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Resumen i

Resumen

La piruvato quinasa (ATP: piruvato 2- O- fosfotransferasa; EC 2.7.1.40) cataliza la
transformacion de fosfoenolpiruvato y ADP en piruvato y ATP. La enzima, que aparece en
toda las células vivas, es clave en la ruta central del metabolismo de carbohidratos. En la
especie humana han sido caracterizados dos genes diferentes: EI PK-M que, se encuentra en
el cromosoma 15 vy, codifica las isoenzimas del tejido muscular y de los leucocitos y la PK-
LR, que aparece en el cromosoma 1, que codifica las isoenzimas del higado y de los eritroci-
tos. La deficiencia en piruvato quinasa, debida a una mutacion en el gen PK-LR, origina
alteraciones, Unicamente, en el metabolismo de los eritrocitos, porque estas células no son
capaces de compensar el defecto enzimatico aumentando la sintesis de enzima mutada ni
utilizar otras rutas degradativas. Por ello, la deficiencia de esta enzima es causa principal de
la anemia hemolitica no esferocitica; los sintomas clinicos de esta enfermedad abarcan desde
un estado hemolitico compensado hasta una anemia grave que puede provocar incluso la
muerte de los pacientes.

Los métodos clésicos para estudiar las variantes con deficiencia piruvato quinasa han
sido estardadizados por la Comision Internacional de Estardalizacion en Hematologia
(ICSH). Sin embargo, la interpretacion de los resultados bioquimicos de las enzimas defi-
cientes en la actividad piruvato quinasa se ve dificultada por la alta frecuencia de heterocigo-
tos que conducen a, presumiblemente, enzimas hibridas con diferentes propiedades molecula-
res. Ademas, debido a la baja actividad de la enzima en los eritrocitos de los pacientes,
estos requieren constantemente sangre y la caracterizacién de la enzima deficiente se ve difi-
cultada por las actividades de la enzima de los eritrocitos hormales del donante y del produc-
to del gen PK-M de los leucocitos. Estos problemas ha llevado a estudiar la enzimopatia
eritrocitaria piruvato quinasa mediante técnicas de Biologia Molecular, utilizando funda-
mentalmente la amplificacién del gen PK-R mediante la reaccién en cadena de la polimerasa
y la secuenciacién nucleotidica del mismo. Los resultados asi obtenidos han proporcionado
un diagnostico exacto de la enfermedad y marcan la pauta a seguir en el transcurso de la
misma, y facilitando la aplicacion de una terapia adecuada.

El trabajo se realiz6 sobre 10 pacientes no relacionados familiarmente con deficien-
cia en piruvato quinasa eritrocitaria y anemia hemolitica no esferocitica. No se ha podido
establecer una correlacion directa entre el nivel de actividad de la enzima obtenido y el grado
de alteracion clinica observada. Mediante al analisis molecular se han encontrado 11 muta-
ciones diferentes en los 17 alelos mutados: tres de estas mutaciones, G694A, A1150G y
G1154A, no habian sido previamente descritas.

El bajo nivel de actividad piruvato quinasa que se encuentra en aquellos pacientes
con mutaciones localizadas en los dominios A y C del mondémero se explica facilmente por-
gue dichos dominios son claves en la accion catalitica de la enzima. Sin embargo, no se ha
encontrado una explicacién logica para la disminucidn de la actividad enzimatica correspon-
diente a la sustitucién aminoacidica Gly232 — Ser que se localiza en el dominio C del mo-
némero, y en el que hasta el momento no se descubierto una funcién determinada en el pro-
ceso catalitico.

A las mutaciones que originan fuertes modificaciones en la estructura local de la mo-
lécula, observadas mediante estudios de modelizacién molecular, como consecuencia de un
desajuste en el balance de las cargas eléctricas o por impedimento estérico, corresponden
valores disminuidos de la actividad de la enzima en aquellos pacientes portadores de dichas
mutaciones.
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Summary

The enzyme pyruvate Kkinase (PK) (ATP: pyruvate 2-O-
phosphotransferase) catalyses the transformation of phosphoenolpyruvate and
ADP to pyruvate and ATP. The activity of this ubiquitous enzyme is essential for
the central carbohydrate metabolism. Two genes encoding isoenzymes of PK have
been characterized in human cells: PK-M from chromosome 15 is expressed in
leukocytes and muscle tissue, and PK-LR from chromosome 1 is present in
erythrocytes. Deficiency in PK activity causes non-espherocitic haemolytic
anaemia, due to alterations in the metabolism of erythrocytes. The red cell lacks
alternate metabolic pathways for pyruvate, and can not cope with the enzymatic
fault by increasing the synthesis of the protein. Clinical symptoms in patients
harbouring a PK deficiency range from a balanced haemolytic condition to severe
anaemia, which may lead to death.

The International Commission for Standardization in Haematology
(ICSH) provides biochemical methods to study the variants for deficiency in PK.
However, results derived from enzymatic activities measurements may be
misinterpreted due to the high frequency of heterocygous, which, presumibly,
produce hybrid enzymes. In addition, the low PK activity in the patient
erythrocytes obliges to frequent blood transfusions, and donor pyruvate kinase
may also lead to misleading results. These problems led to the application of
molecular biology tools, basically the amplification of the PK-R gene using PCR
and the sequencing of the products obtained. The results obtained have allowed
the precise diagnosis of the disease, and also can help in its monitoring and the
choice of therapy strategies.

The present work was performed on 10 PK deficient patients familly-
unrelated. It was not possible to establish a direct correlation between the
enzymatic activities and the degree of physiological alterations. By means of
molecular analysis, we have found 11 different mutations in the 17 alleles
analysed, three of which have not been previously reported.

The low pyruvate kinase activity, found in patients harbouring mutations
at the A and C domain, can be explained as these domains are essential for the
enzyme activity. However, the reason for the low activity found in a mutant
carrying the amino acidic substitution Gly232 -> Ser, located at the C domain,
remains obscure, as this domain has not been associated with any catalytic
process.

Changes in the protein structure caused by mutations which introduce
steric hindrance or substitutions in charged residues, analised by molecular
modeling, showed a clear correlation with the reduction in PK activity in the
patients studied.
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A: Adenina

A: Angstrom(s)

ADP: Adenosina difosfato

Ala: Alanina, (A)

AMP: Adenosina monofosfato

ATP: Adenosina trifosfato

Arg: Arginina, (R)

Asn: Asparragina, (N)

Asp: Acido aspartico, (D)

Asx: Asparragina o 4cido aspértico (B)

BFU-E;: Unidad formadora de células

inmaduras
BFU-E,: Unidad formadora de celulas de
maduracién media

BPF: Factor promotor de colonias

2,3-BPG: 2,3-bisfosfoglicerato

C: Citosina

¢DNA: DNA complementario

CFU-E: Unidad formador de colonias de
eritrocitos

CFU-G: Unidad formadora de colonias de
granulocitos

CFU-LH: Unidad formadora de colonias
linfoides y hematopoyéticas

CFU-S: Unidad formadora de colonias de
bazo

CNSHA: Anemia hemolitica crénica no
esferocitica

Cys: Cisteina, (C)

dATP: Desoxiadenosina trifosfato

dCTP: Desoxitimidina trifosfato

dCTP: Desoxicitidina trifosfato

dGTP: Desoxiguanosina trifosfato

DHAP: Dihidroxiacetona fosfato

DNA: Acido desoxirribonucleico

DNasa: Desoxirribonucleasa

dNTPs: Desoxinucledsidos trifosfato

FBP: Fructosa 1,6-bisfosfato

G: Guanina

Glu: Acido glutdmico, (E)

Gly: Glicina, (G)

GIx: Glutamina o 4dcido glutdmico, (Z)

G-SH: Glutation

Hb: Hemoglobina

Hb O;: Oxihemoglobina

His: Histidina, (H)

ICSH: International Committee for Stan-
dadization in Haematology

IDH: Indice de la distribucién estandar del
volumen corpuscular de los eritro-
citos

Ile: Isoleucina, (I)

Leu: Leucina, (L)

Lys: Lisina, (K)

MATI1A: Gen de la metionina adenosil-
transferasa

Met: Metionina, (M)

mRNA: RNA mensajero

NAD*: Nicotinamida adenina dinucle6tido
(forma oxidada)

NADH: Nicotinamida adenina dinucledti-
do (forma reducida)
NADP*: Nicotinamida adenina dinucled-
tido fosfato (forma oxidada)
NADPH: Nicotinamida adenina dinucle6-
tido fosfato (forma reducida)
PCR: Reaccion en cadena de la polimera-
sa

PEP: Fosfoenolpiruvato

Phe: Fenilalanina, (F)

PK: Piruvato quinasa

PK-M: Gen de las isozimas M; y M,

PK-LR: Gen de las isozimas L y R

PK-M;: (6 M)), isozima M, de la piruvato
quinasa

PK-M;: (6 M), isozima M; de la piruvato
quinasa

PK-L: (6 L), isozima L de la piruvato
quinasa

Pro: Prolina, (P)

PK-R: (6 R), isozima R de la piruvato
quinasa

RNA: Acido ribonucleico

RNasa: Ribonucleasa

T: Timina

Thr: Treonina, (T)

Trp: Triptéfano, (W)

Tyr: Tirosina, (Y)

U: Uracilo

Val: Valina, (V)



I.1. Los eritrocitos transporte este compuesto desde los
tejidos a los pulmones en forma de bi-
carbonato. En este sentido, los eritro-

l.1.1. Caracteristicas generales citos participan en el equilibrio acido-

base de la sangre ya que la hemoglo-

bina que contienen es una excelente
sustancia reguladora de dicho equili-
brio.

Los eritrocitos, hematies o glébulos
rojos son células sanguineas cuya fun
cion principal es la de transportar el
oxigeno desde los pulmones a los teji-
dos. Los eritrocitos normales son dis- Esta accién se realiza gracias a la
cos biconcavos con un diametro mediointerconversion entre la hemoglobina y
de, aproximadamente, 7-8 micras, unla oxihemoglobina por el oxigeno, los
espesor en el centro de 1 micra 'y en syrotones y los sistemas reguladores
periferia, el punto mas ancho, de 2,5hemogbbinato/hemoglobina wxihe-
micras, y un volumen medio de 90 amoglobinato/oxihnemoglobina. En los
95 micras cubicas. alveolos pulmonares, con una elevada
concentracién de oxigeno, se favorece
la conversion de hemoglobina en
oxihemoglobinato y la liberacién de

La forma de los eritrocitos puede
cambiar cuando atraviesan los capila
res. En realidad son células que pue : . .
den deformarse adoptando casi cualProtones mediante la gnhldrg,sa carb_o-

nica que favorece la liberacion de di-

quier forma. Ademas, debido a que’, i
posee una membrana celular de un ta2X1do de carbono. Sin embargo, én los
tejidos, debido al metabolismo, se pro-

mafio bastante superior al perimetro L L
del material que encierra, la deforma-duce dioxido de carbono y otros acidos

cién no fuerza la membrana demasiadd1¥€ disminuyen el pH, por lo que Ia

y, en consecuencia, la célula no Setransformacic’m se realiza en sentido de

rompe como sucede con las de otra®Xihemoglobinato a hemoglobina fa-

clases. En los varones de la especié(oremendo la libera-cion de oxigeno y

humana el nimero medio de eritrocitosC0" €llo una mayor participacion del

por mililitro es de 5.200.000 y en las Sisttma hemoglobinato/hemoglobina.
mujeres de 4.700.000, aunque variosE! Conjunto de estos procesos impide
factores como la altitud y, por tanto la 9U€ S€ produzcan grandes cambios de

presién de oxigeno, a la que viven lasPH ¥ que tengan I_ugar IPS correspon-
glentes intercambios oxigeno/dioxido

de carbono en los tejidos y en los al-

_ _ veolos pulmonares (Lozano y col.,
Los eritrocitos, ademas de trans-1997)

portar hemoglobina, realizan otras
funciones y por ello contienen varias
enzimas. Asi, contienen una gran can
tidad de anhidrasa carbonica que cata

liza la reaccion entre el diéxido de | ima d ¢ |
carbono y el agua para formar bicar-&'€V@ PO €ncima de este valor porque
constituye un limite metabdlico del

bonato. La rapidez con que se lleva a _ de f i6n de h I
cabo la reaccion gracias a la accion€canismo de formacion de hemoglo-

catalitica de la enzima, que aumenta Iablna en la célula. Cuando la formacion

velocidad 10veces, hace que el agua gef_hc_emct)glotl)lna en I? _medduI: oseal €s
de la sangre reaccione con el Cp CG€ficieNnte, el porcentaje de hemoglo-

Los eritrocitos tienen la capacidad
de concentrar la hemoglobina en el
liquido intracelular hasta los 340
mg/mL. La concentracion nunca se



bina en las células puede reducirsevos producen colonias de tipos especi-
considerablemente por debajo de estdicos de células sanguineas. Asi, una
valor y también reducirse el volumen célula progenitora comprometida que
de hematies debido a la menor cantiproduzca eritrocitos se denomina uni-
dad de hemoglobina que ocupa la cédad formadora de colonias de eritro-
lula. citos (CFU-E) ¢olony formingunit
erythrocytd. De igual modo, las uni-

Cuando el hematocrito (volumen dades formadoras de colonias que ori
de sangre ocupado por los eritrocitos) . : as g
ginan granulocitos y monocitos se de-

y la cantidad de hemoglobina de cada®. . .
célula son normales, la sangre com->9nan CFU-G, CFU-M 'y asi sucesi-

pleta de los varones contiene una meYamente.

dia de 160 mg de hemoglobina por mL  La proliferacién y reproduccion de
y la de las mujeres una media de 140as diferentes células progenitoras es-
mg/mL. Cada gramo de hemoglobinatan controladas por multiples proteinas
pura es capaz de combinarse con unoBamadas inductores de la prolifera-
2 mg de oxigeno. Por lo tanto, el varéncidon. Se han descrito cuatro inductores
normal puede transportar mas de 30(rincipales, cada uno con caracteristi-
mg de oxigeno combinados con lacas diferentes. Uno de ellos, la inter-
hemoglobina por cada litro de sangre yleucina-3, favorece la proliferacion y
la mujer normal 270 mg ( Guyton y reproduccion de casi todos los tipos
Hall, 1996) diferentes de células progenitoras,
mientras que los otros inducen la proli-
feracion soélo de tipos especificos de

1.1.2. Génesis, diferenciacion y células progenitoras comprometidas.

destruccioén de los eritrocitos . . .,
Los inductores de la proliferacion

Las células sanguineas derivan dq:)romueven este proceso, pero no la
células de la medula 6sea llamadasiiferenciacion de las células. Esta fun-
células progenitoras hematopoyéticascién esta destinada a otro grupo de
pluripotenciales (Fig.1). A medida que proteinas denominadas inductoras de
estas células se reproducen, hecho qui diferenciaciéon. Cada una de ellas
sucede a lo largo de la vida de una perhace que un tipo de célula progenitora
sona, una porcion de ellas permanecge diferencie en uno o mas pasos
en la médula 6sea, exactamente iguahacia un tipo final de célula sanguinea
que las células originales, aunque Suadulta.
namero disminuye con la edad. Sin
embargo, la mayor parte de las célula
pluripotenciales se diferencia para
formar otras células sanguineas: eri-
trocitos, monocitos, linfocitos, etc.

