pi. Después de
incubar 2 ha temperaturaambiente se repetia el lavado con
Tween-20 y se agregaban a cada pocilio 25 pl de anti-lgG de

conejo conjugado con fosfatasa alcalina (diluido 1:1000 en PBS-
BSA-azida). Se incubaba Ila placa 3 h enuna estufa a 37° y se
lavaba nuevamente. La actividad de la fosfatasa alcalina se
media agregando 50 til del sustratop-nitrofeni (fosfato (1 mg/ml
en amortiguador carbonato 0,05 M con MgCI® 1 mM, pH 9,6). Se
incubaba durante 30 min a temperatura ambiente y la reaccidn
enzimatica se detenia agregando 50 pl de NaOH 3 M. ElI contenido
de cada pocilio se diluia con 0,15 mi de agua destilada vy el
p-nitrofenol formado se cuantificaba midiendo la absorbancia a

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

Se incubaba wuna cantidad constante de la enzima correspon-

diente con cantidades variables de suero inmune o suero control.
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célula. Mediante un micromanipulador se sujetaba la micropipeta
y se controlaban sus movimientos. Cuando se microinyectaban
compuestos radioactivos como | ]-glucosa, [~C] -2-desoxiglucosa
u otros, éstos se concentraban previamente a sequedad bajo

corriente de nitrobgeno y se disolvian después en solucién Barth
hasta alcanzar la concentracion deseada. En los experimentos de
microinyeccién siempre se usaban anticuerpos purificados, los que
se dializaban en solucion Barth y se concentraban en wunidades

Centricon 30.

Medicion de la actividad hexoquinasica en oocitos.

La actividad hexoquinasica de Ilos oocitos se media in vivo
en oocitos intactos y ademas in \vitro, utilizando en ambos casos
un radioensayo descrito por Radojkovic y colaboradores (1978).
En algunas ocasiones se usaba el método espectrofotométrico en

condiciones in vitro, que ya fue descrito anteriormente.

1. Actividad hexoquinasica in vitro.

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

preparaba wuna mezcla de reaccion que tenia los siguientes compo-
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reacciobn enzimatica. Después de centrifugar la mezcla de reaccion
durante 5 min los liquidos sobrenadantes se filtraban en columnas
de Dowex-1 formiato. Las columnas se lavaban con 7 mi de HCOOH
0,1 N y después se eluia el éster fosférico con 2,5 mi de formiato
de amonio O0,A N pH 5,3. Se tomaban alicuotas de 0,5 mi, tanto
del lavado como del eluido, a las cuales se agregaban 5 mi de
liguido de centelleo constituido por una mezcla de PPO (Ag/l) -
POPOP (50 mg/l ) en tolueno y Tritéon X-100 (2:1 v/iv). La
radiactividad de las muestras se contaba en wun espectrometro de
centelleo liquido Philips. Todas las determinaciones se hacian por
duplicado y como blanco se preparaban mezclas que no contenian
ATP.

También se media actividad hexoquinasica en preparaciones
semi purificadas obtenidas por cromatografia en DEAE-celulosa. EI
liguido sobrenadante obtenido como se describié6 anteriormente se
dial izaba durante 1 h en solucion C y posteriormente se aplicaba
a una mini-columna de 2 mi de volumen que se empacaba con
DEAE-celulosa equilibrada en solucién amortiguadora C que no

contenia KClI. La columna se lavaba con 10 mi del amortiguador C
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y la actividad enzimatica se elufa con un gradiente Ilineal de KCI
de 0 a 0,35 M preparado en el mismo amortiguador. ElI gradiente
tenia un volumen total de 34 mi y se colectaban fracciones de 0,2
mi. La actividad hexoqui nasica de las distintas fracciones se

determinaba por el método espectrofotométrico ya descrito.

2. Actividad hexoquinéasica jn vivo.

Se inyectaban oocitos con aproximadamente 50 ni de [~C]-2-
desoxi gl ucosa. Como controles se wusaban oocitos sin inyectar o
micro! nyectados con solucién Barth. Después de la inyeccion se
incubaban grupos de 4 oocitos durante tiempos variables en tubos
que contenfan 75 ji\ de solucién Barth bajo una atmésfera de 100%
0~ a temperatura ambiente con agitacién continua. Una vez comple-
tado el tiempo de incubacién deseado, cada grupo de 4 células se
trasladaba a tubos Eppendorf que contenian acido percloérico.
Después de homogeneizar se obtenia un extracto perclorico al 3%.
El extracto obtenido se centrifugaba durante 5 min, se guardaba
el liquido sobrenadante y el precipitado se lavaba wuna vez con
acido perclérico 3%. Los liquidos sobrenadantes se juntaban, se
neutralizaban con KOH 1 N y se dejaban precipitar las proteinas
y el perclorato durante la noche. Posteriormente se centrifugaba
5 min para descartar el precipitado y los Iliquidos sobrenadantes
se filtraban en columnas que contenian 1 mi de Dowex-1 formiato,

siguiendo el mismo procedimiento descrito anteriormente.
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Determinacion de glicégeno

La incorporacién de [ "C]-glucosa en glicbgeno en oocitos
en diferentes situaciones experimentales se medfa como sigue.
Después de microinyectar | ]-gl ucosa, precursor en la sintesis
de glicégeno, grupos de 4 oocitos se incubaban en |la forma
previamente descrita. Terminado el periodo de incubacién, cada

oocito era separado y colocado individualmente en un tubo de

ensayo Yy sometido a digestion con 0,5 mide KOH al 30% durante
30 min al00°. Posteriormente se agregaba a cada tubo 0,1 mi de
sulfato de sodio 2%, 40 | de una solucién de glicégeno (~50 mg

en 8 mi de H"0) y 2,1 mi de etanol 75% y se dejaba precipitar
durante la  noche. Al dia siguiente los tubos se centrifugaban
durante 10 min en wuna centrifuga clinica a velocidad méaxima. Se
descartaba el liquido sobrenadante y se dejaba secar el precipita-
do. Este se resuspendia en 2 mi de agua tibia y se agregaban 6
mi de etanol para precipitar el glicbgeno. Los precipitados se
colectaban en filtros de fibra de vidrio, se lavaban con etanol
75% vy luego se secaban bajo wuna lampara de luz infraroja. Los
filtros secos se colocaban en frascos de vidrio que contenian 5 mi

de liquido de centelleo y se media su radiactividad.

Medicién de CO2
Los tubos enlos cuales se incubaba cada grupo de oocitos

poseian un sistema de desprendimiento que conectaba los tubos de
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(Brendel y Meezan, 1974). La radiactividad presente en el CC™ se
media igual que en los casos anteriores en un espectrémetro de

centelleo liquido.
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RESULTADOS

Purificacion de hexoquinasa B

El protocolo de purificacion de hexoquinasa B de musculo de
rana ha sido el resultado de numerosos ensayos en Ilos cuales se
variaban una serie de condiciones. La enzima se encuentra en
pequefia cantidad en el tejido y es bastante inestable, razén por
la cual hubo que disefiar un procedimiento de purificacién que
fuera réapido y encontrar ademéas condiciones en las cuales la
actividad enziméatica fuera estable. Se probaron varias técnicas
cromatograficas en diferente orden, en las cuales se variaba el
pH, la fuerza iénica y el tamafo de Ilas columnas. Se estudié Ila
estabilidad de la enzima durante el proceso de purificacion en
presencia y ausencia de algunos protectores como glucosa, DTT,
monotiogl jcerol y glicerol. Se estudi6 también el efecto del inhibi-
dor de proteasas PMSF. Los resultados que se mostraran a
continuacion corresponden a un protocolo de purificaciéon para
hexoquinasa B que se ha repetido varias veces, obteniéndose

esencialmente el mismo resultado.

1. Preparacién del extracto crudo

Normalmente se procesaban alrededor de 300 g de musculo de
rana. La actividad hexoquinasica presente en el citosol (obtenido
después de homogeneizar el musculo y centrifugar) era aproximada-

mente 12 wunidades. Después de lavar el precipitado con Triton
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X-100 al 0,1% vy volver a centrifugar se obtenfa wuna actividad
equivalente a 6 wunidades de enzima. En general se obtenian como
promedio 0,07 wunidades de enzimal/g de tejido. ElI liguido sobrena-
dante total (conjunto de las fracciones con y sin Tritén) contenia
de 10 a 12 mg de proteina/ml y tenia wuna actividad especifica de

0,004 unidades/mg de proteina.

2. Cromatografia en DEAE-celulosa

Un solo pico de actividad hexoquinasica se encuentra cuando
se cromatografia en DEAE-celulosa el liquido sobrenadante prove-
niente de la centrifugaciéon de un extracto crudo de musculo de
rana. Esta actividad corresponde a la jsoenzima B, que &es la
hexoquinasa tipica del musculo (Fig. 1). En el protocolo de

purificacion se modific6 la cromatografia eliminando el gradiente



Figura 1. Hexoquinasa B: cromatografia en DEAE-celulosa. 242 mi

de citosol que contenian 9 unidades de hexoquinasa B se colocaron
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obtiene un gran aumento de la actividad especffica que normalmen-
te varfa entre 20 y 25 veces. La recuperacion de la actividad

enzimatica también es alta y corresponde a un 85-90%.
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concentracion esta lo suficientemente alejada de la que se requiere
para eluir la enzima en forma inespecffica y ademéas permite
eliminar una gran cantidad de proteinas contaminantes.

Para eluir la hexoquinasa de la columna de sefarosa-azul
por afinidad se probaron los sustratos glucosa y ATP y el

producto glucosa-6-P. No fue posible, en las condiciones que se
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Figura 3. Hexoquinasa B: cromatografia en Cibacron Blue-Sepha-
rose. 138 mi de muestra provenientes de la cromatografia en
hijdroxi lapat jta, previamente concentrada y dializada, se colocaron
en una columna de Cibacron Blue-Sepharose (1x3 cm) equilibrada
en solucién C. La muestra contenia 6,2 unidades de hexoquinasa
B. Se lavé con 20 mi de solucién C que contenia KCI 90 mM. Las
proteinas se eluyeron <con solucién C que contenia KCI 20 mM vy
ATP 5 mM. Se colectaron fracciones de 1 mi. Otros detalles como

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

en esta etapa es de 50%.

6. Filtracion en Sephacryl S-200.

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

Un resumen de los resultados del procedimiento de purifica-

cion de hexoquinasa B se muestra en la Tabla 1.

