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SUMMARY

Isoenzymatic profile of hexoquinase and enolase in neural tissues

Tissues derived from the neural crest showed a characteristic distribution and activity for each glycolitic
isoenzyme.

The hexokinase activity in chromaffin tissue, pheochromocytoma and melanoma was associated with
the particulate fraction of the homogenate as previously described for brain hexokinase. The experimental
values obtained were 1, 2.1 and 1.68 U/g respectively, corresponding to type I isoenzyme (neural isoenzy me).

In spite of the hexokinase, the enolase activity in these tissues was found in the cytosolic fraction. The
activities were 13, 25 and 110 U/g for chromaffin tissue, pheochromocytoma and melanoma, respectively,
corresponding to the ay hybrid form. In melanoma some traces of the aa form, a non neural isoenzyme, could
be detected.
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RESUMEN

Los tejidos derivados de la cresta neural presentan una actividad y distribucion tipica en isoenzimas
glicoliticos.

Las actividades hexoquinasa determinadas son 1, 2,1, y 1,68 U/g en tejido cromafin, feocromocitoma y
melanoma, respectivamente. En los tres casos se encuentran asociadas a fracciones particuladas del homoge-
nado, como ocurre en cerebro. El isoenzima presente en estos tejidos es el isoenzima I, tipicamente neural.

La actividad enolasa presente es de 13, 25 y 110 U/g para tejido cromafin, feocromocitoma y melanoma,
respectivamente. En contraposicion con la hexoquinasa, la enolasa es un enzima citosdlico, no asociado a
particulas subcelulares. A diferencia del cerebro (YY) el isoenzima presente en los tres tejidos es el hibrido ay,
aunque en el caso de melanoma hasta un 20% corresponde a la forma ax no neural.
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INTRODUCCION

El estudio de la distribucién de los isoenzi-
mas es un instrumento valioso para llegar a
comprender el origen y metabolismo de un de-
terminado tejido, pues permite establecer las
diferencias con sus homoélogos tumorales
(MOSS, 1982). En el caso de la hexoquinasa
(E.C. 2.7.1.1) y enolasa (E.C. 4.2.1.11), dos en-
zimas claves en la ruta glicolitica, existen va-
rios isoenzimas caracteristicos de cada tipo de

tejido y con una distribuciéon peculiar. El isoen-
zima I de la hexoquinasa se encuentra funda-
mentalmente en cerebro (CRANE & SOLS,
1953; GROSSBARD & SCHIMKE, 1966), junto
con pequefias cantidades del isoenzima II. La
enolasa se caracteriza por la combinacién de
tres tipos de subunidades «, B y v, asociadas dos
a dos, siendo la combinacion aa esencialmente
glial y yy esencialmente neural (MARANGOS et
al., 1978; KATO et al., 1983). La presencia en
plasma de este isoenzima neural ha sido em-
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pleada como pardmetro diagnoéstico en tumores
de esta naturaleza (ISHIGURO et al., 1983;
KATO et al., 1983).

Los tejidos neurales se caracterizan por el
empleo de glucosa como sustrato energético
fundamental, metabolizdndose principalmente a
través de la via glicolitica y del ciclo de Krebs
(SOKOLOFF, 1981). En trabajos anteriores rea-
lizados en nuestro Departamento se han estu-
diado las distintas vias metabélicas de utiliza-
cion de la glucosa en un tejido neural puro «sin
glia» como es el tejido cromafin, su derivado
tumoral el feocromocitoma y otro tejido tumo-
ral también de origen neural, el de melanoma
Harding-Passey. Todos estos tejidos tienen su
origen en la cresta neural (LE DOUARIN, 1980)
y actualmente se engloban bajo el concepto de
«paraneurona» (FUJITA & KOBAYASHI,
1979). Todos ellos se caracterizan por tener una
alta capacidad glicolitica, asi como una muy
activa via de las pentosas fosfato y una intensa
incorporacion del carbono de la glucosa a lipi-
dos y proteinas, mostrando con ello claras dife-
rencias con respecto al tejido cerebral (DELI-
CADO et al., 1985: MILLARUELO et al., 1986).

En el presente trabajo se estudia los isoenzi-
mas de la hexoquinasa y la enolasa presentes en
los tejidos citados anteriormente, a fin de poder
establecer posibles analogias y diferencias tanto
con respecto al tejido cerebral como entre ellos,
que nos permitan explicar algunas de sus pecu-
liaridades metabdlicas.