La formacion de los inductores de
a proliferaciéon y diferenciacion esta
controlada por factores externos a la
médula 6sea. Por ejemplo, en el caso
de los eritrocitos, la exposicion del or-

La primera descendencia no puedeganismo a una baja presion parcial de
todavia diferenciarse de las celulasoxigeno durante un largo periodo de
progenitoras pluripotenciales, aunquetiempo, provoca la induccion de la
ya estén comprometidas en una linegroliferacion, la diferenciacion y la
celular particular, y se denominan cé-produccion de un nimero mas elevado
lulas progenitoras comprometidas. de eritrocitos. En el caso de algunos
Cuando estas células crecen en cultijeucocitos, las enfermedadesfec-



ciosas provocan la proliferacién, la células germinales no diferenciadas,
diferenciacion y la formacion final de las cuales se depositan en las cavida-
tipos especificos de leucocitos que sordes Gseas durante las primeras etapas
necesarios para combatir la infecciénde la embriogénesis. Aunque su niume-
(Harrison, 1984). ro es pequefo, estas células poseen
una gran capacidad de autorrenovacion

produccién de hematies es una hormogproducmon gle células hua_germlna-
les) y, ademas, se caracterizan por la

na circulante denominada eritropoyeti- e . :
Poy posibilidad de diferenciarse en una se-

na, una glucoproteina de 34 kDa. En".

_ _ -kl . e 1l
diferentes estudios hematol6gicos sdie de lineas celulares distintas (células

ha comprobado, que el papel esenciaP.luripOtenCialeS)' Debido a esta capa-
de la eritropoyetina es estimular la cidad precursora, tanto de la serie

produccion de proeritroblastos a partirmIeIOIde como de la linfoide, estas

de las células progenitoras hematopo-ﬁemﬁz geerr?wligglcﬁorrr]r?g dc:;aa(l:lgtladgolil-
yéticas en la médula (Rich,1987). 0 u

nias linfoides y hematopoyéticas
En la formacion de las células ma- (CFU-LH).
duras sanguineas en periodo de creci-

miento y en la vida adulta participan, .
germinales conduce, por un lado, a la

consecutivamente, tres clases de Cécélula roaenitorahematopovética
lulas independientes entre si: Células prog POy

pluripotenciales, células unipotenciales'Orecurs’o,r‘?l de las seriesitrocitarias,
y células en fase de especializacion. granulocitico-monocitica gnegacario-

citica y, por otro, a las células proge-
La produccion de eritrocitos, como nitoras linfopoyéticas que son especi-

de otras células de la serie mieloideficas para la produccién de los linfo-

(granulocitos, megacariocitos, etc.) citos Ty B.

tiene lugar en la médula 6sea, mientras

que los de la serie linfoide ocurre prin-

cipalmente en el bazo y en los érgano

linfoides. En el crecimiento y diferen-

o . ~ -S). r -
un papel fundamental las células que P X 9

forman parte del estroma de los dis-tene una elevada capacidad aigo-

tintos 6rganos (fibroblastos, preadipo- rrenovacion permlyendo asi satis-facer

citos, células endoteliales, etc.) la demanda de celulgs ejerc'da’ tanto
por parte del compartimento unipoten-

El hecho de que todas las célulascial como del propio pluri-potencial, y

sanguineas tengan una vida media lien la que es preciso sustituir aquellas

mitada, exige que su produccion células destruidas por accidente o en-

transcurra a un ritmo continuo durantefermedad.

toda la vida del individuo con el fin de

mantener un nivel constante de las . ., :
mismas. Ello requiere la existencia dedlferenmamon celular Surge, a partir d_e
un acervo celular en la médula c’)sea,CFU'S’ un grupo de celulas determi-
coman para todas las lineas hematopo['adas que sigue el desarrollo hacia una

-~ ; N i iia. Alul nino-
yéticas, que esta constituido por unanea celular fija. Estas células unipo

3 _ ! : i |
poblacion relativamente pequefia detenmales son Ias, progenitoras _de as
tres hematopoyéticas primordiales:

El principal factor que estimula la

La diferenciacion de las células

La célula progenitorahemato-
oyética pluripotencial recibe el nom-
re de unidad formadora de colonias

Como consecuencia del proceso de



granubcitica, meganociticg eritroci- el tercer subgrupo de formacion de-
tica (Brewer, 1984). nominado unidad formadora de colo-

Las células destinadas a la produc-nias eritrpcitarias normqles (CFU'E.)’
cion de eritrocitos se denominan cély-94€ Precisan escasos niveles de eritro-
las sensibles a la eritropoyetina, debi-Poyetinay un periodo de cultivo corto,

do a que esta hormona controla la propara dar lugar abroerltrqblastp. El
liferacion y diferenciacion de los proe- segqndo subgrupq de célulasipo-
ritroblastos. A diferencia de la CFU-S, tencua_lles (BFU'E. tlene§r,1 una mayor
presentan ciclos celulares mucho mésveloc_ldad de prpllferamo_n y €S menos
cortos (mayor velocidad de prolifera- sensible a la eritropoyetina que el ter-
cion) y tienen una menor capacidad dee’ subgrupo.
autorrenovaciéon. De acuerdo con el La primera célula que puede identi-
grado de respuesta adatropoyetina ficarse como perteneciente a la serie
y con su velocidad de proliferacion, de eritrocitos es el proeritroblasto, el
cabe distinguir tres tipos de poblacio- cual se divide varias veces formando
nes eritropoyéticas. El de células masmuchos eritrocitos maduros (Fig.2).
inmaduras corresponde a la unidadLas células de la primera generacién
formadora de coloniagritrocitarias se llamaneritroblastos baséfilos por-
que estallan lurs) o BFU-E, que que se tifien con pigmentos basicos; en
surgen en respuesta a la accién sobreste punto la célula ha acumulado muy
la CFU-S de un factor promotor de poca hemoglobina. En las generacio-
este tipo de colonias (BPF). Estas cénes siguientes, las células se llenan de
lulas requieren ciertos niveles de eri-hemoglobina hasta una concentracion
tropoyetina y necesitan un largo perio-de, aproximadamente, un 34 % del
do de incubacion para que aparezca enolumen total, al mismo tiempo que
ellas la diferenciacion eritroblastica se reabsorbe eéticuloendoplasmico.
(Rich, 1987; Luque y col., 1991). La célula en este estadio se llama reti-
La accion del BPF conduce a la CUIOCitP porque todavia co_ntiene una
pequefia cantidad de material basofilo,

formacién de un segundo tipo de colo- tituid tos del o d
nias denominadas BFU;EEon mayor constituido por restos del aparato de
Golgi, mitocondrias y otros pocos ti-

grado de maduracidon y que presenta

un numero elevado de receptores dd’9s de organulos citoplasmicos. Du-

membrana para la eritropoyetina. Es Jrante esta fase, los reticulocitos pasan

partir de este ultimo tipo, del que surgeOle la medula 0sea a los capilares san-

® —® —®

Proeritroblasto Eritroblasto
basofilo

Eritroblasto

) o Fase de especializacion
policromat 6filo

)
Eritrocitos Reticulocitos Reticulocito
Intramedular

B 5 | O -« — @
Eritroblasto
ortocromatico

Fase de maduracién

SANGRE MEDULA OSEA

Figura 2. Desarrollo celular en médula ésea y sangre circulante, durante la fase de especializacion
y maduracion celular de los eritrocitos



guineos por estrangulamiento a travéda mayor parte de las células, son tan
de los poros de la membrana capilar.sélo de 3 nm de anchura mientras que
El resto del material celular desapareceel didmetro del eritrocito es mas de 2,5
normalmente en 1 6 2 dias, y el reti-veces mayor (Brewer, 1980; Guyton y
culocito se convierte en un eritrocito Hall, 1996; McMullin, 1999).

maduro.

Cuando los eritrocitos pasan de la
médula 6sea al sistema circulatorio,
normalmente circulan una media de Como se ha indicado anteriormente,
120 dias, antes de ser destruidos. Aunel eritrocito esun elementanucleado
que los eritrocitos maduros no tienenque realiza el transporte de oxigeno
ndcleo, mitocondrias, ni reticulo en- casi exclusivamente mediante la inter-

doplasmico, mantienen las enzimasvencion de la hemoglobina.

citoplasmicas que son capaces de A |o |argo de su vida, un eritrocito
metabolizar la glucosa para formar pe-recorre casi medio millon de veces el
quefias cantidades de ATP Y, espeyparato circulatorio y, debido a que

cialmente, de la forma reducida del hosee yna resistencia mecanica excep-
nicotinamina adenina dinucleotido fos- ¢jgnal y una gran flexibilidad, atravie-
fato (NADPH). EI NADPH, mediante g5 continuamente circuitos de diametro
su posicion junto al glutation en 1a jnferior a su propio tamafio; en cierto
cascada de reacciones de 0xidomggg se comporta como un semisélido
reduccion, mantiene un ambiente re-glastico y, aunque presenta una forma
ducido en la célula que sirve para e“'bicéncava, es una célula capaz de de-
minar el peroxido de hidrogeno y otras formarse. Todas estas propiedades
especies reactivas del 0xigeno y posegjenen condicionadas por varios facto-
importantes funciones en los eritroci- gg que atafien a la membrana, entre
tos, entre las que se encuentran: ajos que destacan su composicion lipi-
Mantener la flexibilidad de la mem- dica, su carga electrostatica y, en par-
brana celular. b) Mantener el rans-ticjar |a presencia de una rigida ma-
porte de iones a traves de la membrayy ge proteinas adosada a la superficie
na. ¢) Mantener el hierro de la hemo'citoplasmética que se denomina es-

globina de la célula en estado ferroso Ygueleto submembranoso (Harrison
no férrico, lo que provocaria la for- 1984).

macion de metahemoglobina d)Evitar

la oxidacion de las proteinas intrace- L@ membrana de los eritrocitos se
lulares. aisla con facilidad mediante un trata-

miento con disoluciones hipoténicas o
Una vez que la membrana de 10Sagentes tensioactivos, que provocan la
hematies se hace fragil, la célula senemglisis y, consecuentemente, la pér-
rompe al pasar a traves de algun esgiga del contenido celular (integrado
trechamiento del sistema circulatorio. mayoritariamente por la hemoglobi-
Muchos de los eritrocitos se fragmen-na)_ La membrana, asi aislada, se de-
tan en el bazo, porque se comprimengming estroma, y mantiene su forma,
al pasar a traves de su pulpa roja. Estamagio, composicion y permeabilidad
se explica porque los espacios entrearacteristicas. Contiene un 40% de
los trabéculos estructurales de la pU|p‘5h’pidos, un 52% de proteinas y un 8%
roja, a través de los cuales deben pasaje glicidos. La bicapa que establecen

1.1.3. Bioquimica del eritrocito



los lipidos es asimétrica en cuanto a latuyentes en la fijacion del esqueleto
composicion de sus dos laminas.submembranoso.

(Bennet, 1985). Sin embargo, la unién principal no
Aunque no esta completamente es-se efectla directamente a la banda 4.1,
tablecida la disposicion del esqueletosino a través de otra proteina, la anqui-
submembranoso, se conocen un gramina (banda 2.1), que es una gran mo-
nimero de detalles estructurales. Ellécula piramidal de masa 240 kDa,
componente que constituye la tramaque posee dos dominios estructurales;
filamentosa basica, y que supone lamediante uno de ellos se liga estre-
mitad de su masa totas laespectri- chamente a la espectrina y mediante el
na, un heterodimero cuyasbunida- otro lo hace a una zona citoplasmatica
desa y B, de pesos moleculares 260 de otra proteina denominada banda 3.
y 225 KDa respectivamente, se unenAsi se establecen enlaces cruzados,
entrelazandose de forma laxa, en seneonstituyendo la anquirina el elemento
tido longitudinal; forman una especie primordial de fijacion de la red fila-
de varillas de 100 nm de longitud que, mentosa de la espectrina a la membra-
a su vez, se asocian por la cabeza forna.
mando tetramerosi(l3,), cuya flexibi-
lidad les permite adoptar muchas con-
formaciones. La espectrina es un com- |.1.3.1. Las rutas metabdlicas en
ponente fundamental del eritrocito, €l eritrocito
como indica su conservacion estructu- A diferencia de otras células y de

ral alo Iargo de la evolucién. Asociada sus propios precursores, el eritrocito
lateralmente a ambas subunidades deyaduro carece de organulos subcelu-
la espectrina, en un punto proximo a lajares. En sentido estricto podria decir-
cola del dimero, se encuentra la actinage que no es una célula viva, al menos
que esta polimerizada (actina F), for-como las demas, puesto que no puede
mando protofilamentos cortos integra- sintetizar proteinas, glucégeno ni lipi-
dos por 10 - 20 monémeros. Ademasdos y es incapaz de llevar a cabo la
del sitio de asociacion con la actina, yfosforilacién oxidativa. En consecuen-
muy cerca de éste, la espectrina posegja, su metabolismo, muy reducido,
un sitio de unién para otra de las pro-queda limitado a la glucolisis, ciclo de
teinas componentes del esqueleto Coras pentosas fosfato, ciclo del 2,3-
mo es la banda denominada 4.1, comjfosfoglicerato, reacciones de oxido-
una masa de 78 kDa. Esta proteina efreduccion para laletoxificacion de
una molécula globular que, por un la- systancias oxidantes v ciertos aspectos
do, promueve cooperativamente ladel metabolismo nucleotidico. Estas
union espectrina-actina y, por otro, Sérytas y reacciones son justamente las
liga al dominio citoplasmatico de |a precisas para mantener sus necesida-
glicoforina, y constituye asi una de lasdes metabolicas durante los 4 meses
uniones a la membrana. Es de destacaje vida media celular. El eritrocito re-
que para la union de la banda 4.1 a layyiere la energia para la realizacién
glicoforina, se requiere que esta Ultimage| transporte i6nico (sodio, potasio y
proteina interaccione con un determi-¢joro, principalmente), para el mante-
nado lipido de la bicapa, lo que conce-pimiento del hierro de la hemoglobina
de un papel primordial a estos consti-en su forma divalente, de los grupos



sulfhidrilo de las proteinas enzimaticas caracteristicas de la glucolisis hasta la
y de la hemoglobina en estado reduciformacion de lactato como producto
do y para la conservacion de su propidfinal (Brewer, 1980, 1984).