Con el objeto de conocer algunas caracterist jcas de la
hexoquinasa B de rana y compararlas con otras hexoquinasas, se
hizo una caracterizacién cinética preliminar de la enzima. Los
valores de |la para glucosa (0,100 mM) y para ATP (0,7 mM)
son similares a los obtenidos para otras hexoquinasas de musculo

de vertebrados (Wilson, 1985).

Purificaciéon de la hexoquinasa C
No fue posible obtener hexoquinasa C pura aun después de
haber ensayado numerosas técnicas usadas tradicionalmente para

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

Panel izquierdo: gel en presencia de SDS; proteinas tefiidas con
azul de Coomassie. Canal 1: 50 yg de la preparacién obtenida de
la la cromatografia en DEAE-celulosa; canal 2: 5 yg de enzima
provenientes de la filtracion en Sephacryl S-200.

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

Canal 1: tincién de proteinas; canal 2: tincion de actividad
enzimatica como se describié6 en pag. 16 . La preparacion de los

geles se describi6 en Materiales y Métodos en la pag. 18.



Etapa

1. Citosol*

2. DEAE-celulosa

3. Hidroxilapatita

4. Sefarosa-azul

5. DEAE-celulosa

6. Sephacryl S-200

Tabla 1

Purificaciéon de hexoquinasa B de musculo de

Volumen Actividad Proteina Actividad
especifica

(mi) (u/ml) (mg/ml) (U/mg)
470 0,042 9,6 0,004
176 0,038 1.7 0,022
138 0,045 0,11 0,41

8 0,317 0,065 4,88

3 0,343 0,036" 9,53

6,5 0,122 0,010 12,2

rana

Rendimiento

%)

100

34

31,5

12,7

¢Conjunto de las fracciones con y sin Tritén obtenidas después de centrifugar el

masculo

Purificacion

(veces)

98

1162

2269

2905

homogeneizado de
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para ser inyectada en conejo y obtener el anticuerpo correspondien-
te, ésta se obtuvo sometiendo una preparaciéon enzimatica semipuri-
ficada a electroforesis en geles de poliacrilamida. Los resultados
obtenidos en las diferentes etapas del proceso de purificacion se

describen a continuacién.

1. Preparacion de extractos crudos

Generalmente se procesaban alrededor de 80 g de hfgado.
Después de homogeneizar al 50% el tejido 'y centrifugar, la
actividad hexoquinasica en el citosol era de 0,3 U/ml. La activi-
dad hexoquinéasica total era igual a 30 U, lo que equivale a 0,4
U/g de tejido. Es necesario recalcar sin embargo que en hfgado
de rana la hexoquinasa C representa alrededor de un 44% de la
actividad hexoquinéasica total (la actividad remanente corresponde
a hexoquinasas B y D), por lo tanto la actividad enziméatica
correspondi ente a hexoquinasa C serfa aproximadamente 13,2 U.
La actividad especffica de esta preparacion era aproximadamente

0,011 U/mg protefna.

2. Cromatograffa en DEAE-celulosa

Cuando se cromatografia en DEAE-celulosa un extracto crudo
de hfgado de rana se obtienen 3 picos de actividad hexoquinéasica
gue corresponden a las isoenzimas C, B y D, respectivamente
(Fig. b5). Estos resultados coinciden con los comunicados por

Ureta (1976). EI primer pico corresponde a la hexoquinasa C, que
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Figura 5. Hexoquinasa C: cromatograffa en DEAE-celulosa. 78 mi

de citosol que contenian 11,9 unidades de hexoquinasa se colocaron

en una columna (2,5 x 14 cm) equilibrada con solucion D. Se

lavéo con 500 mi de la misma solucién y las proteinas se eluyeron

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

colectaron fracciones de 10 mi. La actividad enzimatica se midié

espectrofotométricamente con glucosa 0,5 mM (¢ ) o 100 mM ( o ).
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eluye a una concentracion de KCI igual a 90 mM.Esta fraccién
presenta una actividad de 0,04 U/ml , siendo la actividad total
igual a 3,5 U La actividad especificade 1la enzima en esta

etapa es de 0,0034 U/mg proteina. No se observa aumento con
respecto a la etapa anterior, apesar de que la concentracion de
proteinas de esta fracciéon es 3veces menor que la del extracto

crudo. Ello se debe a que en el extracto crudo se estd midiendo
la actividad hexoquinéasica total que incluye, ademas de hexoquina-
sa C, a las jsoenzimas B yD. Por lo tanto la actividad
especifica del extracto crudo corresponde en realidad a la activi-

dad especifica del total de hexoquinasas presentes.
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Figura 6. Hexoquinasa C: cromatografia en hidroxilapatita. 95 mi
de la preparacion proveniente de la cromatografia en DEAE-celulo-
sa, previamente concentrada y dializada, se colocaron en una
columna de hidroxilapatita (1 x 18 cm) equilibrada con solucidon
B modificada (con amortiguador fosfato 5 mM en vez de 50 mM).
La preparacion tenia 3,4 unidades de hexoquinasa C. Se lavdé con
100 mi de solucion B modificada y las proteinas se eluyeron con
fosfato en un gradiente lineal de 5 a 100 mM en la misma
solucién. Se colectaron fracciones de 3 mi. Otros detalles experimen-

tales como en la figura 1.



Tabla 2

Purificaciéon de hexoquinasa C de higado de rana

Etapa Volumen Actividad Proteina Actividad Rendimiento Purificacioén
especifica
(mi) (u/ml) (mg/ml) (U/mg) (%) (veces)
1. Citosol* 78 0,153 32 0,004 100 1
2. DEAE-celulosa 95 0,036 11 0,003 28,3 0,8
3. Hidroxilapatita 66 0,028 0,12 0,23 52,9 58
4. Sephacryl S-300 25 0,05 0,03 1,66 72 415
| 3

eLiquido sobrenadante obtenido después de homogeneizar el higado y centrifugar a 28..000 x g.
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es de 0,05 U/ml. La actividad especifica de esta fraccién es de

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

5. Electroforesis en geles de poliacrilamida

Las fracciones <con actividad hexoquinasica provenientes de
la filtracion en Sephacryl se juntaron y se concentraron por
ullrafjllrae ién en Amicon y posteriormente en Centricon. Esta
preparacién se someti6 a electroforesis en placa de poliacrilamida.
Como se describio anteriormente, se corté6 la banda de gel que
presentaba actividad hexoquinasica para ser inyectada en conejo.

La Tabla 2 muestra un resumen del proceso de purificacion

de hexoquinasa C. <

Purificacion de los sueros

Debido a la alta concentracién de proteinas existente en los
sueros, fue necesario purificar las inmunoglobulifias con el objeto
de poder microinyectar en los oocitos una concentracion de anti-
cuerpos que permitiera asegurar la inhibiciéon de la actividad
hexoqui nasica dentro de la célula. Con este procedimiento se
lograba disminuir la concentracion de proteina alrededor de 80
veces. Los sueros completos tienen aproximadamente 10 g de
proteina por 100 mi, valor que bajaba a 0,13 g/100 después de

la purificacion.
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Caracterizacion de los antisueros

De acuerdo con los protocolos correspondientes descritos en
Materiales 'y Métodos, se prepararon en conejos sueros inmunes
anti-hexoquinasa B y C de rana. Se usaron los sueros completos
o bien se purificaron las inmunoglobulinas de tipo G por cromato-
grafia en Proteina A-Sefarosa. Los antisueros se caracterizaron

mediante los procedimientos que se describen a continuacién.

1. Microinmunotitulacioén

Las curvas de titulacion obtenidas por el procedimiento
ELISA para sueros anti-hexoquinasa B, obtenidos 10 dias después
de cada inyeccion del antigeno aparecen en la figura 7. Se puede

apreciar que las curvas de titulacién de los sueros obtenidos
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—(log dilucién de suero)

Figura 7. Titulacién del suero anti-hexoquinasa B. Sueros anti-
hexoquinasa B obtenidos después de inmunizaciones sucesivas se
caracterizaron por el método ELISA (véase Materiales y Métodos,
pag. 27). Los sueros se identifican como sigue: ¢ : 2a inmuniza-
cion; A: 3a inmunizacién; ®m 4a inmunizacién; < Suero control;

V : BSA. Se usaron diluciones seriadas de los sueros.
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sugerir que el efecto se deba exclusivamente ainhibicién, ya que
la disminucion de actividad observada podria incluir precipitacién
de la enzima.

El efecto inhibidor de los sueros anti-B (obtenidos después
de tres inmunizaciones sucesivas) es mayor a medida que aumenta
el ndimero de inmunizaciones (Fig. 9). Asi por ejemplo, 10 vyl del
suero obtenido después de la cuarta inyeccion produjeron 65% de
inactivacion de la enzima, mientras que con la misma cantidad de
suero obtenido después de la segunda inyeccién se alcanz6 solamen-
te 20% de inactivacién en las mismas condiciones de ensayo. Por
esta razon todos los experimentos posteriores se hicieron con el
suero obtenido después de la UGltima inyeccién de antigeno.

La inhibicion de la actividad enzimatica por el antisuero
depende de varios factores: estado de purificacion del suero,
tiempo de incubacién del suero con el antigeno y las condiciones
en las cuales se encuentra la enzima, especialmente la presencia
o] ausencia de protectores de la actividad enzimatica en la
preparacién que se usa.

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

obtenidos después de incubar hexoquinasa B con suero completo vy
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Figura 9. Inhibicién de la actividad de hexoquinasa B por suero
anti-hexoquinasa B. Cantidades variables de sueros obtenidos
después de inmunizaciones sucesivas se incubaron con 2,3 mil de
hexoquinasa B semipurificada proveniente de la etapa de DEAE-
celulosa, en un volumen final de 0,12 mi. La incubacién se
realizé6 durante 1 h a temperatura ambiente.Después de centrifu-
gar 10 min se midié actividad enziméatica en el liquido sobrena-
dante mediante el método espectrofotométrico. Los sueros obtenidos
después de <cada inmunizacion (véase Materiales y Métodos pag.
25) se identifican como sigue: ¢ : 2a inmunizacién; a ; 3a inmuni-

zacién; ®m : 4a inmunizacién. 0: suero control.
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Figura 10. |Inhibiciébn de la actividad de hexoquinasa B por suero
anti-hexoquinasa B: efecto de la purificacion del suero. Cantida-
des variables de suero o de IgG purificadas (5-100 yl) se
incubaron con 2,7 o 2.4 mil de hexoquinasa B semipurificada
proveniente de la etapa de hidroxi lapatita en un volumen final
de 0,4 mi. La incubacién se realizé durante 30 min a 30° y 18 h

a 4o0. Después de centrifugar 10 minse midi6 actividad enzimatica

en el liquido sobrenadante mediante el método espectrofotométrico.
Los sueros inmunes se identifican como sigue, a : IgG purificadas
en Protein A-Sepharose CL-4B; y suero completo. 0 : suero control.