MATERIALES Y METODOS

La médula adrenal se obtuvo por diseccién de las
glandulas suprarrenales bovinas procedentes del ma-
tadero Mercamurcia. Estas gldndulas se recogieron
unos 20-30 minutos después de la muerte del animal y
se trasladaron hasta el laboratorio a 4 °C. En los ca-
sos en que no se utilizaron inmediatamente, se con-
servaron congeladas a -70 °C.

Los feocromocitomas humanos procedian de la Re-
sidencia Sanitaria de la Seguridad Social «Nuestra
Sra. del Rosell» de Cartagena, siendo congelados en
nitrégeno liquido después de su extraccion.

Los tumores de melanoma Harding-Passey proce-
dian del Institute of Cancer Research, Royal Cancer
Hospital de Londres. La obtencién de tumores se
efectud por transplante mediante inyeccion subcutd-
nea de 10® células en ratones hembras C,,/Bl. Estos
tumores se diseccionaron y utilizaron 15 dias después
del transplante.

DETERMINAC[ON DE ACTIVIDADES ENZI-
MATICAS

Todas las actividades enzimdticas se determinaron
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en extractos de los tres tejidos, médula adrenal, feo-
cromocitoma y melanoma.

La actividad hexoquinasa se valoré segiin el mé-
todo de BERGMEYER et al. (1974) en el sobrenadante
10.000 x g. Para ello las glandulas y tumores se ho-
mogenizaron en tampén fosfato S mM, EDTA 5 mM
y mercaptoetanol 5 mM pH 7°0 (1/10 P/V) en un pot-
ter mecdnico con piston de teflon y posteriormente se
centrifugaron a 10.000 x g durante 20 minutos a 4 °C.
Cuando se utilizaron tejidos congelados, la homoge-
nizacion se realizé en un homogenizador POLITRON
(Kinematica GmbH) a velocidad media en las condi-
ciones citadas anteriormente.

La actividad enolasa se determiné en el sobrena-
dante 100.000 x g (fraccion citosélica) segin el mé-
todo de MARANGOS et al. (1976). Las gldndulas y tu-
mores se homogenizaron en Tris-fosfato 50 mM,
EDTA 1| mM y mercaptoetanol 1 mM pH 7°5 (1/4,
P/V) en un potter mecdnico o POLITRON como se
ha descrito anteriormente y finalmente se centrifuga-
ron a 100.000 x g durante 1 hora a 4 °C.

Una unidad de actividad enzimdtica (U) es la canti-
dad de enzima que transforma un pmol de sustrato
por minuto. Todas las determinaciones de actividad
enzimdtica se realizaron a 25 °C.

CARACTERIZACION DE ISOENZIMAS

Los isoenzimas de hexoquinasa se separaron por
cromatografia en DEAE celulosa segin el método de
GROSSBARD & SCHIMKE (1966). 20 g de tejido se ho-
mogenizaron en 100 ml de tamp6n fosfato 10 mM pH
7°0, en presencia de mercaptoetanol 5 mM, EDTA 5
mM y glucosa 10 mM. Este homogenado se centri-
fugé a 100.000 x g durante 30 minutos. El sobrena-
dante se aplicé sobre una columna de DEAE celulosa
(0’8 x 30 cm), previamente equilibrada con el tamp6n
de homogenizacién. Dicha columna se lavé primera-
mente con 100 ml del mismo tampén para eliminar las
proteinas no adsorbidas y finalmente se eluyé con un
gradiente lineal de KCl (0 a 0°’6M) en el mismo tam-
pon. Se recogieron fracciones de 4 ml y se determiné
la actividad hexoquinasa en cada fraccién.

Los isoenzimas de la enolasa presentes en estos
tejidos se identificaron mediante estudios de inactiva-
cidn térmica, por lo que se midi6 la actividad enolasa
en presencia o en ausencia de MgSO, 5 mM a dife-
rentes tiempos de incubacion a 50 °C y en presencia o
ausencia de KCl o KBr 0’5 M a 37 °C (MARANGOS ef
al., 1978).

FRACCIONAMIENTO SUBCELULAR

Los distintos tejidos se homogenizaron en sacarosa
0’3 M (1/6, P/V). Este homogenado se centrifugd a
600 x g durante 15 minutos. El precipitado resultante
de esta centrifugacién se deseché y el sobrenadante
se centrifugé a 10.000 x g durante 20 minutos. El
precipitado se resuspendié en sacarosa 0’3 M y el
sobrenadante (10.000 x g) se centrifugé a 100.000 x g




durante | hora. El precipitado resuitante se resuspen-
di6 también en sacarosa 0’3 M.