morfologia celular. Por otro lado, con-

. . Las enzimas glucoliticas del eritro-
tiene una concentracion de fosfatos

L cito se han aislado y en ellas se han
organicos del orden de 50 a 100 VeCeYeterminado sus propiedades cinéticas

superior a la existente en el plasma, Iay reguladoras. Se conocen todos los
mayoria de los cuales son de naturaleg ;o ge |a actividad enzimatica eri-

za organica (azucares-fosfatos Yirocitaria en condiciones estardar de

o i o e et ol ensayo y_saurartes de sustalos, en
9 ’ '~ las que se consigue la maxima activi-

ggofgﬁiginicieégrggﬁoef)uﬁdeQOEQJSI%}] dad; sin embargo estas condiciones
de CO. el arado de efic?em):/ia cgn ue raramente coinciden con la situacian
Qelg U€ yivo, puesto que las concentraciones

el oxigeno es cedido a los tejidos. de los sustratos, el pH o la temperatu-
La glucolisis comienza con la in- ra empleados para su medida experi-
corporaciéon de monosacaridos a lamental no son los que existen en la
célula; la glucosa vy la fructosa, trans-célula. Asimismoin vitro tampoco se
portadas al interior de la célula por untiene en cuenta el efecto activador o
proceso de difusion facilitada, me- inhibidor de muchos metabolitos intra-
diante un transportador comun, soncelulares o la interaccion mutua de las
también fosforiladas en el carbono 6innumerables proteinas presentes.
por la hexoquinasa (Fig.3). La veloci- Aunque el significado de los valores
dad de transporte de la fructosa es muee la actividad encontrada bajo condi-
cho mayor que la de la glucosa, por locionesin vitro, tienen validez por
gue aquella puede acumularse en ehaber sido determinadas todas ellas
interior del eritrocito. La presencia de bajo las condiciones de maxima acti-
glucosa a concentracion fisiologica, vidad, lo cierto es que no suponen una
inhibe la utilizaciénin vivode la fruc- extrapolacién real de las actividades
tosa, tanto en el transporte como en laenzimaticas presentes en la célula bajo
fosforilacién. Ello demuestra que la situaciones fisiol6gicas normales. De
fructosa no es un substrato fisiolégicoahi que exista en la actualidad, una
para el eritrocito, y confirma que s6lo tendencia a encontrar sistemas de me-
se emplea metabdlicamente en auserdidas de actividades en condiciones
cia de glucosa. La galactosa tambiénmas proximas a las fisiologicas (siste-
es transportada por difusién facilitada, masin situ) por las enormes dificulta-
y una vezfosforilada a galactosa-1- des que existen para realizarlovivo.
fosfato por la galactoquinasa, se intro-(Beutler, 1986).
duce en la glucolisis mediante la inter-
vencién de la uridin bisfosfato glucosa
(UDPG) y la accién de la galactosa 1- 1.1.3.2. La regulacion de la gluco-
fosfato uridil transferasa, la UDPG-4- lisis en los eritrocitos
epimerasa y la fosfoglucomutasa. La  g| control de la glucolisis en el

glucosa 6-fosfato que se forma se iSO+yirocito se ejerce mediante la accion

meriza a fructosa-6-fosfato mediante ge gistintos metabolitos sobre las tres

la fosfohexosa isomerasa, con 1o qQueégnzimas que catalizan reacciones irre-
se inicia la secuencia de reacciones



versibles, y que cumplen con todas lasveles de ATP hace que desaparezcan
condiciones para considerarlas regulados efectos inhibidores directos sobre
doras: hexoquinasa, fosfofructo- la fosfofructoquinasa y la piruvato
quinasa y piruvato quinasa (Fig.4). El quinasa y los indirectos sobre la hexo-
efector mas importante es el ATP que,quinasa reactivandose la degradacién
al sobrepasar determinados nivelesglucolitica de la glucosaBgutler,
inhibe la fosfofructoquinasa y la piru- 1986a; Luque y col., 1991).

vato quinasa. Ello conlleva una dismi-
nucién de la utilizacion de glucosa por
la ruta glucolitica y un aumento de la
concentracion de los sustratos corres
pondientes de ambas enzimas sobr
todo de la fructosa-6-fosfato; lo cual es
importante a efectos de regulacion,
puesto que supone, al mismo tiempo
un aumento de la glucosa-6-fosfato,
debido a la reversibilidad de la reac-
cion catalzada por la glucosa-6-
fosfato isomerasa. Al ser la glucosa 6-
fosfato un inhibidor de la hexoquinasa,
se refuerza la accion inhibidora de la
glucolisis ejercida por el ATP sobre la
fosfofructoquinasa. Cuando, como
consecuencia de la alta concentracio
de ATP, disminuya la actividad fosfo-
fructoquinasa, también descendera |
cp,ncentracic’)n del producto de la reaC'minuye el flujo glucolitico (Yoshika-
cion, la fructosa 1_,6-b|fosfato, con lo wa y Rapoport, 1974; Perutz, 1990).
gue desaparece igualmente el efecto
activador de este compuesto sobre la

fosfofructoquinasa y la piruvato quina- | 1 3 3 E| ciclo del 2,3-bifos-
sa (MCGlIyery y Murray,_19_74). Todo foglicerato

ello contribuye al detenimiento o en- . _
lentecimiento mas o menos parcial, de _EN & ruta glucolitica de los eritro-
la glucolisis. Ahora bien, el efecto in- Cit0S existe una desviacion a nivel del
hibidor global del ATP sobre la gluco- 1,3-bifosfoglicerato en la que, a partir
lisis puede contrarrestarse y, por tantode €sta sustancia, por accion de la bi-
el flujo metabdlico restaurarse, gra- fosfoglicerato mutasa, se produce 2,3-
cias, fundamentalmente, a la aCCiénblfosfogll_cerato. La enzima requiere
desinhibidora de determinados meta-3-fosfoglicerato como cofactor y es
bolitos frente a la inhibicién de la fos- inhibida por el propio producto de la
fofructoquinasa por ATP. De entre ta- '€accion, el 2,3-bifosfoglicerato (Fig.
les efectos alostéricos destaca el dep)- La degradacion del 2,3-bifos-
AMP, que se origina en la hidrolisis fogl!cerato mediante Ia_ enzima bifos-
del propio ATP cuando su concentra-foglicerato fosfatasa, _Il,bera fosfato y
cion es alta, mediante la intervencionconduce a la formacion de 3-fosfo-
de la ATPasa. El descenso de los niglicerato que se incorpora de nuevo a

También deben tenerse en cuenta
las posibles variaciones del pH que
tienen lugar durante la oxigenacion y
la desoxigenacién de la hemoglobina
fHbO, + H' = HbH + Q). De nuevo, el
principal punto de regulacion por me-
dio del pH se ejerce sobre la fosfo-
fructoquinasa cuya actividad responde
positivamente al aumento del pH y ne-
gativamente a la disminucién del mis-
mo. La liberacion de oxigeno en los
tejidos supone un aumento del pH in-
tracelular, lo que equivale a un incre-
mento de la actividadbsfofructoqui-
nasa y, por tanto, de la glucolisis Por
el contrario, como consecuencia del
r|oroceso de oxigenacion de la hemo-
globina en los pulmones, aumenta la

oncentracion de hidrogeniones y dis-
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Figura 5. El ciclo del 2,3-bisfosfogliceratoLos nimeros corresponden
a las enzimas siguientes: 1. Fosfoglicerato quinasa. 2. Bisfosfoglicerato
mutasa. 3. Bisfosfoglicerato fosfatadaATP sintasa

la secuencia glucolitica. La actividad oxigenada, mientras que en el segundo
de esta enzima es inhibida fuertementdiende a formar oxihemoglobina con
por el producto de la reaccién, el 3-la consiguiente liberacién del 2,3-
fosfoglicerato (Perutz, 1990). bifosfoglicerato.

Es bien conocido el papel esencial El significado fisiolégico del 2,3-
gue desempeia el 2,3-bifosfogliceratobifosfoglicerato se encuentra en su pa-
en la regulacion de la afinidad de lapel estabilizador de la estructura cua-
hemoglobina por el oxigeno en los te-ternaria de la desoxihemoglobina. En
jidos. El mecanismo de control se ba-su ausencia, la afinidad de la hemo-
sa en la capacidad que tiene el 2,3globina por el oxigeno seria de tal en-
bifosfoglicerato para unirse especifi- tidad que practicamente no permitiria
camente a los residuos basicos de léa liberacion del gas al pasar la sangre
cavidad existente entre las dos cadenapor los capilares tisulares. La presen-
B de la desoxihemoglobina, pero no decia del fosfato supone un descenso de
la oxihemoglobina. La hemoglobina en la afinidad de la hemoglobina por el
estado oxigenado no tiene afinidad poroxigeno y, por tanto, una mayor facili-
el 2,3-bifosfoglicerato ya que, como dad para la liberacion de éste en los
consecuencia de la oxigenacién, sdejidos (Perutz, 1990).

p_roduce un estrechamiento en la a3 regulacién de los niveles de 2,3-
wdaql central de la estructura IDrOte'ca'bifosfoglicerato viene condicionada
En cierto modo este hecho supone una, . |5 concentracién de ADP cuya
](c:orlnpetetnma lentr,e el 2,3i-b|f|os- disminucién conlleva un aumento del
ogliceralo 'y €l 0XIgéno molecular, 1 s pifgsfoglicerato, puesto que asi lo

en €l sentido de que, en €l IC’”meroexige el equilibrio de la reaccion ca-
tiende a prevalecer unido a la forma no



talizada por la fosfoglicerato quinasa produce una anemia grave (Gilsanz,
(Figs. 4 y 5). El aumento de 1,3- 1996a, 1996b).

b|fosf_ogI|cergto favorec_:e la sintesis de Se han descrito diferentes clases de
2,3-bifosfoglicerato, mientras que, por

: , anemias, siendo las mas frecuentes:
el contrario, el aumento de ADP hara

disminuir los niveles de 1,3- Anemia hemoliticaesferocitica o
bisfosfoglicerato y, por tanto, la sinte- esferocitosis hereditariaEn este tipo
sis de 2,3-bifosfoglicerato. de anemia los hematies pierden su

Cuando la sintesis de este fosfatoforma natural de disco biconcavos y
uando 1a . .. < "pasan a ser esféricos y de tamafio me-
se encuentra favorecida, también dis

. i ) nor. En estas células existe una defi-
minuye el nivel de 3-fosfoglicerato

I d ) | efecto inhiE)i ciencia en la sintesis de una de las dos
con 1o que desaparece €l etec cadenas de la espectrina, la proteina

d_or que este compuesto tiene sobre I%le membrana que circunda y protege
bifosfoglicerato fosfatasa, colaboran- al eritrocito como una malla (Selwyn y

do asi a que el 2,3-bifosfog|icera_to SeaDacie, 1954). Los eritrocitos con esta
degradado para recuperar su nivel Ydeficiencia no pueden comprimirse

en o!efinitiva,, para que se restablezcaporque la membrana carece de estruc-
el flujo metabdlico normal de la ruta. tura y al pasar a través de la pulpa es-
plénica, o simplemente por una ligera
compresion, se rompen con facilidad

(McGilvery, 1988; Lecomte et al.,
Las alteraciones que afectan a 10s1997).

eritrocitos pueden ser clasificadas en Anemia de células falciforme o dre
dos grandes grupos, teniendo en

o SDanocitosis Esta enfermedad es debi-
da a que los eritrocitos contienen una

mas caracteristicas (Tabla 1). Lash moalobina denominada hemoalobi-
anemias, que vienen definidas por una emog 9

= . ) ! rma-
reduccion del nUmero de eritrocitos, den? S, formada con cadenas 3 anorma

.y . . i i re-
la concentracion de hemoglobina o del!seesncisae ddeeggl,mg;% asrleg;)rict];%ne:rigtae
valor del hematocrito, y las policite- geno, precip

mias, que vienen definidas por unales alargados dentro de los eritrocitos

elevacion en el nimero de eritrocitos 44€ le d?” un aspecto de _hoz. La
(Hardisty y Weatheral, 1982). hemoglobina precipitada lesiona la

membrana celular produciendo células
Existen anemias por pérdida de muy fragiles.
sangre, por disfuncion de la médula
0sea, y por deficiencia vitaminica de
B,, o de acido fdlico. Las anemias
hemoliticas se originan por diferentes
alteraciones de los eritrocitos, muchas
de las cuales son hereditarias. La
células que presentan gran fragilidad,
se rompen al pasar por los capilares
especialmente en el bazo. En ocasio
nes el numero de eritrocitos formados
es normal, o incluso mayor de lo nor-
mal, pero su vida es tan corta que se

[.2. Las anemias hemoliticas

Eritroblastosis fetal Este tipo de
anemia se origina cuando los hematies
Rh-positivos del feto reaccionan con
los anticuerpos Rh-negativos de la

rogenitoras. Estos anticuerpos debi-
itan las células provocando una ruptu-
ra rapida y haciendo que el recien na-
cido sufra una anemia grave.



Tabla 1. Trastornos patolégicos de los eritrocitos
Macrociticas
[ Criterios Normociticas
morfolégicos
Hipocrémicas
* Precursores
[ . B hematopoyéticos
Absolutas Produccion | pluripotenciales
disminuida |
de eritrocito$ Precursores
Criterios unipotenciales
fisiopatolégicos 4 | (eritroideos)
Anemias{ _{ Causas
Destruccion | extrinsecas
aumentada A
~ de eritrocitos| Causas [ Membrana
L intrinsecasy Metabolismo
Hemoglobina
Relativas
.
Primarias
Absolutas
- . Secundarias
Policitemias
Relativas

Enzimopatiaseritrocitarias. Esta formas homocigéticas, heterocigoticas,
clase de anemia es debida a una defiacompafiados de hemdlisis celular y
ciencia en algunas de las enzimas detuyo mecanismo desencadenante de-
metabolismo intermediario del eritro- pende de la lesién molecular.
cito, generalmente las del metabolismo
de la glucosa. Es posible subdividirlas
en grupos de acuerdo con la via meta
blollcal,d_onde;: sef Iocalléa la deficiencia: nocer la causa de los diferentes tipos
glucolitica, fosfatos de pentosa, NU-qg onemis y, por ello, se han requerido

c_Ieotldlco, etc. Todas ellas se Car_aCtehumerosas observaciones experimen-
rizan, en general, por la ausencia d

. 2 . i Sales y clinicas. Asi, en 1950 Crosby y
esferocitosis, presion osmoética

hemoalobina normales. Los defectoysCO|' describieron estas enfermedades
9 ' como anemias hemoliticas no esfero-

enzimaticos pueden aparecer bajOuii.as de caractemeredidario. Tres

La sintomatologia similar que pre-
sentan estas alteraciones ha resultado
un escollo dificil de superar para co-



aflos mas tarde Dacie y col. (1953) lasde personas afectadas con deficiencias
clasificaron en dos tipos, | y I, basa- en glucosa 6-fosfataleshidrogenasa
dos en que a las de tipo Il la adicion deen nuestro planeta. La frecuencia de
glucosa no corregia la mayor veloci- gen mas alta ha sido encontrada entre
dad de autohemodlisis; este hecho sugelas poblacion del area mediterranea y
ria una alteracion en la ruta &enb-  del sudeste asiatico, los judios kurdos
denMeyerhof. De Gruchy y col., y los negros africanos y americanos
(1960) y Robinson y col., (1961) des- (Luzzatto y Mehta, 1995).

cribieron que los pacientes de tipo I
con anemia hemoliticao esferocitica
tenian altas concentraciones de 2,3
bisfosfoglicerato en los eritrocitos. En

Sin embargo, en la Europa Central
y del Norte, la frecuencia en la defi-
‘ciencia en glucosé-fosfatodeshidro-
genasa es comparable a la de piruvato

elséamm(ljsrpo ano, \1alentpr_1§ dyd ccl)l. quinasa, la enzimopatias més frecuente
( X ) eterminaron fa actividad de 1as o agte 4rea (Beutler, 1990; De Medi-
enzimas glucoliticas en pacientes de

0o 11 d briend ten cis y col.,1992; Luzzatto WMehta,
Ipo 11 descubriendo que tenian ur""‘1995). La relacion entre el grado de
deficiencia en piruvato quinasa.