La abscisa se expresa como el cuociente entre la cantidad de
suero y la actividad enzimatica, para compensar las diferencias

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

En la figura 11 se muestra la desaparicion de la actividad
de hexoquinasa B en dos condiciones de incubacién. Se observa
que con 50 pl del antisuero se alcanza wuna inactivacién del 50%
cuando la incubaci6én se realiza durante 30 min a 30°. Si |la
incubacion se continta durante 18 h a 40 se logra la inactivacion
completa de la enzima.

Algunos protectores de la actividad enzimatica que se usaban
de rutina durante la purificacion de la .enzima influyen en la

inmunoi nactivacion de hexoquinasa B (Fig. 12). La enzima sin
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Figura 11. Inhibicion de la actividad de hexoquinasa B por
suero-hexoquinasa B en diferentes condiciones de incubacidn.

Cantidades variables de 1IgG purificadas se incubaron con 2,7 muU

de hexoquinasa B sernipurificada proveniente de la etapa de
hidroxi lapatita en un volumen final de 0,4 mi. Las incubaciones
para el suero inmune fueron como sigue: v : 30 min a 30° ; A 30
min a 30° y 18 h a 40 . < : suero control en ambas condiciones.

Después de centrifugar 10 min se midié actividad enzimatica en el

liguido sobrenadante mediante el método espectrofotométrico.
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Figura 12. Inhibicion de la actividad de hexoquinasa B por suero
anti-hexoquinasa B: efecto de protectores de la actividad enziméati-

ca. Cantidades variables de suero completo (entre 5 y 100 yl) se

incubaron con 1,5 0 1,7 mil de hexoquinasa B semipurificada
proveniente de la etapa de hidroxi lapatita en un volumen final
de 0,2 mi. La incubacién se realizé durante 30 min a 30° y 18 h

a 4o0. Después de centrifugar 10 min se midié actividad enzimatica

en el Ifqguido sobrenadante mediante el método espectrofotométrico.
La enzima utilizada se identifica como sigue: y ! enzima con
protectores de actividad (glucosa y glicerol); A: enzima en

ausencia de protectores. 0 : suero control.
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lograr wuna inhibicion apreciable fue necesario dializar la prepara-
ciobn enzimatica que se usaba <contra un tampdén sin protectores.
Con esta preparacion se alcanzaba un 95%- de inhibicién de la
actividad <con 25 yl de suero por mil de enzima. En cambio, al
usar la enzima protegida, la misma cantidad de suero soélo
producia un 20% de inactivacién (Fig. 13), la que aumentaba al
50% con 70 yl de suero. Mayores cantidades de suero (100 o 125 yl
por mU de enzima), no aumentaron la inactivacién. Como se puede
ver, el efecto protector de glucosa y glicerol frente a la
inactivacion por el suero es mucho mas importante para hexoquina-
sa C que para hexoquinasa B. En la figura 14 se ilustra el
efecto de dos condiciones de incubacién sobre la inactivacién de
hexoquinasa C por el antisuero correspondiente. Cuando la incuba-
cion se realizaba durante 30 min a 30° la actividad enzimatica
remanente era 30% de la actividad original, valor que se alcanza-
ba con 75 vyl de antisuero. Si la incubacidn se prolongaba
durante 18 h a 40 la actividad remanente era 5% de la actividad

original .

3. Reactividad inmunoldégica cruzada de hexoquinasas B y C
El enfoque experimental planteado en este trabajo para

abordar el estudio de las vias de utilizacién de glucosa en- los
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Figura 13. Inhibicion de la actividad de hexoquinasa C por suero
anti-hexoquinasa C: efecto de protectores de la actividad enzimati-

ca. Cantidades variables de suero (entre 10 vy 150 yl) se
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i\ de suero

Vv

Figura 14. Inhibiciébn de la actividad de hexoquinasa C por suero
anti-hexoquinasa C en diferentes condiciones de incubacién. Canti-
dades variables de suero purificado se incubaron con 4,2 mU de
hexoquinasa C semipurificada proveniente de la etapa de hidroxil-

apatita en un volumen final de 0,4 mi. Las incubaciones para el

suero inmune fueron como sigue: v: 30 min a 30°; a: 30 min a
30° y 18 h a 4o0; 0: Suero control. Después de centrifugar 10 min
se midié la actividad enzimatica en el Ifguido sobrenadante

mediante el método espectrofotométrico.
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oocitos se basa en lainmuno-inhibicion selectiva dela actividad
de las dos hexoquinasas presentes en estas células. Por Ilo tanto,
una caracteristica esencial exigida a los antisueros era la ausen-
cia de reaccién cruzada con respecto a la inactivacion. En otras
palabras, el suero anti-B sd6lo deberia inactivar a la hexoquinasa
B y no a la isoenzima C. Consecuentemente, anti-C sélo deberia
inactivar a la hexoquinasa C y no a la hexoquinasa B. Tal
condicion se cumple, ya que no existe reaccién cruzada entre las
hexoquinasas con respecto a pérdida de la actividad enzimatica
en presencia de los antisueros respectivos. La hexoquinasa B solo
es inactivada por el suero anti-B, no siendo afectada su actividad
por el suero anti-C (Fig. 15). De igual manera, la hexoquinasa C
se inactiva cuando seincuba con suero anti-C, perosu actividad
permanece inalterada en presencia de suero anti-B.

Sin embargo, se detecta reaccién <cruzada para ambas enzi-
mas cuando se realiza el ensayo ELISA (Fig. 16). Elsuero anti-B
reconoce tanto a hexoquinasa B como a hexoquinasa C, pero la
cantidad de suero requerida para reaccionar con la jsoenzima C
(dilucion 1/8) es mucho mayor que la que se requiere para
reaccionar con B (dilucién 1/256). Asimismo, el suero anti-C
también reconoce a ambas hexoquinasas, pero el titulo para la
isoenzima C se alcanza con el suero diluido 8192 veces mientras

que para hexoquinasa B se requiere una dilucién de 32 veces.
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Figura 15. Especificidad de la inhibicion de hexoquinasas B y C
por los antisueros respectivos. Cantidades variables de suero
anti-hexoquinasa B o anti-hexoquinasa C se incubaron con cantida-
des fijas de hexoquinasas B o C semipurificadas provenientes de
la etapa de hidroxi lapatita en un volumen final de 0,4 mi. La
incubacién se realizé6 durante 30 min a 30° y 18 h a 4o0. Después
de centrifugar 10 min se midié actividad enzimatica en el liquido

sobrenadante mediante el método espectrofotométrico.

Panel izquierdo: efecto del suero anti-hexoquinasa B sobre hexoqui-
nasa B: A (2,7 mil, con protectores de la actividad enzimdatica) vy
hexoquinasa C: + (3,2 mil, sin protectores de actividad)

Panel derecho: efecto del suero anti-hexoquinasa C sobre hexoquina-

sa C: + (3,9 mil) y hexoquinasa B: a (2,9 mil). < : suero control.
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Figura 16. Reaccién inmunolégica cruzada de hexoquinasas B y C.
Se probé la reactividad inmunolégica de los sueros anti-hexoquina-
sa B y anti-hexoquinasa C con las isoenzimas B y C mediante el
método ELISA (véase Materiales y Métodos, pag. 27). Se usaron
diluciones seriadas de Ilos sueros provenientes de la daltima inmuni-
zacion.
Panel izquierdo: suero anti-hexoquinasa B. Panel derecho: suero

anti-hexoquinasa C. Hexoquinasa B: A ; hexoquinasa C: -
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Condiciones apropiadas para el funcionamiento de los oocitos.

El objetivo central de esta parte del trabajo fue estudiar el
posible efecto de la microinyeccion de sueros anti-hexoquinasas B
y C sobre las vfas de utilizaciéon de glucosa en oocitos. Por lo
tanto era muy importante encontrar las mejores condiciones experi-
mentales en las cuales los oocitos utilizaran glucosa radiactiva
para incorporarla en CO” y glicégeno, productos de las dos vfas
de utilizacion de glucosa presentes en estas células (Ureta vy
Radojkovic, 1985). Serequeria, por ejemplo, que la temperatura vy
el tiempo de preincubacién fueran los adecuados para la difusién
de los sueros en el interior de las células. Era también necesario
demostrar que la perturbacién mecéanica producida al inyectar los
oocitos no afectaba la incorporacién de glucosa y averiguar,
finalmente, si la mejor incorporacién del azlcar se obtenia ponien-
do la  glucosa en el medio externo en que se incubaban los
oocitos 0 microinyectandola después de haber preincubado las
células con el antisuero. Los resultados obtenidos en este tipo de

experimentos se detallan a continuacion.

1. Influencia de la perturbacién mecanica producida por la
microi nyeccién.

Se midi6 la incorporacion de radiactividad proveniente de [ U-
AC]l]-glucosa en CO» y en glicbgeno en ©oocitos aislados que
fueron preincubados en solucion Barth durante tiempos variables

a temperatura ambiente. Una vez cumplido el tiempo de preincuba-
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cion los oocitos fueron microinyectados con solucidn Barth y

grupos de 4 oocitos se colocaron en tubos que contenian solucidon
14 7 . .

Barth con | CJ-glucosa 2 mM y después de tiempos variables se

midi6 el CO» y el glicbgeno como se describi6 en Materiales vy

Métodos. Los controles eran oocitos preincubados en las mismas
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Figura 17. Incorporacién de [~C]glucosa en oocitos: efecto de la
perturbacién mecanica producida por la microinyeccién. Grupos de
4 oocitos se preincubaron durante tiempos variables a temperatura
ambiente en solucion Barth que contenia [ U-"C ]Jglucosa 2 mM. La
incorporacion de glucosa en glicogéno se midi6 en oocitos individua-
les como se describi6 en Materiales y Métodos. Las condiciones de
los oocitos fueron las que siguen. Simbolos vacios: oocitos sin
microinyecciéon; simbolos llenos: oocitos microinyectados con 50 ni
de soluciéon Barth. Los tiempos de preincubaciéon fueron los siguien-

tes, en horas:om : O0;u : 2; am: 4:04 : 20.
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2. Efecto de! tiempo de preincubacion.