Finalmente se determiné la actividad enolasa y he-
xoquinasa en todas las etapas de este fraccionamiento
(precipitados y sobrenadantes).

Las proteinas se determinaron segin el método de
Lowry er al. (1951).

Todos los reactivos utilizados eran de grado anali-
tico (SIGMA O MERCK).

RESULTADOS Y DISCUSION

Las actividades hexoquinasa determinadas
fueron 1+0°3(6), 2’1 +0°7(6), 1’68+0"2(6) U/g en
tejido cromafin, feocromocitoma y melanoma
respectivamente. Estos valores de actividad
son notaktlemente mds bajos que los estableci-
dos para cerebro de otras especies (EL-HAS-
SAN et al., 1981).

Como puede observarse en la tabla I, de la
actividad hexoquinasa total presente en el ho-
mogenado inicial, el 53% se encontrd en el pre-
cipitado de la centrifugacion a 10.000 x g. Esto
nos indica que la enzima se encuentra asociada
a las fracciones particuladas del homogenado,
como habia descrito para la hexoquinasa de ce-
rebro (CRANE & SOLS, 1953 y KATZEN e? al.,
1970). Por cromatografia en columna de DEAE
celulosa se determiné que el isoenzima presente
en estos tejidos es principalmente el isoenzima
tipo I, el cual eluye a 0’15 M de KCI (fig. [),
aunque también se observaron pequenas trazas
del isoenzima tipo II, eluyendo a 024 M de
KCl.

La Km aparente de este isoenzima tipo I para
la glucosa es de 60,16 y 14 uM para tejido cro-
mafin, feocromocitoma y melanoma, respecti-
vamente. Estos valores concuerdan bien con
los descritos en la bibliografia para cerebro de
rata (COLOWICK, 1973 y URETA, 1982), aun-
que en el caso de los tejidos tumorales, la afini-
dad es sensiblemente superior para el mismo

TaBLA 1.

tipo de isoenzima. Esta enzima también puede
utilizar como sustrato un andlogo no metaboli-
zable de la glucosa, 2 desoxiglucosa pero con
menor afinidad, siendo los valores de Km apa-
rente 150 y 100 uM para feocromocitoma y me-
lanoma, respectivamente, que representan un
orden de magnitud superior y permiten explicar
por qué la relacion de fosforilacién de glucosa a
2-desoxiglucosa es del orden de 10 veces supe-
rior (DELICADO et al., 1985).

Estos datos a su vez estdn de acuerdo con la
relacion obtenida por CRANE & SOLS (1953)
para la hexoquinasa tipo I de cerebro de rata,
segun la cual la 2-desoxiglucosa es utilizada a
una velocidad 10 veces menor. A su vez Soko-
loff tuvo en cuenta este pardmetro para cuanti-
ficar la utilizacién de glucosa en tejidos cere-
brales, estudiando el acimulo de 2-desoxiglu-
cosa radioactiva (SOKOLOFF, 1981). Es nece-
sario senalar que la glucosa-6-fosfato deshidro-
genasa, presente en estos tejidos, no tiene afi-
nidad alguna por la 2-desoxiglucosa-6-fosfato
(DELICADO et al., 1985), lo que permite su
acumulo.

La actividad enolasa es 13+2(6), 25+4(6) y
1106(6) U/g para tejido cromafin, feocromo-
citoma y melanoma, respectivamente. Es nece-
sario destacar la elevada actividad presente en
melanoma, contrastando significativamente con
la establecida para tejido cromafin no tumoral y
a su vez superior a la descrita en la bibliografia
para cerebro de diversos mamiferos (MARAN-
GOS et al., 1976).

Al efectuar un fraccionamiento subcelular de
los distintos tejidos, se determind que es una
enzima 100% citosdlica (tabla 1), en contrapo-
sicién a la hexoquinasa que estd parcialmente
asociada a orgdnulos subcelulares. De la activi-
dad de partida y después de todas las etapas del
fraccionamiento se recupera un 85% en el so-
brenadante 100.000 x g, que es la fraccién cito-
solica.

La caracterizacion de sus isoenzimas se llevo

Actividad total hexokinasa y enolasa en distintas fracciones subcelulares de melanoma Harding-

Passey.

Total hexokinase and enolase activity of Harding-Passey melanoma subcellular fractions.