deficiencia enzimatica y la extension
Los eritrocitos en sus 120 dias dede la disfuncion metabdlica en los eri-
vida realizan 1,7 x 0 ciclos, para lo trocitos y otros tejidos depende de va-
gue requieren ugontinuo suministro rios factores como son la importancia
de ATP y equivalentes redox que sede la enzima afectada, su velocidad de
utilizan en mantener la estructura bi- expresion, la estabilidad de la enzima
concava, lasconcentracionesationi- mutada frente a la degradacion pro-
cas intracelulares especificas, y el esteolitica y las anormalidades funcio-
tado reducido, de los atomos de hierronales, asi como de la posibilidad de
de la hemoglobina, de los grupos sulf-compensar la deficiencia por una so-
hidrilo de las enzimas, del glutation y breexpresion de alguna isoenzima co-
los componentes de la membranarrespondiente o por la utilizacion de
Naturalmente, si existe, una deficien-una ruta metabdlica alternativa.
cia en alguna de las enzimas de las

Lo N S En los casos mas severos, las difi-
rutas metabdlicas, se limita principal-

g cultades en estimar el grado cuantitati-

mente la produccion de ATP y vo de la lesién son debidas a que estas

NADPH. poblaciones celulares contienen mu-
La mayoria de las necesidades me<€hos reticulocitos que tienen activida-

tabdlicas de los eritrocitos son cubier-des enzimaticas y concentraciones de

tas por la glucdlisis, la ruta de los fos-intermediarios superiores y diferentes

fatos de pentosa, eiclo del glutation, a las de los eritrocitos.

el metabolismo nucleotidico y la Meta

Hb reductasa. Han sido descritas defi-

ciencias enzimaticas hereditarias en 1.3. Mutaciones, funcion pro-

todas las rutas y las que causan aneeica y fenotipo.

mias hemoliticas no esferociticas apa- 1956, Ingram propuso que el fe-

recen en la Tabla 2. Sus frecuenmasnotipo de la anemia falciformei¢kle

ifieren mar men nr . . .
ﬂfgniimazfeiﬁdae tz fgdis?ﬁgﬁg}gnace” anemiajpodia ser debido a |a sus-
y titucion de un aminoécido (&acido glu-

geografica. Hay mas de 400 mlllonestémico) por valina en la R-



hemoglobina. Siguiendo con esta ex-asociada a la pérdida completa de la
traordinaria idea en genética humanajfuncion debida a la inestabilidad de la
los estudios es-tructurales del mutanteproteina que le impide alcanzar co-
proporcionaron explicacién para en-rrectamente su lugar de accion, o tam-
tender la anemia y su alta frecuenciabien a una mutacién en una region cri-
observada en las poblaciones de aquetica, como por ejemplo el centro activo
llas regiones en que esta enfermedadle una enzima. Sin embargo, en mu-
es endémica. Desde entonces los avarchos casos aparecen situaciones com-
ces en la tecnologia molecular hanplejas debidas a las interacciones de
afladido nuevas dimensiones a la capadnas proteinas con otras y con com-
cidad para analizar la disfuncién pro- puestos celulares tales como ligandos,
teica. sustratos y otras molécula®dcie,
Mientras los desérdenes genéticos1985).
nos proporcionan la oportunidad de

bservar los efectos fenotipicos de los Las mutaciones puntualedglec-
obse P ciones o0 inserciones pueden, como se

Czrr?:slofn qltf di&ar\?iifon igneldgN'?‘ér:osha indicado anteriormente, conducir a
9 u 9 una terminacion prematura de la cade-

\éﬁ)lggse:g%ﬁg?aenmeﬂﬁ;:rr:gg ||:Se2::ﬁ?_na' En estos casos puede sintetizarse
u una proteina incompleta aunque, a

tura proteica tqdmenspn}:&tl. Avgqces menudo, el mMRNA o la proteina

en la tecnologla} de la in ormacllon Y muestren una estabilidad reducida. La
otras _rpetodologlas basadas en la C9mfuptura 0 corte puede conducir a una
putacion, se han centrado en este are roteina anormal o a la inestabilidad

no sélo por la provision de datos para, transcripto. Niveles bajos de

estudlqs (:Nomparatlv_os, SIno .tamb'enmRNA pueden también proceder de
para disefar y realizar predlccmnesmutaciones en el promotor. Muchas
estructura-funcion. mutaciones sin sentido, asi como pe-
Por conveniencia, las mutaciones sequefias delecciones e inserciones, alte-
clasifican con respecto a sus efectogan el plegamiento y las afinidades
sobre las proteinas, pero esta clasificaentre las subunidades. En muchas oca-
cion es, inevitablemente, algo arbitra-siones el plegamiento de las proteinas
ria. Las mutaciones asociadas con enen la célula esta facilitado por la inter-
fermedades genéticas pueden debersaccion con proteinas denominadas
a delecciones, inserciones que produ-chape-roninas o carabinas , las cuales
cen la terminacién prematura de la ca-también protegen a las cadenas na-
dena, simplemente a un cambio delcientes de las proteinas, de las posibles
codon que origina la sustitucion de uninteracciones con otras moléculas del
aminoacido, a una pequefa duplica-reticulo endoplasmico. Las mutacio-
cion intrinseca o a la inestabilidad del nes que rompen las interacciones con
mRNA. También, aunque con menorlas chaperoninas, a menudo conducen
frecuencia, pueden encontrarse mutaa la inestabilidad proteica y/o a la pér-
ciones en los promotores o en el pro-dida de la actividad funcional. (Tho-
ceso de corte y empalme del mRNAmas y col., 1995). En particular, este
(splicing). Estas categorias no se pue-parece ser el caso para proteinas liso-
den diferenciar respecto a la funcibnsomales, secretoras y de la membrana
proteica, puesto que la produccién deplasmética.
proteina anormal puede también estar



Un estudio interesante en el que seuna funcion normal (Baronciani y col.,
observa como las mutaciones condu-1996a, 1996b).
cen a un plegamiento defectuoso con

- rdida de | tabilidad | descrito En proteinas fibrosas la alteracion
perdida de la estabilidad, es el de en la estructura secundaria puede con-

?orfnuestrohc_ac?wpo sobreo:a glgtcos.?'G'ducir a una polimerizacién en fibrillas
%s,ato gs I: rogenas? lgegg” ;%goos'insolubles con consecuencias graves.
(Gomez-Gallego y col. ' )- Por ejemplo, la estructura alterada de

La Va”?‘”t,e.A’ que muestra dgflClen- una proteina origina placas amiloides y
Cia enzimatica, difiere de la \{arlqn_te B depdsitos de tejido lipidico eosindfilo
o forma norm_al 9? dos.am'npac'dos'caracteristico de la enfermedad de
La doble sustituciéon aminoacidica S€ Alzheimer. el cual esta compuesto de
traduce en un plegamiento d‘_:'fecwosc’formas in1solubles de proteinas nor-

?eb;do a If‘ p?rdlda de mtgra_cmog eln'males como la gelsolina, transtiretina y
re las estructuras secundarias de lag. i - (Booth y col., 1997).

regiones donde se localizan las muta-
ciones. El centro activo de la enzima Muchas proteinas sufren modifica-
no se modifica pero los cambios que secion durante o después de la traduc-
originan entre los residuaminoaci- Cion. Algunos cambios se miden en-
dicos en el dominio del coenzima y la zimaticamente, incluyendo [zrotedli-
alteracion parcial de la estructura ter-sis, fosforilacion y glicosilacion. Las
ciaria son suficientes para producir unmutaciones en los aminoacidos que
notable descenso de la estabilidad déleterminan estas modificaciones pue-
la proteina en el eritrocito. den conducir a un fallo en el proceso
normal. Asi, mutaciones que originan

N En alg:JnZ?iz%Cnaselgns?t?o?zr:?;ztggig_resms glucosilados han sido descritos
es se loc %n el factor VIII de la sangre.

para los sustratos, los efectores, los _ _
ligandos u otras proteinas (Leblond y Las mutaciones de las enzimas en el
col., 1978). En otras ocasiones losproceso de sintesis son, generalmente,
efectos principales no se corresponderpleiotrépicas en sus efectos. Esta es
con ninguno de los descritos anterior-una condicion bien conocida en la mu-

mente sino con una acumulacion exce<colipidosis Il o enfermedad celular el

siva de la proteina anormal. En esasn la que son deficientes numerosas

condiciones una actividad del 10-20% €nzimas lisosomales. La causa prima-
suele ser suficiente para permitir suria de este desorden es la deficiencia

funcionamiento en circunstancias €n N-acetilglucosamina-1-fosfotrans-
normales. Esto significa que los hete-ferasa, la cual esta implicada en la ge-
rocigotos, con un alelo normal, se en-neracic’m de residuos fosfomanosilos
cuentran afectados en pocas ocasione$le enzimas lisosomales (Kaufman y
ya que la forma de expresarse una enPipe, 1997).

fermedad es recesiva. Las mutaciones

en las proteinas estructurales demues- _ )
tran facilmente el caracter hereditario -3-1. Las alteraciones en las protei-
de una enfermedad; también cuando 'S multimericas

sintesis de la cadena proteica es menor |as mutaciones en genes que codi-
del 50% de la normal se puede esperafican proteinas con una estructura
que sea insuficiente para desarrollarmultimérica o aquellas implicadas en



un complejomultiproteico, frecuente- presidén-activacion del DNA. Asi, los
mente tienen otros efectos ademas deentros enlazantes de DNA en los
la simple pérdida de funcién. En algu- promotores de los genes objetivo pue-
nos casos un fenotipo severo surge delen estar blogueados por factores
un alelo mutado que codifica una transcripcionalmente inactivos, y esto
proteina en un heterocigoto individual. puede originar efectos negativos en el
Este tipo de herencia que se refierecomplejo dominante. Hay, a menudo,
como “dominante negativo” puede ejemplos ilustrativos que implican a
implicar, por ejemplo, un polipéptido familias diferentes de factores de
mutante. Los portadordseterozigéti-  transcripcion. Entre ellos esta el domi-
cos de tales mutaciones estdn més aio POU (Pit-Oct-Unc) en el que han
menos afectados dependiendo de laido identificadas las proteinas muta-
intensidad del efecto en la subunidaddas que inhiben el proces@nscrip-
mutada. cional, formandohomodimeros y

Las mutaciones en heterocigotoshetemd'meros inactivos (Treacy y col.,

qgue implican proteinas multiméricas, a1991)_

menudo no muestran un fenotipo clini- Las interacciones entre las subuni-
co. Por ejemplo, los heterocigotos de-dades, pueden explicar también como
ficientes en la actividad de galactosa-las formas dominantes y recesivas de
1-fosfato uridil transferasa (GALT) no la herencia surgen de mutacions dife-
muestran sintomas dgalactosemia, rentes en un gen simple. Por ejemplo,
aunque existe un aumento de riesgo déa hipermetionuria persistente, como la
problemas oftalmoldgicos y ginecol6- mayoria de las deficiencias enzimati-
gicos (Elsevier Yy Fridovich-Kiel, cas, se hereda generalmente como ras-
1996). Se ha encontrado una mutaciérgo autosémico recesivo y se debe a
puntual que cambia GIn 188 por Arg mutaciones en el gen de la metionina
en el 60-70% de los casos. GALT fun- adenosil-transferasa (MAT1A). Sin
ciona como un dimero, compuesto deembargo, la herencia dominante se ve
subunidades idénticas, cada una con stambien en un nimero pequefo de fa-
centro activo y el polipéptido mutante milias. EI gen MAT1A se expresa en
Arg 188, inactivo, que se unen comoel higado y codifica dos isozimas:
homodimeros y heterodimeros activosMATI y MATII que son tetrameros y
con la subunidad GIn 188. dimeros, respectivamente, formados de
subunidades idénticas. En familias que

Las interacciones entre las SUbur“-muestran herencia recesiva, las muta
dades son de una gran importancia pa- ’

ra los factores de transcripcién en elCIONES, generalmente, conducen a una

contexto de la enfermedad humana,termlnamon de I,a _cadena de_ ,form_a
puesto que muchos funcionan comoPrématura con per_o!lda de funcion. Sin
dimeros o tetrdmeros y la flexibilidad e;nrté?]rcgig, ggmfﬁ]r‘::'tzs uqnu: mgfasgirgg
transcripcional puede conseguirse po% A en un alelo. conduce a un cam
formacion de heterodimeros con otro ’

miembro de la misma familia genética. bio en la posicion 264 de Arg a His
Por lo tanto, una mutacién en la eS_provocando péerdida de actividad en-

Y 0
tructura del dominio afectara las pro- zimatica (29% de la normal). En 1997

piedades enlazantes y tendra una reChamboerlin'y col., mediante - experi-

percusion directa en el proceso de renentos de co-transfeccion y mutage-

nesisin vitro, demostraron como la



mutaciéon MAT1A se traduce en un

[ i i i COOH
fenotipo negativo dominante parcial £ |
obteniendo varios cDNA de MAT1A ﬁo + ADP f»ﬂco + ATP
con mutaciones en eésiduoaminoa- CH, Mif % K CH,

cidico 264 y los expresaron E&sche-

AG= -31,4 kdmol

richia coli. Estos contenian actividad
nzimatica MAT1A ndo retenian -
€ atica cuando rete La reaccion es la segunda de la ruta

una carga positiva en la posicion 264’glicolitica gue genera ATP. Los iones

ero perdian, casi totalmente, la acti-3. ;
P P divalentes manganeso o magnesio, y el

vidad y la capacidad para formar di- : i
merosy Los F::‘studios Eristalo raficos potasio son absolutamente necesarios
' 9 gara la actividad de la enzima. La en-

realiz r n revelaron qu
ealizados sobre este gen revelaron g Zima, que es clave en la ruta central

| residuo 264 estd implicado en la ) .
l?orrr?estcién de enlaces (flectrostélticosdel metabolismo de los hldrato§ de
entre las subunidades. c_arbono aparece en todas I_as células
vivas, y en aquellas en que tiene lugar
A partir de las consideraciones an-simultaneamente reacciones de la ruta
teriores, se puede deducir que muchaglucolitica y gluconeogénica, juega un
proteinas funcionan como moléculaspapel importante en la regulaciéon de
heteoméricas (espectrina, 3-hexosa-ambos procesos inversos (Garcia-
minidasa y hemoglobina) y proteinas Olalla y Garrido-Pertierra, 1987)

omplejas, las cuales se forman por . : .
comple] P En la especie humana se han identi-

nioén rtir I r de al-_. e :
union a partir de los P oductos ficado dos genes codificantes de la pi-
gunos genes que funcionan como ung

unidad, y son particularmente vulnera- fuvato quinasa, el PK-M y el P.K'I.‘B
bles a ]as mutaciones contribuyendo a(':Ig 6). Enel proceso de transcripcion,
cambios en las estructuras. A menudoeSt.os O.IOS genes ongnan 4 Isoenzimas
i ; 0 isozimas diferentes con actividad
las mutaciones en genes diferentes que.

codifican los polipéptidos componen piruvato _quinasa, denominados,M
7 polipep > comp . M,, LyR, las cuales se expresan de
tes originan el mismo o similar fenoti-

o . forma diferente en cada tejido u érga-
po clinico. Las mutaciones en los ge-

i no (Noguchi y col., 1987; Consler y
e maa oo a2 501, 1969) Todas s ormas consitr
en una elipsocitosis hered’itaria domi- " tetrameros con subunidades de unos
nante autosomal. De la mayoria de Ias5o'60 kDa, y muestran alguna§ Pro-
mutaciones en él gen de HFE resultap'e,d"fwIes _m_oleculares Y fisico-
un descenso en la capacidad de |pduimicas S|m|Iare§, pero difieren en
. . Sus propiedades cinéticas y regulado-
heterodimeros para formar tetrameros
ras.
gue se traduce desde una enfermedad’
fenotipica a una anemia hemolitica La PK-M, se encuentra presente en
severa. numerosos tejidos durante la vida fe-
. . tal, y es codificada por &cus 15g22.
l.4. Piruvato quinasa Al final del periodo fetal y en el post-
La piruvato quinasa (ATP: piruvato natal temprano, aparecen otras isozi-
2-o-fosfotransferasa; EC 2.7.1.40) esmas, pero la forma Myersiste en leu-
una enzima que cataliza la transforma-cocitos, plaguetas, pulmaén, rifiones,
cion de fosfoenolpiruvato y ADP en bazo, tejido adiposo y, como un com-

piruvato y ATP: ponente menor, en higado. La enzima



desaparece, normalmente, durante lzual, a su vez, se puede conventr
maduracion de los eritroblastos (Miwa vitro por protedlisis en la forma PK-L.
y Fuijii, 1985, Miwa, 1990). Los homotetrameros L y L™ tienen di-
ferentes caracteristicas bioquimicas
gue pueden ser funcionalmente signi-
ficativas. La PK-R (L",) de células
eritroides inmaduras, muestran una
baja afinidad por el sustrato cuando se
compara con la PK-RL",L,) y la PL-

La isoenzima PK-M es un pro-
ducto del mismdocus genético que la
M, pero el mRNA sufre un reagrupa-
miento o ajuste diferencial. Esta forma
predomina en el musculo estriado y en
el tejido cerebral. La forma Mes la .