Oocitos recién separados del ovario de la rana se colocaron
en vasos con solucién Barth y se incubaron durante tiempos
variables. A estos periodos se les llamé "tiempo de preincubacién”.
Para cada tiempo elegido, la preincubacién se hizo con grupos de
oocitos a temperatura ambiente y a 4o. La incorporacién de
radiactividad en glicbégeno en general disminuye a medida que
aumenta el tiempo de preincubaci6on (Fig. 18). La marca incorpora-
da durante 1 h por oocitos que fueron preincubados 4 h a 40 en
solucién Barth fue casi 5 veces menor que la jncorporaciéon en el
mismo tiempo en oocitos que fueron preincubados durante 1 hora a
temperatura ambiente. Por otra parte es notable la influencia que
tiene la temperatura a la cual se hace la preincubacion. En
todos los casos en los cuales la preincubaciéon se hizo a temperatu-
ra ambiente la sintesis de glicbgeno fue muy baja. Por ejemplo,
cuando se preincubaron las células durante 1 h a temperatura
ambiente, la marca incorporada en glicébgeno fue sé6lo un 15% del
valor que se obtuvo cuando la preincubacion se hizo durante el
mismo tiempo a 4o0. Si la preincubacion a temperatura ambiente se
prolonga durante 4 h, la incorporac ion de radiactividad en
glicbgeno es cero, como se vio también en la figura 17.

La produccién de CO" también era afectada por el tiempo de
preincubacién y por la temperatura a la cual ésta se realizaba,

pero en menor grado que la sintesis de glicéogeno. Asi por
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Figura 18. Incorporacion de[14C]qucosa en oocitos: efecto del

tiempo de preincubaciéon a diferentes temperaturas. Grupos de 4

oocitos se preincubaron en solucién Barth que contenfa [U-~C] glu-

cosa 2 mM durante tiempos variables a temperatura ambiente y a

40. Se midi6 la incorporacion de glucosa en glicégeno y CC~A. Las

condiciones de preincubacion fueron las que siguen. Simbolos
vacios: temperatura ambiente; simbolos llenos: 4o0. Los tiempos de
2:40 : 4.

preincubacién fueron Ilos siguientes, en horas:AA: 1;
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ejemplo, cuando el tiempo de preincubacién aumentaba de 1 a 2 o
4 h, la incorporacion de marca en CO” disminuia. De igual modo,
la radiactividad presente en CCA disminuia un poco méas de la
mitad cuando los oocitos se preincubaban a temperatura ambiente
con respecto a los que fueron preincubados a 40, a cualquier

tiempo de preincubac iéon de las células.

3. Comparacion de las formas de administracién de la glucosa
. . 14 .
En los experimentos anteriores la [~ C]glucosa se colocd en
el medio donde se incubaban los oocitos. En cambio, al microinyec-

tar la glucosa en los oocitos, aun después de 4 h de preincuba-

cion, hubo una gran jncorporacién de glucosa marcada en glicége-
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Figura. 19. Microinyeccion de i14CJqucosa en oocitos. Grupos de
4 oocitos fueron inyectados con 3 nmoles de [U-14CJqucosa que
contenian alrededor de 50.000 cpm. Las células se preincubaron
durante 4 horas a temperatura ambiente a 4o0. Se midio la
incorporacion de glucosa en glicbgeno y CC”. Las condiciones de
preincubaciéon fueron las que siguen. Simbolos vacios: temperatura

ambiente; simbolos Illenos: 4o0.
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14

microinyectados con | CJ -glucosa; se dejaron en incubacién 1 h

antes de medir la incorporacion de marca en glicbgeno y en COA.

Actividad hexoquinasica de los oocitos

Las hexoquinasas catalizan la primera reaccion de la utiliza-
cién de glucosa en las células. En oocitos de rana se han
descrito 2 jsoenzimas que corresponden probablemente a las hexo-
guinasas B y C (Radojkovic y Ureta, 1982). Como se describié
anteriormente, los sueros anti-hexoquinasa B y anti-hexoquinasa
C se prepararon usando como antfgenos las enzimas de musculo e

higado de la rana, respectivamente. Por lo tanto era indispensable

saber si los antisueros reconocerian a las hexoquinasas de los
oocitos. Ello implicé medir la actividad de las enzimas en estas
células, y estudiar el reconocimiento de ellas por los antisueros
correspondi entes. Se midi6 la actividad hexoqui nasica total en

liquidos sobrenadantes provenientes de la <centrifugacién de un

homogeneizado de células y en oocitos intactos.

1. Actividad hexoquinasica in vitro.

La medicién de actividad hexoquinasica ijn vitro en extractos
crudos de oocitos es dificil, en parte por los bajos niveles de
actividad y en parte porque la homogeneizacion de las células
produce extractos muy densos y acidos. Después de varias pruebas
se logré6 una preparacion adecuada mediante el control del pH

durante la homogeneizacion y la obtencion del liquido sobrenadante
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(ver Medicién de la actividad hexoquinasica en oocitos, pag. 30 ).
El liguido sobrenadante se diluyd alrededor de 25 veces en el
medio de incubacién para lograr una buena fosforilacién de | a 2-
desoxiglucosa. La actividad se midié6 con 2-desoxiglucosa marcada
para poder compararla con la actividad hexoquinéasica de oocitos
intactos. La reaccién es lineal enel tiempo al menos hasta los
60 min (Fig. 20) y en estas condiciones la actividad hexoquinasica
es de 120 pmoles de 2-desoxiglucosa-6-P/min/ooci to. Cuando la
actividad se mide espectrofotométricamente se obtiene la transforma-
cién de 700 pmoles de glucosa/min/oocito.

Cuando se cromatograffa el liquido sobrenadante en una
columna de DEAE-celulosa, seobtiene un pico que representa
aproximadamente el 95% de la actividad hexoquinasica del oocito
y una segunda fraccidn gue no siempre se separa bien de la
primera (Fig. 21). Estas son las formas que corresponderian a

las hexoquinasas C y B, respectivamente.

2. Actividad hexoquinasica in vivo.

La actividad hexoquinasica presente en oocitos intactos se

midi6 cuantificando el producto de la reaccion, 2-desoxiglucosa-
-6-P, después de haber microinyectado los oocitos con | Cj-2-deso-
xiglucosa. Antes de la microinyeccién del sustrato marcado Ilos

oocitos se preincubaron a temperatura ambiente durante tiempos
variables. En la figura 22 aparece la curva de progreso para
esta reaccién. Como se puede ver, la reaccién no es lineal en el

tiempo, cosa que no ocurria con el sistema jn vitro. Ello podria
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Figura 21. Hexoquinasas de oocitos: cromatograffa en DEAE-celulo-
sa. El liquido sobrenadante proveniente de la centrifugacion de
un homogeneizado de 600 oocitos (ver pag. 30) se colocé en wuna

columna de DEAE-celulosa de 8 mi equilibrada en amortiguador

Hepes a pH 7,5. Se lavé con 40 mi de amortiguador y las
proteinas se eluyeron con KCI en un gradiente lineal de 0 a 0,35
M en el mismo amortiguador. La actividad enzimatica de las

fracciones se midi6 por el método radiactivo descrito en la pag.
30 excepto que se us6 [ "CJglucosa 0,5 mM como sustrato. La

flecha 1 indica el comienzo del gradiente.
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Figura 22. Actividad hexoquinasica en oocitos: medicibn ~n vivo.
Grupos de 4 oocitos se preincubaron durante tiempos variables en
solucién Barth a temperatura ambiente y después se microinyecta-
ron con 50 ni de [ UC]2-desoxjglucosa que contenia alrededor de
50.000 cpm. Las células se incubaron durante tiempos variables
en solucién Barth a temperatura ambiente. La incorporacién de
radiactividad en [~"C] 2-desoxiglucosa-6-P se midié6 por el método
radiactivo descrito en Materiales y Métodos, péag. 30 . Los tiempos

de preincubacién fueron como sigue, en horas, e : 0; ~ : 0,5;

A 1 0O: 2.
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deberse, entre otras razones, a inactivacioéon de la enzima 0
agotamiento del ATP jntracelular disponible para la reaccién. De
estos experimentos se pudo calcular que en los oocitos intactos la
produccion de I Cl-2-desoxi-gl ucosa-6-P era de 40 a 50
pmoles/min/oocito en los primeros 10 min, que es aproximadamente
la mitad del valor encontrado en los experimentos in vitro. Es
interesante notar también que la preincubaciéon a temperatura
ambiente de los oocitos no afecta la producciéon de 2-desoxiglucosa-

6-P, alun cuando este periodo se prolongue hasta 2 h.
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El efecto de los sueros también se estudio usando los
conjuntos de fracciones con actividad enzimatica provenientes de
la cromatograffa de DEAE-celulosa, que correspondian supuestamen-
te a las hexoquinasas B y C del oocito. ElI suero anti-hexoquinasa
C purificado producia 70% de inactivacién de la primera fraccion.
La actividad hexoquinasica de esta misma fraccion no era alterada
en cambio por el suero anti-hexoquinasa B (Fig. 23). No fue
posible investigar el efecto de los antisueros sobre la segunda
fraccion (supuestamente hexoquinasa B) que se obtenia de la
columna de DEAE-celulosa, ya que la actividad hexoquinasica de

ella era muy poca e inestable.

2. Estudios jn vivo

El efecto de los anticuerpos sobre la reaccién hexoquinéasica
se estudié6 microinyectando las inmunoglobulifias en los oocitos v,
después de 2 h de preincubacién, microinyectando [AfC]-2-desoxi glu-
cosa. ElI producto de la reaccion, 2-desoxjglucosa-6-P, se separé
en columnas de Dowex-1-formiato como se describi6 anteriormente.
En los oocitos microinyectados con anticuerpos anti-hexoquinasa C
se obtenia 30 a 40% de inhibicién de la produccién de 2-desoxiglu-
cosa-6-P. No fue posible detectar inhibicidn de la actividad
hexoquinéasica en los oocitos microinyectados con anticuerpos anti-
hexoquinasa B. Asi por ejemplo, la producciéon de 2-desoxiglucosa-
6-P era 690 pmoles en 30 min en oocitos microinyectados con IgG

control. En cambio, los oocitos microinyectados con anticuerpos
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Figura 23. Inhibicion de la actividad de hexoquinasa C de
oocitos por suero anti-hexoquinasa C. Cantidades variables de
IgG purificadas se incubaron con 0,6 miu de hexoquinasa semipuri-
ficada de oocitos proveniente de la primera fraccién obtenida en
la cromatografia de DEAE-celulosa. La incubacién se hizo en un
volumen final de 0,24 mi durante 2 h a temperatura ambiente.
Después de centrifugar 10 min se midié actividad enzimatica en el
liquido sobrenadante mediante el método espectrofotométrico. Se
usaron las 1gG que se indican: =« : anti-hexoquinasa C; a

anti-hexoquinasa B; <> control.
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anti-hexoquinasa C producian 470 pmoles de 2-desoxjglucosa-6-P.
Estos valores son el promedio de dos determinaciones en grupos
de 4 oocitos.