FRACCION

Homogenado inicial
Sobrenadante (10.000 x g)
Precipitado (10.000 x g)
Sobrenadante (100.000 x g)
Precipitado (100.000x g)

ACTIVIDAD ACTIVIDAD
HEXOKINASA TOTAL ENOLASA TOTAL
10,5 U (100%) 494,8 U (100%)
1.6 U (15%) 558,5 U (100%)
56 U (53%) 63,0 U (13%)
24 U (23%) 4242 U (86%)
03U (2,5%) 44U (%)

( ) Porcentaje de actividadtotal inicial.

El fraccionamiento se efectud a partir de unos 5g de tejido.
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FiGUra |. Perfiles de elucion de la actividad hexo-
quinasa de melanoma (A), feocromocitoma (B) y te-
jido cromafin (C) por cromatografia en columna de
DEAE celulosa, segiin se ha descrito en métodos.
DEAE cellulose chromatography profiles of melanoma hexokinase (A),

pheochromocytoma hexokinase (B) and chromaffin tissue hexokinase

a cabo, como se ha mencionado anteriormente,
analizando el efecto de diferentes sales y aita
temperatura sobre la actividad de la enzima.
En la figura 2A se muestra el efecto de la
temperatura (incubacion a 50 °C) en presencia y
ausencia de Mg™* 2, sobre la enzima procedente
de tejido cromafin. La pérdida de actividad in-
dicaria que se trata del isoenzima no neural (ao)
o bien el hibrido ay, no obstante la accion pro-
tectora de los iones Mg*? frente a la inactiva-
cién, permite excluir al isoenzima aa, conclu-
yendo que el isoenzima presente es el hibrido
ay. Para confirmar estos resultados se efectua-
ron estudios de inhibicion por sales de haluros,
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KCl y KBr (fig. 2B), obteniéndose un 20% y un
60% de inhibicion respectivamente. Este com-
portamiento nos permite asegurar la existencia
del hibrido ay.

Resultados similares se han obtenido en feo-
cromocitoma (fig. 3A y 3B). Una diferencia sig-
nificativa se puede apreciar en el comporta-
miento de la actividad enolasa de melanoma
Harding-Passey al estudiar su estabilidad frente
a la temperatura. En este caso las sales de
Mg*2 no ejercen una proteccion total, lo cual
nos indica que ademds del isoenzima hibrido
2y, existen cantidades significativas del isoen-
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FIGURA 2. A. Cinética de inactivacion de la activi-

dad enolasa de tejido cromafin por la temperatura.
B. Cinética de inactivacion de esta actividad por sa-
les.

A. Temperature stability of chromaffin tissue enolase. B. Kinetics of
chromafTin tissue enolase inactivation by saits.




zima no neural aa (fig. 4A). Los efectos de las
sales KCl y KBr (fig. 4B) nos confirman la
existencia conjunta de las formas ay y aa.
Generalmente el dimero ax de enolasa se ha
adjudicado a células gliales y el yy a las neuro-
nas. La presencia del hibrido ay ha sido detec-
tada, en no excesiva cantidad, en homogenados
de cerebro, en los que se ha discutido su posi-
ble formacién como artefacto del proceso de
homogenizacién frente a la posibilidad de que
ya estuvieran presentes en el tejido original
(MARANGOS, 1976; SCHMECHEL et al., 1978,
1980; TAPIA et al., 1981). El hecho de que los
tejidos utilizados en este trabajo sean neurales,
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Ficura 3. A. Cinética de inactivacion de la enolasa

de feocromocitoma por la temperatura. B. Cinética
de inactivacion de dicha actividad por sales.

A. Temperatura stability of pheochromocytoma enolase. B. Kinetics of
pheochromocytoma enolase inactivation by salts.

exentos de glia y, en el caso del tejido croma-
fin, de naturaleza no tumoral, demuestra la
existencia del isoenzima hibridé ,reformado en
los tejidos neurales y, por lo tanto, la expresién
de las dos cadenas polipeptidicas & y v en la
misma célula. El feocromocitoma, homdlogo
tumoral del tejido cromafin, presenta su misma
distribucion. No obstante, en el caso de mela-
noma, en donde la actividad es muy elevada, la
presencia del isoenzima aa es mayor. Estas
elevadas actividades de enolasa en feocroci-
toma y melanoma se correlacionan bien con la
gran capacidad glicolitica de estos tejidos
(LAZO, 1981 y DELICADO et al., 1985).
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Ficura 4. A. Cinética de inactivacion de la activi-
dad enolasa de melanoma por la temperatura. B. Ci-
nética de inactivacion de esta actividad por sales.

A. Temperature stability of melanoma enolase. B. Kinetics of mela-
noma enolase inactivation by saits.
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