Unica de las isoenzimas con actividadL’ Pero sus _propleo!ades reguladoras
PK, que no esta sujeta a modulacién>°"n Mas efectivas (Miwa, 1990).
alostérica por el sustrato ni por el co- La PK-R es dependiente de"
factor (Oberfeldery col.,1984) Mn*"y exhibepropiedadeslostéricas
gue reflejan su estructura polimérica.
Esta forma es muy sensible a la mo-
dulacion alostérica por la fructosa 1,6-
bifosfatasa y, cantidadewicromole-
culares de este intermediario, aumen-

PK-L es un homotetramero en el quetan significativamente la afinidad de la

cada subunidad esta constituida por?.nﬁ'dmal pornglt_sust_ra:g, .SEZ}]C&”\QL’
543 aminoé&cidos. En célulasitroi- 1endo fa cinetica sigmoide P

deas inmaduras, las subunidades de Iggt“;ae.nlz_?niaprolﬁ);%idgi ﬁg‘;ts'ga?égf
PK-L tienen un peso molecular SUpe_mente se Ur; gl modelo foncertado de
rior a las correspondientes de los 9

hepatocitos y se las designan por L,.enzimas alpstéricas_ de Monod y col.
Las subunidades L"se pueden convertiﬂ(1963)' Asi, la enzima, se puede en-

in vitro en subunidades L en condicio- gﬁ?rtéaéoincg:foﬁgggg rr']cérsan;'ﬂ? nfgla
nes proteoliticas suavesinevivo por o

pro-tedlisis provocada por la evolu- Jada y tensada. La forma T no tiene

cion progresiva de las diferentes iso-""ﬁmdalOI por If_y Mmuy poca por el .
PEP y su cinética es sigmoide (coefi-

3?;;;:”{&?\;&2”igg%;éndo las CeIUIaSciente de _HiII de 1,5-2_,(_)), mientras la
’ forma R tiene alta afinidad por*k
La isozima PK-R se encuentra bajopor PEP. A partir de los datos cinéti-
control del mismdocusgenético que cos, se ha llegado a la conclusién de
la PK-L, pero es un producto del pro- que la union K es esencial para la
ceso de traduccion con un mRNA dife- posterior union del PEP. Los efectores
rente al de la forma L, que esta modi-positivos fructosa 1,6-bifosfato, fruc-
ficado en el extremo 5y con promo- tosa 2,6-bifosfato y 6-fosfogluconato
tores especificos. La isozima PK-R dedisminuyen la cooperatividad de la
células eritroideas inmaduras esta PK-R hacia PEP, porque el equilibrio
compuesta predominantemente porR = T se desplaza hacia el estado R,
homotetrameros L' (L) y se designa [os efectores negativos, ATPalani-
PK-R,. Por proteolisis el PK-Rse na, operan en sentido opuesto. El
convierte en heterotetrameros (L),  equilibrio tetrdmero-monémero esta
y se designa PK-Rque es la forma regulado por la relacién FBP/ATP la
mayoritaria en eritrocitos maduros la cual determina laelacién asocion-

La isoenzima PK-L es la forma de
isozima que predomina en los hepato
citos y esté codificada por el PK-LR
gen en ellocus 1921 (Marie y
col.,1981; Cognet y col.,1987)). La



disociacion. La union del PEP también cristalizadas y estudiadas mediante
parece estar influenciada por los resi-difraccién de rayos X, dos piruvato
duos tiol e histidina; la fotooxidacion quinasas: la de musculo de gato
de las 3 histidinas, asi como la adicion(Muirhead y col., 1986) y la de mus-
de glutation oxidado, disminuye la afi- culo de conejo (Larsen y col., 1994).
nidad por PEP vy la actividad catalitica, Estos investigadores realizaron un es-
y aumenta la inestabilidad por el calortudio detallado de las estructuras mo-

de la forma R de PK. (lkeda y col., leculares, mediante mapas de densidad
1997). electrénica obtenidos de las enzimas
cristalizadas con una resolucion de 2,6

y de 2,9 A, respectivamente. En ambos

l.4.1. Estructura tridimensional  casos la secuencia de los aminoéacidos
de la piruvato quinasa se obtuvo utilizando cDNA. Las enzi-

Aunque es posible determinar, conMas de las dos especies tienen el 94%

una certeza casi completa, la secuenci§® Sécuencia idéntica y, especialmente
de aminoacidos de una proteina a parla region del centro activo, se encuen-
tir de la secuencia nucleotidica de untr@ muy conservada. Por ello, la in-
gen, no se puede conocer bien la relaMensa mayoria de los estudios que se
cién entre la secuencia de aminoacidod®@alizan sobre las estructuras de las
y la conformacion tridimensional nati- Piruvato quinasas, se hace tomando
va de una proteina. Se han obtenidd?®Mo modelo las homologas de gato y
las secuencias aminoacidicas compled€ conejo. La informacion estructural,
tas de las isozimas de piruvato quinasdUNto con la obtenida mediante muta-
de varias especies, desde mamiferos 9€N€sis, ha permitido acercarse al en-
microorganismos. Asf, por ejemplo, Setendlmle_rlto de las relaciones estructu-
conocen las de la especie humana, €lé= funcion y, en muchog casos, a in-
gato, conejo, gallo, rata, raton, sapo,terpretar Ias,, posibles interacciones
mosca, levadurad,actobacilusy Es-  €ntre la proteina y el resto de los com-
cherichia coli Las comparaciones Ponentes celulares.

evolutivas, de modulado y la acumula-

cion de la estructura de bases de datos .

ayudan a predecir patrones de plega-|:4.'2' ITespnes mole_culares en la de-
miento a partir de la secuencia prima-/Iciencia piruvato quinasa

ria. Sin embargo, la prediccion de las La heterogeneidad bioquimica en
estructuras terciaria y cuaternaria, sonla deficiencia en PK ha sido encontra-
meras conjeturas hasta que la nuevala en mas de 400 casos descritos en la
proteina no haya sido objeto de estu-hbibliografia sobre el tema, habiendo
dios cristalograficos (Branden y Too- sido evaluada una pequefia proporcion
ze, 1991). Este es un serio vacio ersegun los criterios estandar deter-
nuestro conocimiento, puesto que sélonational Committee foStandardiza-

se ha determinado la estructuras cristion in Haemotology (ICSH) (1979;
talina de un 6% de las 50.000 protei-Miwa y col.,1979). No obstante, la in-
nas codificadas por genomas de mamiterpretacién de estos criterios ha sido
feros,. Debido a las dificultades in- complicada por la aparicién simulta-
herentes a la metodologia y a las canea de isozimas en las células defi-
racteristicas de las enzimas, hasta lgientes en PK, y en la mayoria de los
fecha, s6lo se han podido obtenercasos son compuestos heterocigotos de



dos alelos mutados, en vez de verdalentine y col., 1989Tanaka, yPaglia,
deros homocigotos. También se puedel975; Miwa, 1990; Lukens, 1993).
presentar una heterogeneidad adicio-

nal, como una consecuencia de la

unién de subunidades normales de las.4.3. El metabolismo de eritrocitos
cadenas mutadas (Miwa y Fuijii, 1985). deficientes en piruvato quinasa

Dada las complejas caracteristicas Las alteraciones en las funciones
estructurales y reguladoras de la PK,celulares por una deficiencia en PK
no es sorprendente que los productogifecta Unicamente a los eritrocitos
del gen mutado, exhiban una extensgorque estos no son capaces de com-
variedad de propiedades bioquimicaspensar el defecto enzimatico aumen-
que dependen del lugar preciso en efando la sintesis de la enzima mutada
que se produce la lesién molecular yni utilizando otras rutas alternativas
sus efectos sobre la conformacion de(Kannoy Miwa, 1992).

las enzimas. Las alteraciones que g 1961 Valentine y col. descubrie-
afectan a las propiedades reguladoraggn |5 primeraenzimopatia piruvato
asi como a la estabilidad y actividad ginasa en un paciente que sufria
especifica, aparecen a menudo en estgnemia hemolitica no esferocitica.
desorden heterogeneo (Tanaka,19858pegde entonces se han descrito nume-
1985D). rosos casos, debidos principalmente a

Entre las alteraciones mas comunedVarie y col., 1977; Zanella y col.,
se encuentran la inestabilidad de 1asl989; ; De Medicis y col.,1992; Feng y
enzimas, la disminucién de la afinidad col., 1993; Baronciani y col., 1995,
por el sustrato, PEP, y/o la modifica- 1996a, 1996b; Kanno y col., 1991,
cion de la respuesta al activador alos-1993, 1995, 1997; Lenzner y col,
térico, FBP. Otras anormalidades, quel997; Zanella'y Bianchi, 2000, y por-
se encuentran con menor frecuenciafadores de esa deficiencia se han en-
son el aumento de la sensibilidad a lacontrado en todos los continentes.

inhibicion por ATP, el descenso de la | 55 mecanismos precisos que con-
afinidad por el cofactor, el aumento de gcen a la destruccion de los eritroci-

la afinidad por el sustrato o la dismi- to5 con deficiencia en piruvato quina-
nucion de la sintesis de la enzima. L0Sg4 ng han sido clarificados todavia. No
comportamientos anormales de 'asobstante, la inmensa mayoria de los
proteinas pueden reflejarse, sencillajnyestigadores estan de acuerdo sobre
mente, en una alteracion en la migraye en’ dichos mecanismos intervienen

cion electroforética, en la variacion del pssicamente dos hechos: el descenso
punto isoeléctrico, del pH optimo, de ge |5 concentracion de ATP y el au-
las velocidades de inactivacion termicamento de la de 2,3-bifosfoglicerato.

y/o concentraciones Optimas de catio- _

nes. De forma general se puede indicar S€ ha observado que el incorrecto
que la gravedad clinica de las defi- funcionamiento de las reacciones de-
ciencias PK, se corresponde mejor corP€ndientes de ATP originan una re-
biogquimicas que con los descensos déar de este compuesto lo que desenca-
la actividad enzimatica medida en déna una serie de procesos que condu-
condiciones estandar de ensayo. (Va‘en @ la hemolisis. Asi, las células con



niveles bajos de ATP pierden grandestolasa. También inhibe la actividad de
cantidades de potasio y agua, se deda PP-ribosa-P sintetasa la primera en-
hidratan y se vuelven rigidas. Estoszima de la ruta biosintética de AMP,
procesos reducen significativamenteNAD/ NADH y NADP/NADPH (Ta-

el flujo glucolitico especialmente en naka, 1985).

el sistema reticulo endotelial, bazo,
higado y médula ésea favoreciendo Ia]-n
destruccion prematura de los eritroci- o, ada  concentracién de 2.3-

tos (Miwa y Fujii, 1985). bifosfoglicerato en los eritrocitos, de-
Sin embargo esta hipoétesis no ex-ben ser similares a los que produce la
plica la hemolisis que sufren los pa- deficiencia en glucosa-6-fosfato des-
cientes con deficiencia eritrocitaria en hidrogenasa. En los eritrocitos la Unica
PK y con unos niveles de ATP nor- fuente de obtener NADPH es mediante
males o superiores en los eritrocitos.las dos reacciones catalizadas por las
En estas circunstancias la explicaciondeshidrogenasas. El hecho fundamen-
se centra en el aumento de la concental en la deficiencia en G6P deshidro-
tracion del 2,3-bifosfoglicerato. genasa es la reduccion de la concen-
tracion de NADPH, lo mismo que pro-
duce una deficiencia PK como conse-

Algunos efectos de estas acciones
hibidoras, como consecuencia de la

Este aumento se origina porque la

reduccion de la actividad PK Causa’cuencia de la inhibicion de la enzima
inicialmente, un aumento en la con-

centracion de su sustrato, PEP. comd©’ el 2,3-bifosfoglicerato y de la re-

consecuencia de este hecho, se prodtgJCCIon de la sintesis de NADP/

ce un aumento en las concentracione ADPH . En este aspecto, Zerez y

intracelulares de todos los metabolitos'' ¢ (1.986) c_iemo_stra_ron_, €n personas
de la ruta gucolitica por encima del con def'c'enc'?‘ eritrocitaria PK que
bloqueo, partiglarmente del 2,3- la primera enzima de la ruta biosintéti-

bifosfoglicarato y 3-fosfoglicerato ©@ de estos nucleotidos, la PP-ribosa-P
sintetasa, es poco actiravivo debi-

(Fig. 4). Las concentraciones de este . P
compuestos aumentan del orden dqdo a la baja concentracion de ATPy
a alta de 2,3- bifosfoglicerato.

dos, tres y hasta cuatro veces por en-
cima del valor normal, y esto es sufi- La disminucion de la concentracion

ciente para cambiar la curva de diso-de NADPH produce alteraciones tan
ciacion (presion de (frente a centros graves en el funcionamiento y estruc-
ocupados de hemoglobina por e€)) O tura de los eritrocitos que terminan por
significativamente hacia la oxigena- provocar su lisis. El NADPH sirve pa-

cion de los tejidos. ra reducir la forma disulfuro del gluta-

tion a la forma sulfhidrilo, que a su vez
actia como un regulador de grupos
sulfhidrilo  para mantener en estado
reducido los residuos de la hemoglobi-
na y otras proteinas de los eritrocitos.
También juega un papel esencial en
los mecanismos de desintoxicacion, ya
gue reacciona con el peréxido de
hidrégeno y los peroxidos organicos,
evitando con ello a las células dafios