Los resultados de estos experimentos indican claramente que
en los oocitos existe hexoquinasa C cuya actividad es inhibida jn
vivo e jn vitro por las inmunoglobulinas antj-hexoquinasa C. Por
el contrario, no es posible asegurar la existencia de la jsoenzima

B en estas células.

Efecto de la microinyeccion de anticuerpos anti-hexoquinasas B vy
C sobre la incorporacién de glucosa en glicobgeno y CCA .

Como ya se mencion6 anteriormente, él objetivo central de
este trabajo era investigar el efecto jn vivo de los anticuerpos
anti-hexoquinasas B o C sobre las vias de utilizacién de glucosa
presentes en los oocitos. Con esta intenci6n, varios grupos de
oocitos fueron microinyectados con aproximadamente 50 ni de inmu-
noglobulina control, anti-hexoquinasa B o anti-hexoquinasa C.
Después de un periodo de preincubacién de 2 h a temperatura
ambiente, se microinyectaron todos los oocitos con |r14Cj-qucosa.
Luego, grupos de 4 oocitos se dejaron incubando 1 h a temperatu-
ra ambiente con agitacion para medir posteriormente la incorpora-
cion en glicobgeno y COA.

El anticuerpo anti-hexoquinasa C provoca una inhibicién

drastica de la incorporacién de marca en el glicbgeno, inhibicidn
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que llega a 70-80% en 1 h de incubacién (Fig. 24). EI anticuerpo
anti-hexoquinasa B, en cambio, no tiene efecto sobre la sintesis
de glicogeno, siendo los valores de incorporacion iguales a Ilos
obtenidos en oocitos microinyectados con IgG control. Ninguno de
los anticuerpos afecta claramente la incorporacion de glucosa en
CO”~. Sin embargo, es posible apreciar que en Ilos oocitos micro-
inyectados con anticuerpos antj-hexoquinasa C, desaparece el perio-
do de latencia que se observa para la incorporaciéon de marca en
CC~. Esta fase de retardo para dicha incorporaciéon es caracteristi-
ca de todos los experimentos en los <cuales se ha medido Ila
producciéon de CC” a partir de intermediarios marcados (comunica-
cion personal Dr. Tito Ureta).

La desaparicion de la fase de retardo se ve también
claramente en otro experimento en el que se comparan oocitos
inyectados con anticuerpos anti-hexoquinasa C con oocitos inyecta-
dos con 1gG control (Fig. 25).

Los datos numéricos sobre el efecto del anticuerpo anti-
hexoquinasa C se muestran en la Tabla 3. Los experimentos 1 y 2
corresponden a las figuras 24 y 25, respectivamente.

Los experimentos de microinyecciéon de anticuerpos muestran
que la hexoquinasa C solo participa en la via que sintetiza
glicobgeno. Este resultado sugiere que en las dos vias que wutilizan

glucosa en el oocito participarian jsoenzimas diferentes para
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Figura 24. Efecto de la microinyeccion de anticuerpos anti-
hexoquinasas B y C sobre la sintesis de glicogéno y CCA. Grupos
de 4 oocitos se microinyectaron con 50 ni de 1IgG y se preincuba-
ron en solucién Barth a temperatura ambiente durante 2 h.
Seguidamente se microinyectaron con 3 nmoles de [ U-~C] glucosa
(aproximadamente 50.000 cpm) y se incubaron durante tiempos

variables en solucién Barth a temperatura ambiente. Se midi6 Ila

incorporac ién de 14(: proveniente de glucosa radiactiva en glicége-
no y CO™ (pag. 33). Los anticuerpos inyectados se identifican
como sigue. . anti-hexoquinasa C; A: anti-hexoquinasa B; 0O
IgG control. Los resultados son el promedio de determinaciones en

5-7 oocitos + E.S.
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Figura 25. Efecto de la microinyeccion de anticuerpos anti-
hexoquinasa C sobre Ila sintesis de glicbgeno y CC”. Grupos de 4
oocitos se microinyectaron con 50 ni de 1gG y se preincubaron en
solucién Barth a temperatura ambiente durante 2 h. En seguida
se microinyectaron con 3 nmoles de [ U-~C] glucosa (aproximada-
mente 50.000 cpm) y se incubaron durante tiempos variables en
solucién Barth a temperatura ambiente. Se midié la incorporacién
de 1é proveniente de glucosa radiactiva en glicbgeno y CCA
(pag. 33)- Los anticuerpos inyectados se identifican como sigue.
e : anti-hexoquinasa C; O : 1gG control. Los resultados son el

promedio de determinaciones en 4-5 oocitos + E.S.



Tabla 3

Incorporacién de [14C Jglucosa en glicégeno en oocitos microinyecta-
dos con anticuerpos anti-hexoquinasa C*

t: tiempo de incubacién en minutos

n: numero de oocitos

*: Las técnicas de microinyeccién y de determinacién de glicégeno
fueron descritas en Materiales y Métodos. EI glicégeno se mididé en

oocitos individuales y los resultados se expresaron como pmoles de

.14
| C Jglucosa incorporados por oocito en 30 o 60 minutos + ES.
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DISCUSION

los &acidos urdénicos. La reaccibn de fosforilacién es catalizada

por enzimas denominadas hexoquinasas (E.C. 2.7.1.1):

D-glucosa + MgATP >- D-glucosa-6-P + MgADP + H+
En un gran nimero de organismos existen isoenzimas o
formas moleculares multiples de la enzima. Poco después del

reconocimiento de la existencia de dos isoenzimas fosfori lantes de

glucosa en el higado de rata (DiPietro et al .. 1962; Walker,
1963; Vihuela ej a)., 1963), Gonzalez 'y colaboradores (1964)
separaron de la misma fuente cuatro isoenzimas, las que denomina-

ron A, B, C y D de acuerdo al orden de elucion de una columna
de DEAE-celulosa. Se les Illama también I, I, 11 y IV de
acuerdo con su migracion electroforética (Katzen et al .. 1965).

Las cuatro hexoquinasas presentan diferente distribuciéon tisu-
lar, variando también el tipo de isoenzimas gue aparece en
diferentes organismos en un mismo tejido. Las isoenzimas A, B vy
C tienen valores de bajos para glucosa (30-150 yM) vy peso

molecular de aproximadamente 100.000 daltons. La jsoenzima D en
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cambio, tiene una alta «mpara glucosa (6 mM), un peso
molecular aproximado de 50.000 daltons, y se la encuentra solamen-
te en hfgado y péancreas. La isoenzima C presenta inhibiciéon por
glucosa.

En anfibios no se han encontrado las cuatro isoenzimas
coexistiendo en el mismo tejido. En hfgado se dan dos perfiles de
hexoquinasas: A, By D o C By D , nunca coexisten A y C. En
el musculo, para la gran mayorfa de las especies analizadas Ila
Unica jsoenzima presente es hexoquinasa B (Ureta 1976, Ureta et
al .,1978).

Las propiedades de las hexoquinasas de vertebrados han

sido revisadas extensamente por Ureta (1975, 1982).

Purificacién de hexoquinasas B y C de rana

Se han purificado a homogeneidad las siguientes enzimas,
todas de rata: hexoquinasa A de cerebro (Chou vy Wilson, 1972),
hexoquinasa Bde mdusculo (Holroyde y Trayer, 1976; Qadri e
Easterby, 1980) yhexoquinasa D o glucoquinasa de__hfgado (Holroy-
de et__ 1976) y de péancreas (Meglasson et a 1983). Se

purificé también a homogeneidad la glucoquinasa de hfgado de

perro (Maccioni y Babul, 1980). La purificacion de hexoquinasa C
ha tenido serias dificultades, ‘'principalmente debido a que esta
jsoenzima existe en muy pocos tejidos y, cuando esta presente, la

cantidad es muy pequefia. Sin  embargo, algunos autores han
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comunicado la purificacién de la enzima a homogeneidad en
hfgado de rata (Wright et al., 1978), en eritrocitos de cerdo
(Stocchi et al., 1983) vy recientemente Radojkovic y Ureta (1987)

purificaron simultaneamente las hexoquinasas B y C de hepatoma
de Novikoff.
Con respecto a las hexoquinasas B y C de rana no existfa

hasta este momento un protocolo de purificacién para ninguna de

ellas. Intentos para unir hexoquinasa B de rana a sefarosa-gluco-
samina segln el procedimiento descrito por Holroyde 'y Trayer
(1976) para la enzima de muUsculo de rata, no prosperaron. Se

traté también de repetir el disefio propuesto por Qadri y Easterby
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se eluye de la columna con ATP 5 mM, en las mismas condiciones
gue las descritas para la isoenzima de rana.

La preparacion final de hexoquinasa B de muisculo de rana
obtenida por nosotros fue purificada 2900 veces con un rendimiento
de 5%. Tiene wuna actividad especifica que varia entre 12 y 18
U/mg deproteina. Este valor es notoriamente mas bajo que los
qgue se obtienen para las hexoquinasas de miuisculo de rata (210 a
120 U/mg segun los autores citados) o de hepatoma (86 U/mg).
Ello podria deberse por un lado, a que se parte con una
actividad especifica 10 veces mas baja que en Ilos casos menciona-
dos. Ademéas, la enzima es muy Ilabil y se inactiva facilmente.
Por otra parte, la baja actividad especifica de la enzima de
musculo de rana podria ser caracteristica de la especie.

En relacién a la hexoquinasa C, se probaron las técnicas
convencionales para purificacion de proteinas que se usan habitual-
menteen nuestro laboratorio, en diferentes condiciones y en
distinto orden. Sin embargo la fraccién mas purificada presentaba
normalmente 6 a 8 bandas de proteina en geles de poliacrilamida.
Como se requeria en forma urgente la enzima homogénea para la
preparacién de anticuerpos, se decidi6 concentrar la enzima prove-
niente de Sephacryl (purificada 400 veces y con wuna actividad
especifica cercana a 2 U/mg proteina) y someterla a electroforesis
preparativa en gel de poljacrilamida. Se corté la banda del gel
que correspondia a la hexoquinasa C y se us6é para la obtencion

del anti-suero correspondiente (ver Materiales y Métodos, péag. 24).
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La purificacién de hexoquinasa C de rana es, por lo tanto,
un problema no resuelto. Con la idea de encontrar alguna
condicion para una etapa de cromatograffa de afinidad, se ensayo
la metdéddica propuesta por Stocchi y colaboradores (1983) para Ila
purificacion de hexoquinasa C de eritrocitos de cerdo. De esta
manera, se pudo unir la isoenzima C de higado de rana a
sefarosa-N-hexanoj Iglucosamina. Las condiciones para eluir la enzi-
ma de rana de la matriz son ligeramente distintas a las descritas
para la hexoquinasa de eritrocito. Esta etapa de purificacion
aumentd 20 veces la actividad especifica de wuna preparacién de
hexoquinasa C de rana proveniente de una cromatografia en
DEAE-celulosa. Por lo tanto existen buenas perspectivas para
intentar la purificacion de la enzima como proyecto futuro.

Los valores que aparecen en la tabla de purificacién para
hexoquinasa C (Tabla 2, pag. 49 ) se muestran sdélo como ejemplo
del procedimiento, puesto gue para calcularlos se han hecho
varias suposiciones. Asi por ejemplo, como en el citosol se mide
la actividad hexoquinasica total del higado, |la actividad corres-
pondiente a hexoquinasa C se estim6 suponiendo que ella represen-
ta un 40% de la actividad total. Por otra parte, la hexoquinasa
C presenta inhibicién por el sustrato glucosa, de tal manera que
los valores de actividad obtenidos durante todo el proceso debie-

ran multiplicarse al menos por un factor de 2.
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Caracterizacion jnmunolégica de las hexoquinasas B y C de rana

El suero anti-hexoquinasa B se preparé inyectando un conejo
con la hexoquinasa homogénea obtenida por el protocolo descrito
en este trabajo. La obtencién del suero anti-hexoquinasa C merece
un comentario especial puesto que, al no contar con la enzima
homogénea, se us6 como antfgeno la banda del gel de poliacrilami-
da que tenia la actividad hexoquinasica. Se intentdo eluir Ila
enzima de la tajada del gel de acuerdo con la técnica descrita
por Braatz y Me Intire (1977) que consiste en someter las tajadas
de gel que contienen la enzima a wuna electroforesis reversa. Sin
embargo, el rendimiento obtenido fue muy bajo. Se optdé entonces
por inyectar la hexoquinasa incluida en el gel, como se describio

anteriormente.

1. Reconocimiento de hexoquinasas B y C por los antisueros
respectivos.

Los sueros anti-hexoquinasas B y C son inhibidores de Ia
actividad de las enzimas, pero dada la naturaleza policlonal de
ellos, no sabemos si la inactivacién se produce por interaccién
de anticuerpos con el sitio activo, con regiones adyacentes a él o
con otras regiones de la proteina.

La wunién de Ilos sueros a las enzimas se midié por ELISA.
Los titulos (valor que corresponde a la dilucién de suero con la

cual se alcanza la mitad de la absorbancia maxima) obtenidos
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por esta técnica fueron 1.024 para el suero anti-hexoquinasa B y
16.384 para el suero anti-hexoquinasa C. Este resultado indica
que si el antfgeno esta inmovilizado en fase so6lida, el suero
anti-hexoquinasa C es mas potente que el suero antij-hexoquinasa
B. Sin embargo, Smith y Wilson (1986) han comunicado que cuando
la hexoquinasa A de cerebro de rata se adhiere a la placa de
ELISA se desnatura en alto grado. Por lo tanto, al usar esta
técnica se miden de preferencia aquellos anticuerpos que reconocen
a la enzima desnaturada. Es posible, por Ilo tanto, que el suero
anti-hexoquinasa C esté reconociendo esencialmente hexoquinasa C
desnaturada. Smith y Wilson proponen una modificacion del método
ELISA que mantiene a la enzima en conformacién nativa. Seria
interesante caracterizar nuestros sueros por ambos métodos, en
primer lugar para ver si hay diferencia en los titulos que se
obtienen, y luego, Si las hubiere, ver si ellas dicen algo en
cuanto a la composicion de los antisueros, vale decir, si existe
preferencia por la enzima desnaturada o nativa.

Al medir el efecto de los anti-sueros sobre la actividad
enzimatica de las hexoquinasas By C, se encontré que el suero
anti-hexoquinasa B es mejor inactivante que el anti-hexoquinasa
C. En condiciones de ensayo similares, wusando suero completo vy
enzima sin protectores de la actividad, 25 yl de suero anti-hexo-
guinasa C por mU de enzima inhiben la actividad de hexoquinasa

C en un 95%. En cambio hexoquinasa B se inhibe un 100% con
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menos de 1 yl de suero antj-hexoquinasa B por mU de enzima.

Estos resultados concuerdan con la idea discutida anteriormen-
te de que el suero anti-hexoquinasa B estaria compuesto por un
mayor porcentaje de inmunoglubulifias dirigidas <contra la enzima
nativa, mientras que en el suero anti-hexoquinasa C estarian en
mayor numero aquellas que reconocen mejor la.enzima desnaturada.

Un hecho interesante de recalcar es la marcada proteccion
de glucosa y glicerol sobre la actividad de las hexoquinasas en
presencia de los sueros. Este efecto es especialmente notorio en la
inactivacion de la jsoenzima C; no es posible sobrepasar el 50%
de pérdida de actividad en presencia de los protectores aun con
grandes cantidades de suero. Para hexoquinasa B, en presencia
de los protectores queda siempre wuna actividad remanente de 20%.
Este efecto podria explicarse ya sea porque hay anticuerpos que
se unen al sitio activo, unién que seria impedida por el sustrato
glucosa, o bien el sustrato podria impedir cambios conformadona-
les que se producen en la enzima por wuni6én del anticuerpo a
otras regiones de la proteina. Resultados similares se han obtenido
en alcohol-deshidrogenasa (Fuller y Marucci, 1971) y en hexoqui-
nasa A de rata (Wilson, comunicacion personal). Con respecto al
glicerol, éste es un muy buen protector de la actividad hexoquina-
sica, razoéon por la cual se agregaba siempre a las preparaciones
ademas de glucosa. Por lo tanto no sabemos si glicerol tiene

algin efecto en la inactivacion producida por Ilos sueros, o si el



94

cruzada con la otra hexoquinasa. Para el caso de las hexoquina-
sas, existen en la literatura numerosas pruebas que indican
ausencia de reacci6on <cruzada con respecto a inhibicion de Ila

actividad de las otras jsoenzimas. Craven y Basford (1969) comuni-
caron que un suero anti-hexoquinasa A de cerebro de bovino no
afectaba la actividad de las hexoquinasas B, C o D de rata.
Creighton y colaboradores (1972) encontraron que un suero anti-
hexoquinasa B sélo inhibe a hexoquinasa B de rata, sin afectar
las actividades de hexoquinasa A de cerebro y tejido adiposo ni
hexoquinasa D de higado de la misma especie. Otros autores
(Neumann 'y Pfleiderer, 1974; Neumann et al., 1974) demostraron
gue un suero antij-hexoquinasa A humana no precipitaba a hexoqui-
nasa C de la misma especie, como asi tampoco el suero anti-hexo-

guinasa C reconocia a hexoquinasa A. ElI suero anti-hexoquinasa
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C de rata inhibe la actividad de la isoenzima C pero no inhibe a
las hexoquinasas A ni B (Radojkovic y Ureta, 1987).

Los sueros anti-hexoquinasas B y C de rana descritos en
esta tesis ratifican e hecho de que el an'tisuero dirigido contra
una isoenzima no afecta la actividad de las otras jsoenzimas del
si stema.

Sin embargo, existe reaccién <cruzada cuando los sueros se
caracterizan por ELISA. Ello no deberfa Ilamar la atencién puesto
que la comparacion de las composiciones de aminoacidos de varias
hexoquinasas indica gran similitud estructural entre ellas (Ureta,
1982). Esto significa que en todas las isoenzimas existen epftopos
comunes que son reconocidos por los sueros, con mayor razén adun
si suponemos que la enzima estd desnaturada, como ya se discutié
previamente. Resultados similares han sido descritos por Lawrence
y Trayer (1984), quienes encontraron que las hexoquinasas A, B

y D de rata reaccionaban cruzadamente entre ellas. De igual
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modo Radojkovic y Ureta (1987), comunicaron que suero anti-hexo-
quinasa A de rata reaccionaba <cruzadamente por ELISA con las
hexoquinasas B y C de hepatoma y suero anti-hexoquinasa C de
hepatoma reconocia a hexoquinasa B de la misma fuente.

Si bien en este trabajo hemos visto que con la técnica

ELISA clasica se puede demostrar reaccion .inmunolégica <cruzada
entre las dos hexoquinasas de rana estudiadas, pensamos que
este reconocimiento sdélo se obtiene en estascondiciones, ya que

no hubo reaccién cruzada en los experimentos de inhibicion de la
actividad enzimatica. Seria interesante reestudiar este problema
mediante la modificacién "sandwich" del método ELISA (Smith vy

Wilson, 1986).

El oocito de rana como modelo experimental

Los oocitos de rana constituyen una poblaciéon celular homogé-
nea. Cada oocito esta rodeado por una monocapa de células
foliculares, cuyo volumen es despreciable en relacion al volumen
del oocito. Cada rana tiene alrededor de cinco mil oocitos, que se
encuentran funcionalmente detenidos en la profase de la primera
division meidtica. ElI proceso de la vitelogénesis ya se ha completa-
do. La progesterona estimula la meiosis, que llega hasta la
metafase segunda, etapa en la cual permanecen las células hasta
que se produce la fertilizacion (Maller y Krebs, 1980). ElI tamaifo

de los oocitos (2 mm de diametro en estadio VI de Dumont) y su



97

resistencia, permiten la microinyeccién de volumenes apreciables
de liquido. En los experimentos que se realizan en nuestro
laboratorio, incluidos los de este trabajo, se inyectan alrededor

de 50 ni por oocito. Como el volumen promedio de Ilos oocitos es
de 3 yl, se estda inyectando wun volumen que corresponde a menos
de 2% del volumen celular. Experimentos preliminares con inyeccio-
nes de 100 ni producian perturbaciones en el funcionamiento de
los oocitos. Por otra parte, el gran tamafio de las células hace
gque su manipulacién sea facil y permite hacer mediciones metabdli-
cas en una sola célula.

La cantidad total de proteinas es de 600 + 12 yg/oocito y el
contenido de glicégeno es de 160 + A yg/oo'fcito (Ureta y Radojko-
vic, 1979).

Puesto que el objetivo central de este trabajo era investigar
el efecto de la microinyecciéon de los sueros anti-hexoquinasas B
y C sobre las vias que utilizan glucosa en los oocitos, fue
necesario buscar las condiciones apropiadas en las <cuales éstos
incorporan glucosa radiactiva en glicbgeno y en CCA.