Concentraciones elevadas de 2,3
bifosfoglicerato pueden también cau-
sar efectos deletéreos inhibiendo en
zimas que limitan el flujo metabdlico
de la ruta glucolitica, como la hexo-
quinasa y la fosfofructoquinasa y de la
ruta de las pentosas fosfato, concreta
mente, la glucosa 6-fosfatteshidro-
genasa, la 6-fosfogluconat®shidro-
genasa, la transaldolasa yttansce-



irreparables. Ademas el glutation enzimas en que el eritrocito pierde su
forma reducida, es imprescindible paraviabilidad. Estos autores demuestran
mantener la estructura normal del eri-que los valores de la actividad de la
trocito. Esta hipétesis se ve reforzadafosfofructoquinasa, la glucosa fosfato
por el hecho de que la anemia hemoliisomerasa, la triosa fosfatsomerasa
tica se agrava en individuos deficien-o la fosfoglicerato quinasa en eritroci-
tes en PK que sufren estados de infectos de pacientes con anemia hemoliti-
cion, de estrés metabodlico u oxidativoca eran significativamente mas altos
(Beutler, 1978; 1986). gue los calculados como valores criti-
Durante la maduracion de los reti- S°S: Sin émbargo, los valores de la ac-
tividad de la hexoquinasa y de la pi-

culocitos deficientes en PK, al mismo fLvato auinasa son préximos a los va
tiempo que desciende la concentra- 9 P

cion de ATP, aparece un descenso déqres_crl’ticos calculados, lo que es in-
la fosforilacién oxidativa y un au- dicativo de un efecto grave que con-
mento de la viscosidad interna (pérdi-Oluce a la hemolisis de la celula.

da de agua y aumento de 2,3- La bajas concentraciones de ATP
bifosfoglicerato), disminuyendo la de- en los eritrocitos con deficiencia PK
formabilidad y favoreciendo su libera- pueden, y de hecho tienen, otros efec-
cion por los macréfagos del bazo. Portos perjudiciales para la viabilidad de
ello, después de una esplenectomia dh célula. Asi, la membrana celular
numero dereticulocitos es general- limita las reacciones que consumen
mente muy alto. EI mecanismo por el energia, como son es, las de la bomba
cual los macréfagos detectan una deficationica y las de la fosforilacién de
ciencia en PK en los eritrocitos per- las proteinas de membrana. Por otra
manece desconocido (Beutler, 1986). parte, el bajo nivel de ATP puede fa-

vorecer el flujo de Kal exterior y la

Se han utilizado modelos m"Jm_:‘mélti_acumulacién de Caen los eritrocitos
cos para investigar los desajustes mex '

tabdlicos de los eritrocitos en portado-Se ha supuesto que el transporte de

res de tres deficiencias PK diferentesCationes esta relacionado con las pro-

sin ninguna influencia de los reticulo- f‘e"?‘delz fulnctl)on?jles?) dsl domlnllc;é\ela-
citos (Holzhuttewy col.,1985; Schuster erminal de la banda 3 (Passow, )-
y Holzhter, 1995). En estos estudios La ruptura de esta bgnda cor_lduce aun
los autores ’confirman también una re_’acortamlento de la vida media del eri-

lacion proxima entre el desorden me-ggg\'}g'Iaseczaa?r?;nciztr?:; %lée rzlzdgala
tabdlico y el acortamiento de la vida banda 3 ﬂe e’ste rocesogaumenta
de los eritrocitos. Recientemente, en yd P

un excelente trabajo Martinov y col. Eot?blc;:r?eréte er; ul;]angeflme?ma Pr:(.I
(2000) utilizando un modelo mateméa- a ruptura de esta banda aparece en 1a

tico del eritrocito muy completo y que region transmembrana, y esta asociada

incluye todas las reacciones de la glu_con un cambio en la estructura tercia-

colisis, el metabolismo de los nucle6- ”gé I|m(C;|an|Zo|itl;aer:2:gg aolrori;cr;tc’l)?:ecz-s
tidos de adenina, el balance iénico y |aPos 19y P 9

regulacion osmatica del volumen eri- (Jacobasch y Rapoport, 1996).
trocitario determinaron los valores

minimos criticos de Na,K-ATPasa y

los de las actividades de todas las en-



l.4.4. Mutaciones en el gen piruvato bilidad a la degradacién proteolitica y
quinasa su diferente movilidad electroforética.

Unicamente un 10% de mutantes de-
fectivos en PK son relativamente esta-
bles, con una actividad normal o lige-
gramente disminuida y manteniendo las
SDropiedades alostéricas.

El gen PK-LR se localiza en el bra-
zo largo del cromosoma 1 y en la ban-
da 21 (Fig.7). El cDNA de la PK-LR
fue clonado y secuenciado en 198
(Neubauer y col., 1988). Su tamafio e
de alrededor de 8600 pb y comprende La caracterizacién bioquimica es el
12 exones y 11 intrones (Naguchi y primer paso para identificar variantes
col.,1987; Tani y col.,1988a, 1988b). genéticas de la PK. El primer caso
La cadena polipeptidica de PK-R deatribuido a un defecto PK fue descrito
eritrocitos humanos tiene 574 aminoa-en 1961 (Valentine y col.). En Espafia
cidos de longitud y la de PK-L 543. la primera referencia a la deficiencia
Esta diferencia de longitud entre lasen PK de eritrocitos fue encontrada

CDh E FGH I J

R A B
—(I L I~
1 1 2

34 5 6 7 89 10 11
(R) (L)

Figura 7. Esquema del gen LR de piruvato quinasa. Los fragmentos de color gris correspgnden
a los intrones y los de rojo a los exones. La extensién nucleotica de cada seccion es la siduiente:
1(R), 1-230; 2, 231-300; 3, 301-320; 4, 321-487; 5, 488-664; 6, 665-942; 7, 943-1105;
8,1106-1272; 9, 1273-1436; 10, 1437-1594; 11, 1595-1722.

dos isoenzimas resulta de la diferen-en 1977 por Kahn y col. Estos autores,
cia en los transcriptos del primer exonen ese mismo afo, identificaron esta
de cada isozima, asi el primer exdn dedeficiencia en seis pacientes relacio-
la PK-R codifica 33 aminoé&cidos, nados familiarmente (Vives-Corrons,
mientras que el primero de la PK-L 1977). En la actualidad han sido des-
codifica Unicamente dos. Hasta elcritos en la bibliografia mas de 400
momento no se han encontrado muta<casos diferentes con deficiencia piru-
ciones en el DNA del exén 1(R) ni del vato quinasa (Kanno y col.,1994,
exén 1 (L). 1995; Mason, 1999; Zanella y col.,
2001). Aunque puede parecer que la
zimopatia PK se caracterizan por te_distribucic’)n de las mutaciones a lo lar-
ner un baja actividad catalitica junto go del cromosoma €s r¢9“'af’ hay una
tendencia de las mutaciones a acumu-

con la pérdida de sus propiedades]arse principalmente, en los exones 8
i la afini : g : ’
alostéricas y un aumento de la a |n|dadﬁ’ 10'y 11 (Mc Mullin, 1999: Martinov

por el PEP. En raras ocasiones se ha

descrito cambios en la afinidad por elY col., 2000).

ADP. Las variantes genéticas de la PK La multiplicidad clinica de los dife-
pueden ser identificadas por su sensitentes casos con deficiencia PK surge

Los pacientes que sufren una en



del hecho de que los dos alelos de uriodos los casos la mutacion G1529A
paciente estén afectados por mutacioexhibe el mismo haplotipo 1705C y
nes disfuncionales resultando molécu-un ATT repetido. Estos resultados
las de enzima con dos subunidades diapoyan la hipétesis de un origen co-
ferentes cambiadas, esto es un doblenin simple Baroncini y Beutler,
heterocigoto. De las 142 mutaciones1993). La mutacién 1529A resulta de
diferentes identificadas (Zanella y col., una sustitucion del aminoacidkrg-
2001) y distribuidas a lo largo de la Glu en la posicion 510. La Arg 510
region codificante, 98 son sustitutivas esta localizada en el dominio C de la
de un solo aminoacido, 12 por despla-enzima, la cual se considera impor-
zamiento de marco de lectura, 12 en etante para el contacto de las subunida-
centro de maduraciorsfflicing), 9 sin  des mediante enlaces electrostaticos.
sentido, 9 pequeias delecciones e inEs de destacar que 13 de las sustitu-
serciones y 1 que corresponde a un&iones aminoacidicas corresponden a
gran deleccion (182 bp) (Baronciani y residuos de arginina 'y 7 de ellas se en-
Beuler, 1995;Zanella y Bianchi, cuentran en el dominio C.

2000), Aungue en casi todos los casos las

La mayoria de las mutaciones son propiedades cinéticas de las variedades
esporadicas aunque existen evidenciagenéticas de la PK se modifican, en
de que algunas mutaciones tienen relasolo unos pocos los aminoacidos im-
cion con la etnia y el territorio. En el plicados se encuentran proximos al
hemisferio Este la mutacion C1468T centro activo. Esto es asi en la inser-
es considerada la mas coman mientragion de la Ser en lugar de Cys 401y
en el Oeste la incidencia mas alta deen la sustitucién Gly275-Arg. La sus-
las mutaciones encontradas correspontitucion aminoacidica lle344-Thr esta
de ala G1529A y a la 1456T. Esterelacionada posicionalmente con los
altimo predomina en América del residuos Lys 313 y Glu 315, los cuales
Norte con una incidencia del 41,6% y se consideran de gran importancia en
en el Centro y Norte de Europa conla unién del MA* o Mg®* (Lakomeck y
41,0%. col.,1994).

La mutacion 1456T es la mas co- Las referencias a deficientes en PK
mun en el Sur de Europa, mientras laen que la enzima tiene un valor alto de
G1529A es muy rara. Esta mutacion,Km por el PEP son escasas, aunque al
a pesar de los amplios estudios realiimenos han sido descritas 11 mutacio-
zados en el Japon, tampoco ha sidmes diferentes en este grupo. Con la
encontrada en pacientes de ese paiexcepcion de treshomozigotos
(Kanno y col., 1991; Miwa yujii, (Glu421-Lys; Arg426-Glu; Alad68-
1996). Con el fin de conocer si la alta Val) todos los otros pacientes se han
frecuencia de mutacion en la posiciénidentificado como heterocigotos com-
1529 es debido a un area especialpuestos. Es de destacar que alguna de
mente sensible, se han realizadoestas mutaciones estan localizadas en
haplotipos de los pacientes utilizandoregiones de los dominios C y A que
dos polimorficos: el C/A del nucle6ti- son los responsables de la union a la
do 1705y el triplete repetido ATT del FBP y al K. Puesto que la unién de
intrén J. (Kanno y col., 1992a, 1992b, este catién a PK es esencial para la
1993a, 1993b; Lezner y col., 1994). Enposterior unién del PEP, la causa me-



diata de la disminucion de la actividad introducir un gen en células humanas
en estos mutantes seria la unién dein vivo con el fin de paliar una defi-
fectuosa del cation a la enzima. Unaciencia hereditaria es esencial conocer
razon para explicar el valor alto de lala estructura del gen y su regulacion.

Km de la enzima por el PEP seria el - promotor del gen PK-LR de eri-

aumento de la constantdostérica. __trocitos humanos, que no se puede

Este parece ser el caso en la MUtacion ,,sigerar un  verdadero promotor
Arg486-Trp. A partlr de los estudios constitutivo, fue identificado compa-

cinéticos y los modelos matematicos - L
rando secuencias de DNgendmico
((jJacobascT y Raﬁ)o-r?ort,l 19tQ,6_) S€ dfélonado con cDNAs especificos y con
uce q;Jed adcons, adn © aods erca (_ats enes de rata caracterizados previa-
aumentada dos ordenes de magnitugr, . ;e (Consler gol., 1989;Noguchi

enr_laﬁt;nso(ljeeClgaKsrgzzg?ct)lcaalsage dgslf% col., 1987). La expresion transitoria
varia P el marcador CAT en células eritro-

individuos normales (Demina y col., leucémicas bajo el control de varios
1998). promotores truncados, demostraron
En otros estudios sobre la deficien-que la secuencia de 270 bp adyacente
cia PK se ha observado que la mutaal extremo 5°de la secuenctadifi-
cion G1529A que causa el cambio decante era esencial para la actividad del
Arg por GIn en la posicion 510 estabapromotor. Esta secuencia contiene va-
presente en 14 pacientes de 18 analirias GATA y CAC que se han descrito
zados y que procedian de Inglaterra yque dirigen cooperativamente la trans-
Alemania y solamente uno de Eslove-cripcidén especifica en los eritrocitos.
nia (Lenznery col., 1997). Andlisis de El efecto de estos elementos en el gen
haplotipos de estos pacientes sugierefmumanoin vivo no se conoce todavia
un anico origen de esta mutacion en lapero se han obtenido interesantes re-
poblacién del Norte de Europa. La sultados en el gen homdlogo de rata.
mutacién G1529A, como se ha indica- Utilizando ratones transgénicos que
do anteriormente, no ha sido encontra-contienen el gen de rata se ha podido
da en pacientes japoneses pero estdetectar un inductor especificeneri-
presente en el 72% de los norteameritrocitos de 37 Kpb por delante en sen-
canos de raza blanca (Baronciani ytido 5°del lugar donde comienza la
Beutler, 1995; Beutler y Gelbart, transcripcion. El sitio ha sido mapeado
2000). Estos datos sugieren que es unaomo un centro hipersensible de nu-
mutacion relativamente reciente (des-cleasa de higado fetal y se encontro
pués de la separacion de la poblaciémmue el centro de 200 pb del inductor
europea y asiatica) o de una prolifera-multiple con elementos GATA vy
cion diferencial del alelo mutado por CACC se encontraba unido a protei-
deriva genética en diferentes gruposnas. Estos datos apuntan a que el pro-
étnicos (Lenznery col., 1997) motor PK-LR de eritrocitos se asemeja
a un promotor especifico de tejidos
(Lacronique y col., 1995).
1.4.5. Expresién y regulacion del gen
de la piruvato quinasa
1.4.6. Terapia habitual y génica

La gran mayoria de los inves- n la deficiencia piruvato quinasa
tigadores estan de acuerdo en que par% P 9



Se puede afirmar que no existe un El argumento de que, mediante
tratamiento definitivo para el defecto transferencia del gen PK a células del
piruvato quinasa. La terapia que massistema hematoldgico, se pueden paliar
ha sido utilizada en niflos para paliarlos efectos provocados por esa defi-
los efectos de una deficiencia PK, sonciencia enzimatica, es el mismo que el
las transfusiones de sangre cuando lostilizado para el trasplante de médula
valores de hemoglobina son bajos.6sea alogénico. Segun los casos los
Después de la nifiez muchos pacientesintomas se evitan, se estabilizan o no
se adaptan a un nivel compensado dee alteran, asi que no se puede prede-
hemdlisis que no suele requerir trans-cir el éxito que tendria la transferencia
fusion, a menos que existan otrasdel gen en las enzimopatias mas seve-
complicaciones como un estado infec-ras. Aubourg y col., (1990) y Hooger-
cioso, embarazo u otras condicionesbrugge y col. (1995) sefalaron que el
adicionales (Valentine y col., 1985; posible mecanismo por el que el trans-
Gilsanz y col., 1993). plante de médula 6sea podia aliviar los