Un hecho importante que merece un especial comentario dice
relacion con la manera como los oocitos reciben la glucosa. La
eficiencia de la incorporacién de glucosa en glicbgeno y en CO"
aumenta significativamente cuando el sustrato se microinyecta en
las células en lugar de ponerlo en el medio de incubacién. Ello
sugiere que el transporte de glucosa seria una etapa limitante en

su utilizacién. Resultados similares fueron obtenidos por Ureta vy
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Radojkovic (1985) en las mismas células. Por otra parte, no
podemos descartar la participacién que pudieran tener las células
foliculares que rodean al oocito. La via de acceso de glucosa al
oocito esta relacionada también <con el periodo de preincubacion
al cual se someten las células. Como ya se mencioné anteriormente,

la preincubacion de los oocitos a temperatura ambiente durante 1

0 mas horasdisminuye en un 95% la incorporacion de glucosa
desde el medio de incubacion en glicbgeno. Sin embargo, cuando
en estas condiciones la glucosa se microinyecta, el decaimiento de
la sintesis de glicbgenodesaparece. Estos efectos no se producen
cuando la  preincubacioén se hace a 4o. Efectos semejantes se
obtuvieron para la sintesis de CC”. Estos resultados sugieren que

la temperatura afecta el mecanismo de transporte de glucosa.

A pesar de estos resultados, la preincubacioén de los oocitos
inyectados con 1gG se hizo atemperatura ambiente, puesto que
existen datosque indican que el coeficiente de difusioén de

proteinas microinyectadas en fibroblastos es 5 veces menor a 5o

gue a 22° (Wojcieszyn etal ., 1981). Estos mismos autores han
demostrado que la difusion de IgG conjugada con fluoresceina es
rapida en lascélulas y se completa en 5 min. EI coeficiente de

. . ) —8 2
difusién para esta molécula es de 10 cm /segundo.

Por otra parte se ha demostrado que tanto IgG como fragmen-
tos Fab son resistentes a la degradaci6on intracelular, con un

de al menos 48nh (McGarry et al., 1983). Hemos supuesto que



99

Actividad hexoquinadsica de los oocitos

Existen aparentemente dos jsoenzimas que fosforilan glucosa
en oocitos (Radojkovic 'y Ureta, 1982), gue fueron denominadas
hexoquinasas B y C, por comparacion del orden de elucién de
ellas de wuna columna de DEAE-celulosa con las isoenzimas del
higado de lamisma especie (Ureta, 1976). -Sin  embargo ninguna
de las dos actividades enziméaticas del oocito se han caréacterizado
hasta el momento. La actividad hexoquinasica total encontrada
por esos autores fue de 600 pmoles de glucosa-6-P/min/ooci to.

En condiciones similares, obtuvimos un valor de 700 pmoles
de glucosa-6-P/min/oocito. Sin embargo, cuando la actividad de
la enzima se mide por radioensayo usando 2-desoxiglucosa como
sustrato, se obtienen 120 pmoles de 2-desoxiglucosa-6-P/min/oocito.
Una explicacién posible para la diferencia podria ser que Ila Km
para la 2-desoxiglucosa fuera mayor y que la actividad molecular
menor que para la glucosa. Estos datos no se conocen para las
hexoquinasas de oocito. Por otra parte, en experimentos in vivo
en oocitos intactos la actividad era equivalente a 40-50 pmoles de
2-desoxiglucosa-6-P/mjn/oocito que es aproximadamente la  mitad
del valor encontrado en los experimentos in vitro usando el mismo
método. Laincorporac ién de glucosa marcada en glicébgeno varia

entre 50 vy 100 pmoles deglucosa/min/ooci to, valor que se correla-

ciona muy bien con la actividad hexoquindasica medida in vivo.
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Efecto de los sueros inmunes sobre las vias de utilizacién de
glucosa

El postulado central que se ha mantenido durante la realiza-
cion de esta tesis es que de las dos hexoquinasas presentes en el
oocito, wuna de ellas participa solamente en la vfa que conduce a
la sintesis de glicobgeno mientras que la otra' lo hace sé6lo en |la
via de las pentosas. ElI problema fue abordado por microinyeccion
de anticuerpos especificos para dichas enzimas.

El uso de la técnica de microinyeccion de anticuerpos en
células ha aumentado notablemente en el (ltimo tiempo, particular-
mente después de la posibilidad de poder disponer de manera
relativamente sencilla de anticuerpos monoclonales (Milstein, 1980).
Ella ha permitido estudiar una gran variedad de problemas
relacionados con la arquitectura de la célula, funciones celulares
y vias metabélicas que parecian dificiles de abordar experimental-
mente. Citaremos como ejemplo sé6lo algunos.

Cuando se inyecté suero anti-histonas en nlcleos de oocitos

de anfibio, los anticuerpos reaccionaron especificamente con histo-
nas asociadas al DNA, interfiriendo el proceso de transcripcion
(Scheer et al., 1979) en fibroblastos microi nyectados con un
anticuerpo monoclonal anti-fi lamentos intermedios, se produce un

colapso réapido de estas estructuras (Klymkowsky, 1981). La organi-
zacion de microtdbulos 'y microfilamentos no se altera. Se ha

obtenido informaciéon importante sobre la degradacion de insulina
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in yiyo microinyectando anticuerpos en células derivadas de hepato-
ma humano (Shu y Roth, 1986). Doxsey y colaboradores (1987)
han demostrado mediante la introducciéon de anticuerpos monoclona-
les anti-c latrina en células CV-1 que dicha protefna esta involucra-
da en los procesos de endocitosis de fase fluida y endocitosis
mediada por receptores.

En conjunto, estos resultados y muchos otros, indican que
los anticuerpos para wuna variedad de proteinas son capaces de
reconocer in vivo al antigeno respectivo y reaccionan con él en
forma especifica cuando son microinyectados en la célula.

Los experimentos destinados a producir inhibicion selectiva
de las hexoquinasas del oocito mediante la microinyeccion de
anticuerpos especificos, han mostrado wun resultado sorprendente.
El anticuerpo anti-hexoquinasa C produce wuna inhibicién drastica
dela sintesis de glicbgeno, sin alterar la produccion de CCA.
Este hecho indicaclaramente gque la hexoquinasa C so6lo esta
involucrada en la via que va hacia la sintesis del polisacarido.
Por lotanto era tentador esperar que la otra hexoquinasa
estuviera implicada sé6lo en la via de las pentosas y al ser
inhibida por el anticuerpo anti-hexoquinasa B produjera la deten-
cion de la produccién de CO”» marcado, sin afectar la incorpora-
cion de glucosa en glicégeno.Sin embargo si bien la 1gG
anti-hexoquinasa B no afecta Ila sintesis de glicbgeno tampoco

mostré ningun efecto sobre la produccién de COA.
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Aunque no tenemos explicacion para la desaparicion de Ila
fase de retardo en la produccion de C09 en presencia de IgG
anti-hexoquinasa C, ofrecemos la siguiente especulacién. En condi-
ciones normales, algun intermediario o producto de Ila sintesis de
glicbgeno tiene efecto retardatorio sobre el ciclo de las pentosas.
Este efecto desaparece si el metabolito no -se produce al estar
inhibida la sintesis de glicégeno.

Existen varias maneras de interpretar estos resultados. Una
posibilidad es que el conjunto de enzimas que integran la via de
las pentosas esté compartimentado de tal manera que el acceso
del anticuerpo a él no sea posible. Otra alternativa es que,
siendo el complejo accesible, la enzima en su interior esté oculta
por el resto de los componentes de modo que existiria impedimento
estérico para el reconocimiento antigeno-ant jcuerpo.

Estas proposiciones son dificiles de abordar experimentalmente.

Otra explicacién posible es que los oocitos no contengan
hexoquinasa B. Como ya se mencion6, sedenomindé isoenzima B a
la fraccidn minoritaria queaparece en elperfil cromatogréafico de
DEAE-celulosa. Sin embargo, debido a que esta funcién tiene wuna

actividad muy pequefia (5-10% de la actividad hexoquinasica total

del oocito) y es muy labil, nunca ha sido caracterizada. Podria
tratarse de otra isoenzima,cosa que nos parece poco probable, o
de una forma modificada de hexoquinasa C. Alternativamente, la

hexoquinasaB estaria limitada a las células foliculares que



103

rodean al oocito, y por lo tanto no accesible al anticuerpo
inyectado. Por lo tanto este es un problema que debe ser
abordado en forma inmediata, buscando las técnicas apropiadas

que permitan identificar esta actividad sin ambigliedades.

La presencia de hexoquinasa C en el oocito esclara como
lo demuestran los experimentos de inmuno-inactivacién por inmuno-
globulinas antj-hexoquinasa C de higado. ElI anticuerpo inhibe Ila
actividad hexoquinasica en un extracto crudo de oocitos y en
oocitos intactos. Por otra parte inhibe también la actividad
enzimatica de la fraccion mayoritaria que se obtiene de la

cromatograffa en DEAE-celulosa.

Consideraciones finales
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otro estaria participando en la via de las pentosas. Ello implica

compartimentac ion funcional de las vias que wutilizan el intermedia-

rio.

Existen varios trabajos en la literaturaque demuestran la
existencia de mas de un "pool" de glucosa-6-P. Nos referiremos a
los mas recientes, que han sido realizados en un solo tipo

celular, eliminando de esta manera artefactos que pudieran produ-
cirse en un tejido por la existencia de varios tipos celulares.
Christ 'y Jungermann (1987), trabajando en hepatocitos per-
meabilizados, encontraron que la radiactividad especifica de gluco-
sa proveniente de glicégeno enddégeno radiactivo que se libera al
medio de incubacidén no cambia por dilycidon con glucosa-6-P
externa. Asimismo, la radiactividad especifica de glucosa prove-
niente de glucosa-6-P marcada externa no se altera por dilucién
con glucosa-6-P proveniente de glicobgeno endoégeno. Estos resulta-
dos son incompatibles con la existencia de un solo "pool" de

glucosa-6-P.

Por otra parte, Kalant y colaboradores (1987) demostraron
que cuando se incubaban hepatocitos aislados con glucosa o]
fructosa radiactivas, las radiactividades especificas de glucosa-

1-P y fructosa-6-P eran 4 veces mayor que Ila de glucosa-6-P.
Ello indica que el glucosa-6-P formado por fosforilacion de glucosa
no se mezcla rapidamente con el que proviene de otras fuentes.

Ello sugiere que glucosa-6-P no existe en un "pool" d(nico.



105

En nuestros experimentos serfa importante medir la radiactivi-

dad especifica de algunos intermediarios, especialmente glucosa-
6-P, glucosa-1-P, 6-P-gl uconato y CCH, como una manera de
confirmar la existencia de mas de un "pool" de glucosa-6~P en

los oocitos.

No podemos en este momento vislumbrar cuan generales
puedan ser nuestros resultados. En el masculo, por ejemplo, que
sintetiza .glicégeno, no existe hexoquinasa C. Sin embargo, podria
darse el caso de que en diferentes tejidos existieran distintas
combinaciones de isoenzimas para la composicibn de una misma
via metabdlica.

Una posibilidad atrayente es usar, para este tipo de experi-
mentos, mutantes de levaduras o de E. coli que carecen de
algunas isoenzimas de hexoquinasa o fosfofructoquinasa, respectiva-
mente.

Si bien las dificultades practicas para un estudio in vivo
en células somaticas son formidables, es posible imaginar solucio-
nes experimentales que utilicen una combinacién de técnicas inmuno-
l6gicas con métodos no invasivos de deteccion de jntermediarios o

productos finales especificos de las vias de utilizacion de glucosa.
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ANEXO 1

OBTENCION Y CARACTERIZACION DE ANTICUERPOS
MONOCLONALES ANTI-HEXOQUI NASA B DE

MUSCULO DE RANA

En general, los sueros policlonales convencionales presen-
tan algunas desventajas, entre las cuales mencionaré que estan
constituidos por una poblacion heterogénea de anticuerpos imposi-
ble de reproducir en un nuevo animal y el requerimiento de
cantidades apreciables de protefna oara su preparaciéon. Estas
limitantes normalmente no se dan en los anticuerpos monoclonales.
Por estas razones y fundamentalmente por la escasa cantidad de
enzimas puras disponibles para las inmunizaciones, se decidié
preparar anticuerpos monoclonales en ratén, comenzando por mono-

clonales anti-hexoquinasa B.
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Primera inyecciéon: 70 yg de proteina y coadyuvante de Freund
completo, en volumenes iguales, via intraperitoneal .

Segunda inyeccion: 3 meses después, 0,1 mg de proteina via
endovenosa.

Tercera inyeccién: 21 dias después, 0,1 mg de proteina via
endovenosa.

Después de 4 dias de la tercera inyecci6on se realizé Ila
fusién celular para obtener los hibridomas.

La respuesta inmune del animal se controlé midiendo el
titulo del suero 10 dias después de la segunda inyeccion vy el
dia en que se realizé la fusién. Se utilizé el ensayo ELISA, tal
como se describi6 en Materiales y Métodos. El titulo obtenido
después de la daltima inyeccién fue equivalente a 32.000 dilucio-
nes de suero (Fig. 26).

Por otra parte, se midié también la capacidad del suero
de ratén para inhibir la actividad hexoquinasica (Fig. 27). Se
puede apreciar que 10 yl de anticuerpo inhiben el 100% de Ila
actividad de hexoquinasa B, cuando la incubaciéon se hace
durante 1 hora a temperatura ambiente. La actividad enzimatica

de hexoquinasa C, en cambio, no es afectada por el antisuero.
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PROTOCOLO DE INMUNIZACION

Figura 26. Titulacién por ELISA del suero anti-hexoquinasa B de
ratén. Se usaron diluciones seriadas de sueros, las que se
expresan como -(log de la dilucion del suero). ElI procedimiento
ELISA se describié en Materiales y Métodos.

Panel izquierdo: Suero obtenido 10 dfas después de la segunda
inyeccion de antigeno.

Panel derecho: Suero obtenido el dia que se realizé la fusion (4

dfas después de la tercera inyeccidn).
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Figura 27. Inhibicién de la actividad de hexoquinasa B de rana
por suero anti-hexoquinasa B de ratén. Cantidades variables de
suero se incubaron con 3,2 mU de hexoquinasa B semipurifijcada
proveniente de la etapa de hidroxi lapatita o <con 3,4 mU de
hexoquinasa C semipurifjcada proveniente de la etapa de DEAE-
celulosa. El volumen final de incubacién fue de 0,2 mi. La
incubacién se realizé durante 1 h a temperatura ambiente. Después
de centrifugar 10 min se midi6 actividad enziméatica en el Iliquido
sobrenadante mediante el método espectrofotométrico.

Simbolos Illenos: suero inmune; Simbolos vacios: suero control; «:

Hexoquinasa B; a : Hexoquinasa C.



121

Después de sangrar el ratén por punciéon cardiaca, se
extrajoe! bazo y se homogeneizé suavemente en medio GKN (10
mi finales), que tiene la siguiente composicién: NaCl 0,8%, KCI

0,04 9%, Na2HP04 0,177%, NaH P04 0,069%, glucosa 0,2% vy rojo
fenol como indicador de pH. El liguido sobrenadante obtenido

por decantacion de la suspensién de células del bazo se centrifu-

g6 a 1.000 rpm. Elprecipitado se lavé y centrifugd en las
mismas condiciones. Paralelamente se lavaron y centrifugaron 30
mi  de una suspension de células de mieloma(aproximadamente

95.000 células). Se juntaron ambos tipos celulares, se lavaron vy

centrifugaron en GKN. Se agregaron 0,5 mi de polietilenglicol ,

gota a gota y con agitacion continua ‘'"'durante 1 min. Se
agregaron 10 mi de GKN, agitando durante 5 min. Después de
esperar 5 min, se Illevé a un volumen de 40 mi con GKN. Se

centrifugé 10 min a 1.000 rpm vy el precipitado se resuspendio

en medio HAT completo adicionado de 10% suero fetal, en medio
RPMI-1640. ElI medio HAT completo contiene piruvato, 6-mercapto-
etanol , aminopterina, hipoxantina, timidina y antibidticos (penici-

lina y estreptomicina).

La suspensién final se distribuy6 en placas de polivinilo
de 96 pocilios, colocando 0,1 mi de suspensiéon en cada wuna de
ellas. Los cultivos se incubaron en estufa a 37°en una

atmoésfera de aire humedo con 5% COA.
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Seleccion y caracterizacion de los clones

Ocho dias después de realizada la fusion comenzaron a
aparecer clones <crecidos en la placa. Con 25 yl de medio de
cultivo de <cada wuno de ellos se hizo el ensayo ELISA usando
como antfgeno hexoquinasa B de rana. Como controles se wusaba
suero de un ratén no inmunizado o BSA. Se seleccionaron aquellos
clones que dieron las lecturas mas altas en ELISA y se expandie-
ron en placas de 24 pocilios con 1 mi de medio HT completo (el
medio HT no contiene aminopterina) con adicion de homogeneizado
fresco de bazo de ratdn.

La capacidad de los clones expandidos para reconocer a

la hexoquinasa se controld nuevamente pdr ELISA. Los clones
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de raton. Después de incubar con un alicuota de los medios de
crecimiento de los clones, se hacia otra incubacién con sueros
especificos para cada tipo de inmunoglobulina: antj-lgG1l, IgG2A,
1gG2B, IgG3 e IgM. El resto del procedimiento se realizé tal
como se describié en Materiales y Métodos.

Los resultados obtenidos fueron corroborados ©purificando
los medios de <crecimiento en columnas de Protein A-Sepharose
CL-4B. La sefarosa unida a proteina A retiene las inmunoglobuli-
nas de tipo G, no asi las de tipo M. Las inmunoproteinas
retenidas en la columna se eluian con diferentes condiciones de
pH. Se obtuvieron IgG de las sub-clases 1 y 3.

La inmunoglobulina de tipo M se purificé parcialmente

por precipitacion con sulfato de amonio.
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2. Tftulo y concentracion de proteinas de los anticuerpos purifica-

dos .

El titulo de los anticuerpos (dilucion
cual se alcanza la mitad de la absorbancia
por ELISA. Estos variaron entre 1024 y 16.

La concentracion de proteinas se midi6 por el método de
Bradford (1976) tal como se describi6 en Materiales y Métodos.
Las concentraciones variaban entre 0,3 y 0,7 mg de proteina/ml .

Un resumen de los resultados obtenidos se muestra en la

Tabla 4.

3. Efecto de los anticuerpos monoclonales Sobre la actividad de

hexoquinasa B.

Se probo la capacidad de cada anticuerpo monoclonal
para inhibir la actividad enzimatica de hexoquinasa B. Se
ensayaron diferentes condiciones, entre ellas, concentracion del
anticuerpo, concentracién de enzima, tiempo de incubacio6n. Por
otra parte, los mismos experimentos se repitieron usando combina-

ciones de dos anticuerpos, y usando el <conjunto completo. Sin
embargo, en ninguno de los casos fue posible obtener inhibicién
de la actividad enzimatica.

Con la intencién de tener otro criterio (ademas de ELISA)
que permitiera poner de manifiesto la unién entre los monoclona-

les y la enzima, se prepararon matrices inmuno-absorbentes,



Designacién, clase

y

anticuerpos monoclonales

muisculo de rana*.

Cl on ig
1A6 igM
1D5 igG3
2B1 1gG 3
2C5 igG3
2A2 1gG i

(igG1
1C5

iigG3

*Los procedimientos

pos fueron descritos

para

en el

Tabla 4

sub-clase, titulo y concentracion de 6

dirigidos contra hexoquinasa B de

Titulo

(diluciones suero)

64
16
128
1024
16
64

la caracteri zacién

texto de este Anexo.

de

Proteina

(mg/ml)

2,30
0,60
0,60
0,68
0,42
0,38

los anticuer-
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ninguno de los inmunoadsorbentes. Como control se us6 un inmuno-
absorbente preparado con el suero policlonal del raton. En este

caso la enzima fue retenida en la columna.

Consideraciones finales

Los anticuerpos monoclonales obtenidos contra hexoquinas
B fueron seleccionados mediante el ensayo ELISA. Este fue el
Unico procedimiento que permiti6 poner en evidencia la wuniéon de
los anticuerpos a la enzima.

Estos resultados podrian deberse a varias razones. En
primer lugar, como ya se discutié6 en la pag. 92 , la técnica
ELISA detecta preferencialmente enzima desnaturada. Por Ilo tanto,
los anticuerpos seleccionados serian aquellos que reconocen de
preferencia a la enzima desnaturada y no reconocerian a la
enzima nativa. Asi se explicaria el hecho de que los anticuerpos
no reaccionan con la enzima nativa en solucién, ya sea estando
el anticuerpo en solucién o inmovilizado en sefarosa.

Junto con lo anterior, los anticuerpos parecerian ser de
muy baja afinidad, como lo demuestran los titulos obtenidos (ver

Tabla 4) .
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