En casos graves de adultos se suel intomas en células hematopoyéticas,

practicar la esplenectomia que en ocaz3 ﬁgﬁrr]': ('jnecsllé'é Igéfa?ggfzfr:;'am%%d?a
siones permite mejorar el proceso,; . .

aunque no se puede predecir el grad sea normales a células deficientes
de eficacia para un caso particular ien por contacto célula-celula o por
(Gilsanz, 1997a, 1997b). En nifios y enIlberaC|on de la enzima en el plasma.

adolescentes también se suele utilizateRletCrf:Stelrgﬁtnete dzemhg dSE mgssé;aiz g?ie
la esplenectomia. Esta terapia debe b

aplicarse con cautela ya que no es poQaZ’ al menos, en n_mo%am_ph_mhﬂr
y col. (2000) consiguieron eliminar los

sible conocer con seguridad la res_efectos de una enzimopatia PK en un
puesta, y el enfermo, una vez esple-~.; i " P i
ifo de cinco afos utilizando dicho

nectomizado, se encuentra ante u rocedimiento. El donante fue su her
mayor riesgo de infecciones y de acci-P :

dentes trombdticos. En las persona@ﬁncat‘ir\'/";l d;gn 'Oilfur:/t;g aﬂ?lngair;o nHolr_r':l\a)I/
esplenectomizadas suele aumentar | res afos oﬁ)es UGS o?e la. operacion .el
concentracion de hemoglobinade 1 a 3 P P

g/dl, lo que hace innecesario las trans N0 tiene un nivel normal de hemo-

fusiones y el paciente suele crecer g_Iotélna;]y de;_qctlwdad PK con ausen-
desarrollarse normalment@gnaka y C©'& ¢€ NEMOISIS.
Paglia,1971). Respecto a la transferencia de genes

Se han realizado varios estudios con-°" fines terapedticos en humanos, es

sustancias que modifican la actividadevmlente que el procedimiento debe

enzimatica PK, administrandolos por rerglrllzarrzi;t?irlli duan dn;'g'ggtgef:g;g glcljcr:
via oral o parental, como son: AMP, 9 P '

magnesio, manosa, galactosa, fructosaloNe que ser convenientemente proba-

do en modelos animales. En el caso de

adenina, inosina y guanosina. Tambié A )
se han utilizado otros factores estimur-"Ia deficiencia de PK_han podido qbte-
nerse modelos animales mediante

lantes hematopoyéticos y esteroides e - .
Los resultados obtenidos mediantetran.s,gen'c'd?d' Ut|||zanglo recombi-
nacion homologa con células de tallo

estos procedimintos han resultado in- mbrionari vle producir rato-
satisfactorios (Tanaka, 1985). embrionario es posible produ
nes con una mutacion puntual en el



lugar deseado y por tanto, en principio,sea efectiva. Naturalmente, como en
los modelos de ratas con deficienciastodas técnicas de transferencia de ge-
enziméticas resultarian faciles de ob-nes, existe todavia un largo camino por
tener sustituyendo los aminoacidosrecorrer hasta desarrollar un procedi-
conservados que estan alterados. Losniento seguro y una metodologia efi-
modelos de ratones son muy Uutilescaz y sencilla que permita obtener
para evaluar los efectos del gen alteraunos resultados satisfactorios.

do y asi ha sido demostrado experi-

mentalmente en el PK-LR (Taniy col.,

1994). Estos autores obtuvieron una

linea celular mediante transfeccion

retroviral del cDNA de la PK-L

humana. La linea celular fue utilizada

para transducir células NIH/3T3 de

ratén y lineas celulares leucémicas. El

MRNA de la PK humana fue detectado

en las célulasransducidas. Posterior-

mente se intentaromansducir células

de médula 6sea de rata enriquecidas

con células progenitoras a ratones le-

talmente irradiados. EI mRNA co-

rrespondiente al gen recombinante

humano se detect6 en la sangre perifé-

rica de los ratones pero a niveles ex-

tremadamente bajos (sélo detectable

por PCR). Este estudio aunque de-

muestra la viabilidad del procedi-

miento deja entrever que queda mu-

cho trabajo por realizar antes de

intentar una terapia molecular en

la especie humana con suficiente ga-

rantia de éxito. Las enzimopatias pue-

den causar enfermedades severas vy

los tratamientos actuales todavia son

limitados. Ahora que la base molecular

de la mayoria de las enfermedades

moleculares se esta clarificando, se

puede comenzar a abordar un con-

junto de posibles tratamientos por téc-

nicas de transferencia de genes (Hoo-

gerbrugge y col., 1995).

Cuando solamente las células san-
guineas sufren la principal manifesta-
cion de un defecto genético, como es
el caso de la PK, hay fundadas espe-
ranzas de que la transferencia de genes
a células progenitoras hematopoyéticas



La deficiencia en piruvato quinasa es lavariantes deficientes en piruvato quinasa
enzimopatologia hereditaria mas frecuentéhan sido normalizadas por lekernatio-
en la ruta glucolitica de los eritrocitos, quenal Committee for Standardization in
se origina como consecuencia de una muHaematology (ICSH). Sin embargo, la in-
tacion genética, y que causa una anemigerpretacion de los valores de las propie-
hemolitica no esferocitica. En la especiedades bioquimicas de las enzimas muta-
humana se han descrito dos clases de géas, se puede ver enmascarada o confun-
nes piruvato quinasa, PK-LR y PK-M, dida por la inestabilidad parcial de las en-
gue codifican, cada uno, dos tipos de isozimas, por la alta frecuencia relativa de los
zimas diferentes. El PK-LR codifica la heterozigotos que originan enzimas con
isozima L que se encuentra principalmentaliferentes propiedades o por el diferente
en higado, riflones e intestino delgado, y lanetabolismo energético que existe entre
R que es especifica de los eritrocitoslos pacientes debido a la edad, a una en-
El PK-M codificala M que es la isozima fermedad afadida o a un tratamiento tera-
mayoritaria en el mudsculo esquelético,peltico basado en medicamentos. Ade-
corazon y cerebro y la Mjue se encuen- mas, los pacientes con anemia hemolitica,
tra en los tejidos fetales y en la mayoria deequieren con frecuencia transfusiones de
los tejidos de los adultos. El gen PK-LR sesangre que impiden la caracterizacion bio-
encuentra formado por doce exones, sienquimica de los mutantes porque aportan
do el primero y el segundo los que trans-eritrocitos y leucocitos que contienen el
criben especificamente los mMRNA del tipoproducto del gen normal.
R o L con el concurso de dos diferentes

o .. Actualmente estos problemas han po-
promotores especificos de tejido.

dido ser superados utilizando métodos de
En los tejidos y células del organismoanalisis molecular. Mediante la clonacién
humano las mutacion en los genes que cadel gen tipo LR del cDNA de piruvato
difican las diferentes isozimas con activi- quinasa se puede estudiar directamente las
dad piruvato quinasa no se traduce en ninmutaciones en la enzima a nivel de DNA 'y
gun sintoma patologico apreciable debidoobtener informacién acerca de los defec-
a la ubicuidad de los tipos L,;,M M, Sin  tos moleculares.
embargo, en los eritrocitos, una mutacion
en el gen P-KLR puede producir una iso-
zima defectiva del tipo R, que al ser ex-
clusiva de estas células curse en una an
mia hemolitica. La catdlisis imperfecta de
esta enzima clave en la rugducolitica
origina en los eritrocitos, simultaneamen-

La deficiencia piruvato quinasa se e n-

cuentra muy extendida en el planeta,

habiendo paises y regiones en que ha sido
Bien investigada. Este hecho contrasta con
los pocos estudios realizados en nuestro
pais. Seria interesante obtener informacion
acerca de la naturaleza y la frecuencia de

te, una elevada concentracion de zislas mutaciones existentes en una pobla-
bisfos-foglicerato y una disminucion de 1a s, 14p heterogénea genéticamente co-
produ_cmon de ATP, los cuales_ SON Ne-.1a espafiola.
cesarios que permanezcan a niveles nor-
males para regular el proceso de unién Por ello, nuestro objetivo principal ha
hemoglobina-oxigeno y mantener la formasido la identificacion y caracterizacion

y estructura de las células. de mutantes en el gen PK-LR responsa-
bles de fenotipos deficientes de piruvato

Los procedimientos para descubrir las quinasa en eritrocitos humanos



[1l.1 Reactivos gre fueron obtenidas de pacientes y
familiares en las condiciones adecua-
Para la preparacion de disolucionesdas. Los analisis hematolégicos y las
tampon y otras disoluciones se utiliza-observaciones clinicas de los pacientes
ron reactivos (grado analitico) de lasfueron realizados por el Servicio de
casas Sigma, Merck, Probus y Anale-Hematologia citado anteriormente. La
ma. El agua que se usé en los mediogleficiencia en piruvato quinasa fue
de cultivo, disoluciones y tampones diagnosticada determinando la activi-
fue destilada y desionizada. dad de la enzima segun las normas
El xilencianol, el EDTA.el Trizma del ICSH. Para este proposito se ex-
base (TIRS) y el SDS se obtuvieron detrajeron unos 5 ml de sangre y se
la casa Sigma. mantuvieron en tubos de polipropileno
Las columnas de purificacion de a 4°C hasta su utilizacion.
DNA, las enzimas de restriccion y la
Tag. DNA polimerasa de Biotools.
La Taq. Gold polimerasa y el Kit de 111.3 Aparatos utilizados
aislamiento de plasmidodigh Pure

Plasmid Isolation Kide Perkin Elmer. Termocicladores automaticos : PCR
La proteinasa K de Gibco. system PERKIN ELMER 2400y EP-
La agarosa yel bromurode etidio PENDORF Mastercycler gradient.

de Boehringer Mannheim. Microfugas: Sorvall (DUPONT),
Los DesoxinucledtidosdNTPs) de  Microspinl2 y Biofuge HERAEUS.

Finnzymes OY, Biotools y Ecogen. Centrifugas: BECKMAN J2-21 y
Los cebadores, los oligonucleétidos CENTRIKON T-42K.

y la  Dynazyme dePerkin-Elmer, Cabina : Microflow Laminer Flow

Cruachem y Pharmacia-Biotech. Cabinet.

Las columnas de Chroma SPirde Bafio de agua: Pharmacia LKB.

Clontech. Multitemp I1.

El Kit para la extraccion de RNA de  Desionizador-purificador de agua:

Qiagen. ELGASTAT UHQPS.

El ladder-100" de Pharmacia- Camara fotogréafica: KODAK. Di-

Biotech. gital science.

La T4 DNA ligasa y vector pGEM- Transiluminador: PHARMACIA-

T de Promega. BIOTECH. 2001 Macrovue.

Cubetas y fuentes de electroforesis:
PHARMACIA-BIOTECH.
[11.2 Material biologico

En el desarrollo del presente trabajo||| 4 procedimientos generales
se han utilizado muestras de sangre

proporcionadas por el Servicio de He-  parg todas las manipulaciones de la

matologia del_ Hospital Doce de Oc- sangre, extraccién de DNA y RNA se
tubre de Madrid. Las muestras de san-



utilizaron guantes y condiciones esté- Una vez que la digestion se com-
riles en la campana de flujo laminar.  pleté se afiadido 1 ml de disolucion sa-
El material de vidrio y plastico de turada de NaCl (aproximadamente 6
polipropileno se esterilizd a 121°C y M) e inmediatamente el tubo se agit6
1,2 atmésferas de presion durante 2Guertemente durante 15 segundos y se
minutos. El plastico estéril de poliesti- centrifugd a 2.500 r.p.m. durante 15
reno y polivinilo se deshechd despuésminutos. El sobrenadante, que contiene
de usado. La esterilizacién de agua yel DNA, fue transferido cuidadosa-
de los tampones, cuando fue necesarianente a otro tubo de polipropileno, al
se realizé en autoclave (20 minutos,que se agregdé 2 ml de etanol absoluto,
121°C, 1,2 atmésferas). se tapé y se agitd invirtiendo el tubo
Medios de cultivo y otras disolucio- varias veces hasta que se observé que
nes y compuestos que se descomponeal DNA habia precipitado. El DNA,
a temperatura superior a la normal seprecipitado en formas filamentosas, se
esterilizaron a través de membranasecogié cuidadosamente con una es-
Millipore de 0,22 pm. patula o pipeta y se transfirié a un mi-
crotubo de centrifuga que contenia 1,5
ml de tampon TE. EI DNA se incubd6
l11.4.1. Extraccion de DNA de célu- durante 2 horas a 37°C, tiempo sufi-
las nucleadas humanas ciente para su disolucién, antes de pro-
ceder a su determinacion cuantitativa.
Se han utilizado las siguientes di- La calidad del DNA extraido se valord
soluciones tampon: mediante electroforesis en geles de
Tampoén de lisis: Tris-HCI (pH agarosa al0,8% en TAE 1X.
8,2, 10 mM; NaCl, 0,4 mM vy
Na,EDTA, 2 mM
Tampén TE: Tris-HCI pH 7,5, 10 111.4.2. Extraccion de RNA total de
mM y NaEDTA, 0,2 mM sangre entera
El método seguido ha sido, funda-
mentalmente, el descrito por Miller y  Para la obtencion del RNA de la
col. (1988). Las células nucleadassangre se ha utilizado un kit propor-
(leucocitos) obtenidas después de ceneionado por la marca QIAGEN y el
trifugar aproximadamente 5 ml de procedimiento seguido fue el descrito
sangre a 2.500 r.p.m. durante 5 minu-en su manual de instruccion&Neasy
tos, fueron resuspendidas en 3 ml deBlood MiniHandbook. En un tubo de
tampoén de lisis en un tubo de centri-centrifuga de 25 ml de capacidad se
fuga de polipropileno de 15 ml de ca-agrega 7,5 ml de tampon @ythro-
pacidad. El lisado celular fue digerido cyte lysis(EL) y 1 ml de sangre. La
con 0,2 ml de SDS al 10% y 0,5 ml demezcla se introduce en hielo durante
una disolucién de proteasa K (1 mg del0-25 minutos procurando agitarla
proteasa K en 1% de SDS y 2 mM desuave y manualmente dos veces du-
Na,EDTA) a 37°C durante toda la no- rante el tiempo de incubacion. La lisis
che. de los eritrocitos se puede observar




porque, en ese periédo de tiempo, lal5 segundos. Se descarta el eluato y se
mezcla se vuelve transparente; si novuelve a colocar el tubo colector. Se
fuera asi la incubacion en hielo se pueaplican 500 pl de tampén RPE a la
de prolongar durante otros 20 minutos. columna de RNeasy y se centrifuga a
Posteriormente se centrifuga a12.000 r.p.m. durante 2 minutos para
400xg durante 10-15 minutos a 4°C.secar la membrana de la columna. De-
El sobrenadante con los eritrocitos sebe tenerse cuidado de que la membrana
descarta y al precipitado, que contienese mantenga lo mas seca posible, ya
los leucocitos, se le agrega 2 ml deque el etanol puede interferir en pro-
tampon EL. Las células se resuspenderesos posteriores, y de que el extremo
con ayuda de una pipeta y la suspeninferior de la columna no contacte con
sion se vuelve centrifugar a 400xg, 10el liquido eluido. Se coloca en la co-
minutos a 4°C. Nuevamente se desdumna de RNeasy un nuevo tubo co-
carta el sobrenadante teniendo la pretector de 1,5 ml y se aplican directa-
caucion de eliminar la mayor cantidad mente a la membrana de la misma 30-
posible de él, pues interfiere con las50 pl de agua libre de RNasa. Se cen-
columnas de RNeasy y reduce notatrifuga a 10.000 r.p.m. durante 1 mi-
blemente el rendimiento del proceso.nuto y se recoge el liquido eluido. El
Posteriormente, al precipitado, se leproceso se repite dos veces y los elua-
afiaden 600 pl tampon de RNedsy tos se recogen en un tubo estéril.
sis (RTL) y la mezcla se agita me-
diante pipeta o en un agitador tipo
Vortex, y se deposita directamente enlll.4.3. Analisis electroforéticos
una columna de QIlAshredder que tie-
ne aplicado un tubo colector de 2 ml de El procedimiento seguido ha sido el
capacidad. Se centrifuga en una mi-descrito por Sambrook y col. (1989).
crofuga 2 minutos a 12.000 r.p.m. y se Las disoluciones y tampones utili-
recoge el lisado homogenizado al quezados han sido:
se le afiade 350-600 pl de etanol al Tampdn TAE: Tris-acetato pH 9,1,
70%. El precipitado se resuspende uti-<40 mM y EDTA, 1 mM.
lizando una pipeta y la suspension, cu- Tampén de muestra: Azul de bro-
yo volumen no debe exceder de 700 pl,mofenol, 0,25%; Xilencianol, 0,25%,
se aplica a la columna deNeasy, Glicerol, 30% en agua destilada.
centrifugando a 10.000 r.p.m. durante Disolucion de bromuro de etidio: Se
15 segundos. Posteriormente se aplicaisuelve 1 g de bromuro de etidio en
a la columna de RNeasy 700 ul deagua agitando durante varias horas. La
tampon RW1 y se centrifuga a 10.000disolucion se debe guardar al amparo
r.p.m. durante 15 segundos, descartande la luz y a temperatura ambiente.
do el liquido eluido y el tubo colector. Para la preparacion de los geles de
Se aplica un tubo colector nuevo aagarosa se disuelven 2 ml de TAE en
la columna de RNneasy y se afiaden &8 ml de agua y se mezclan con una
la columna 500 pl de tampdén RPE, cantidad de agarosa que varia segun el
centrifugando a 10.000 r.p.m. durante




tamafio de los fragmentos de DNA quelll.4.3.1 Marcadores de tamafos de
se deseen visualizar (Tabla 3). fragmentos de DNA

Tabla 3. Relacion del porcentaje de agarosa A-Hind Ill. Es un marcador que se

el margen de resolucion utiliza para visualizar fragmentos de

i dellosiagueinesIdcID LAY DNA con tamafios superiores a 500 pb

garosa Resolucion

(%) (kb) . Para ello se toman 20 pl del DNA

0,3 1,7-7,0 del fagoA, 1,5 pl de tampdn de la en-

0,5 0,7-4,5 zima de restriccion, 2 ul de la enzima

0,8 0,4-2,0 Hind Ill y se afade 23 pl de agua des-

1,0 0,3-1,0 tilada.

1,2 0,2--80 La disolucién se mantiene a 37°C

15 0.2-6,0 hasta la completa digestidéafiadien-

dose a continuacién 300 pl de agua

La mezcla se calienta a 60°C, prefe-desmada y 50 ul de tampon de carga.

rentemente en un horno microondas El preparado se puede almacenar a
hasta que la agarosa se haya disueltc1)_200C hasta su utilizacion.
9 9 y ' Ladder-100". Es un marcador que

y, después de esperar unos mlnutosée utiliza para visualizar fragmentos de

Qarsgiin?;garfertlteem;i?grzedaesrgle;r?%NA de tamafos superiores a 100 pb.
b ' greg a preparacion es una mezcla de frag-

o s e e omentos de DA cyo tamaro se e
’ giay S rencia en 100 pb. La cantidad de frag-
bre el molde con el peine incorporado.

Una vez solidificado el gel, éste se in_mento del tamafio de 800 pb es doble

troduce en la cdmara de electroforesisque el del resto, para facilitar |a identi-
: ficacion de fragmentos de DNA de ta-
se agrega buffer de electroforesis hasta__~ . :
. i ano igual o superior.

cubrir el gel (aproximadamente 1 mm)
y se colocan las muestras de DNA en
los pocillos de carga previamente di-
luidas con 1-2 pl de tamp6n de mues-
tra.

riormen r nl , ,
la E;nifraoeleitrﬁ‘osr?ét?cuab es?aocor?et(:etlfa)l‘rfjll Las disoluciones y los tampones
los electrodos de la fuentgde alimentaJ"'<. ¢ utilizaron fueron:

Tampoén de reaccién PCRiris-

C|o?. Se aplica téln voltra#_i dlg 3(—15 V/crz HCI, pH 9,0, 75 mM; KCI, 50 mM:
| e = o n et e S0 do o sl 0001
0 la mancha correspondiente U Disolucién de nucleétidos: Contiene

de bromofenol emigra del gel (aproxi- los 4 desoxinucleoétidos fosfato (dATP,

malfiamenlte 30 mm)im'n . | dTTP, dCTP y dGTP) a una concentra-
0S geles se examinan a 1a Uz ul- 4, 4o 10 mm.

travioleta donde se visualizan los
fragmentos de DNA vy, si es necesario,
se fotografian.

I1l.4.4 Reaccién en cadena de la po-
limerasa (PCR)




Disolucién de cloruro de magnesio:
La concentracion de MgCles de 50
mM.

Disoluciénes de cebadoreprif
mer9: Cada disolucion contiene un

EXON 10
Dir. 5CTCGTTCACCACTTTCTTGC 3
Inv.5" GGGGCTCCTGATACAAATGG 3’

EXON 11

cebador a una concentracion de 15@®ir. 5 TGTGAGCCACCACACCTGTC 3’

mg/ml.
Los cebadores, utilizados para am-

plificar los once exones, se disefiaron

en zonas flanqueantes oodificantes
y sus secuencias nucleotidicas son la
siguientes:

EXON 1
Dir. 5 TATTCCATGGTCCCGCAG 3’
Inv. 5 GGCTCCTAGTTTTCACCCTC 3’

EXON 2
Dir.. ’GCATGGGGAGGAAGGGCAGG 3’
Inv. 5 ATAGGCCCTGTGTGGCTGCA 3’

EXON 3
Dir. 5GGTTGCCTCTCATGTTCTGGG 3’
Inv. 5 GGAAGGTGGCCAGGACCTCG 3’

EXON 4
Dir.. ’CGAGGTCCTGGCCACCTTCC ¥
Inv. 5CGGCCGCCTTTCCGGCCCTG 3

EXON 5
Dir. 5’GCAGGGGCGGGTCCCGGACT 3
Inv. 5TGCCCAGCGCACGGATGTGG 3’

EXON 6
Dir. 5 CAACTGTGCCCCGTCCTCA 3
Inv. 5" GTGATGGGGAATAGCGACAG 3

EXON 7
Dir. 5’CACCTTTCTTCTCCTGCCTG 3’
Inv..5’CAGGTGTCCCTAAAACCCAC 3

EXON 8
Dir. 5GTAGCTTGGGCAGGGTCCCC 3
Inv..5’GGGCACTGGGGTATGGAAGG

EXON 9
Dir. 5’CCTTCCATACCCCAGTGCCC 3
Inv.5’GCCCACCCCTGACCCAAAGC 3

Inv. 5’CGAAGGGGCTAGATGACAGT 3

La mezcla de reaccion contenia por
cada tubo de ensayo especial para PCR

de 0,2 ml de capacidad: tampon de re-

accion PCR, 5 pl; disolucion de NTPs,
1 pl; enzima Taq polimerasa, 1 pl y
agua, 41 ul ; los volumenes de las di-
soluciones de los cebadores y las con-
centraciones de MggCHependieron
de las condiciones del programay de la
clase de enzima utilizada (Tabla 4). En
todas las series de ensayos se utilizé un
tubo en blanco que contenia todas las
sustancias de la reaccion salvo el ceba-
dor y que fue sometido a los mismos
procesos que los de las muestras.

El programa de amplificacion por
PCR consistio en las siguientes pasos o
etapas:

12, Temperatura: 94°C. Tiempo: 5
min con la Taq de Biotools y 10 min
con la Gold. Proceso: Inicio de la des-
naturalizacién de la doble hélice de
DNA.

Las etapas 22 32y 42 se repitieron
durante 40 ciclos.

El proceso de PCR se controla so-
metiendo a electroforesis sobre geles
de agarosa al 1,5%, 5ul de muestra de
cada uno de los tubos, utilizando como
marcador el Ladder-100.

23, Temperatura: 94°C. Tiempo: 30
seg. Proceso: Desnaturalizacion de la
doble hélice de DNA en el proceso ci-
clico.

32, Temperatura: (variable, segun
Tabla). Tiempo : 20 seg. Proceso:



Hibridacion especifica entre las cade-region que conlleva dianas para varios

nas del cebador y las de DNA. enzimas de restriccion (Fig. 8) vy el
423, Temperatura: 72°C. Tiempo: 20 gen lac Z. El vector también contiene

seg. Proceso: Elongacion de las cadeetra region que le confiere resistencia a

nas sintetizadas de nuevo. ampicilina.

52 Temperatura: 72°C. Tiempo: 3 Las disoluciones y tampones que se
min. Proceso: Elongacion final utilizaron fueron:

62. Temperatura: 4°C. Tiempes Tampoén de unién T4 DNA ligasa:
Proceso : Mantenimiento. Tris-HCI (pH 7,8), 60 mM; MgGCJ| 20

mM; DTT, 20 mM y ATP, 1 mM.
Disolucién de T4 DNA ligasa:

Tabla 4. Condiciones particulares de amplifi- | Contiene 1 unidad Weiss de enzima/pl
cacion por PCR de los exones del gen PK-LR en disolucidon tampon de Tris-HCI 10

Ex6n  Polimer. Temper. Mg mM (pH 7,4); KCI, 50 mM; DTT, 0,1

N© Tad Hibrid. (mM)  mM; EDTA, 1 mM y glicerol al 5%.
1 Biotools s51°C 1,0 Disolucion vector pGEM-T
2 Biotools 53°C 1.0 Disolucién vector control pGEM-
3 Biotools 56°C 15 T
4 Biotools 56°C 15 El procedimiento seguido ha sido el
5 Biotools 47°C 1,5 descrito en el Technical Bulletin, que
6 Biotools 51°C 1,5 acompafia al kit de PROMEGA y que
7 Biotools 56°C 1,0 consta de los siguientes pasos:
Gold 1,25 1°. Centrifugar brevemente (un pul-

Biotools 56°C 1,5 s0) en una microfuga los tubos del kit
9 Gold* 58°C 1,0 que contiene el vector pGHM
10 B 48°C 15 T(pGEMO-T vector) y el vector con-
11 Biotools 51°C 15 trol pGEMI-T (pGEMI-T Vector

» Con el cebador del exén n°9 la tempe- (Cj)ontrol) con el fin de qu? ]losdcor(ljtenll-
ratura y el periodo de extensién fueron 0s se concentren en el fonao de los

72°C y 10 segundos tubos. 3
2°. Preparar la mezcla de reaccion
que contiene: Tampén de union T4

I11.4.5 Insercion y unién de los pro-  pnA ligasa, 2,5 pl: disolucién vector
ductos de PCR al vector pGEM -T pGEMO-T, 0,5 pl; disolucién conte-

Para determinar las secuencias Nuyiandg jos productos de la reaccién de

cleotidicas _o!e los genes, los produ_ctospCR, 1,5 pl y disolucién de T4 DNA
de la reaccion en cadena de la polimeyjgaqsa 0,5 i La reaccién control con-
rasa (PCR) fueron insertados en eljone todos los reactivos salvo los pro-
plasmido vector pGEM-T. Este ele- o5 de la reaccion de PCR que son

mento tiene la ventaja de poseer dosstituidos por la disolucion vector
timinas que permiten la unién con 10s ;gnirol pGEMI-T, 1,5 pl.

extremos adenilados de los fragmentos 30 | 5 reaccién se incuba toda la
de DNA procedentes del PCR en una,,-he a 4°C



[11.4.6 Transformacion de células de placas es similar a la de las placas con
Escherichia coli ampicilina salvo que en éstas se afiade
al medio IPTG y X-Gal, a una concen-

El material utilizado en esta técnica tracion final de 0,5 mM y 80 pg/ml,
ha sido: respectivamente. Otra forma alternati-

Células deEscherichia coliJM109 va de preparar estas placas ha sido es-
Estas células sorHigh Efficiency parciendo por la superficie de cada
Competeny su genotipo es recAl, end placa con ampicilina, 100 ul de la di-
Al, gyrA96, thi, hsdrR17, relAl, su- solucién de IPTG y 20 pl de la disolu-
pE44, A(lacproAB), [F", traD36, cion de X-Gal.
proAB, laclgZAM15] El procedimiento seguido para la

Disolucion de IPTG: Disolver 1,2 g transformacion ha sido el descrito en el
de IPTG en un volumen final de 50 ml TechnicalBulletin de Promega y que
de agua (0,10 M). La disolucidn se consta de los siguientes pasos:
esteriliza por filtrado y se almacena a 1°. Centrifugar la disolucion que
4°C. contiene el vector DNA ligado-pGEM

Disolucién X-Gal: Disolver 100 mg -T. Tomar cantidades alicuotas de 2 pl
de 5-bromo-cloro-3-indolip-D-galac- del fondo del tubo y llevarlos a tubos
tosido en 2 ml de NNdimetil- esteriles de microfuga de 1,5 ml de
formamida. capacidad, introduciéndolos en hielo.

Medio de cultivo LB: Afadir a 1 2° Descongelar la suspensiéon de
litro de agua destilada, 10 g de Bac-células deE.coli colocando el tubo en
tol-triptona, 5 g de extractos de leva-un bafo de hielo (aproximadamente 5
dura Bact@l y 5 g de NaCl. Ajustar el minutos). Tomar cuidadosamente
pH a 7,0 y esterilizar en autoclave muestras de 50 pl de la suspension y

Medio de cultivo TYP: Afiadir a 1 agregarlas a los tubos que contienen el
litro de agua destilada, 16 g de Bac- Vector.
toJ-triptona, 16 g de extractos de le-  3° Agitar los tubos suavemente por
vaduraBactd], 5 NaCl y 2,5 g de iqversién y colocquos en el bafio de
K,HPO, . hielo durante 20 minutos.

Placas de LB con ampicilina: Afia- 4° Extraer los tubos y someterlos a
dir 15 g de agar a 1 litro de medio LB. Un “choque térmico” en un bafio de
Esterilizar. Dejar que el medio se en-2gua a 42°C exactamente y durante
frie a unos 50°Cy adicionarampicili- ~ 45-50 segundos. Inmediatamente in-
na a una concentracion final de 10otroducir los tubos en hielo durante 2
ug/ml. Agitar lentamente y verter en minutos. _
placas de Petri unos 25 ml del medio >°- Afiadir medio LB a los tubos se-
en cada una. Dejar que el medio se sodun la relacion: 450 ul si el inserto de
lidifique. Las placas se pueden alma-I0S productos de PCR es, aproximada-

cenar una semana a temperatura amnente, de 1.500 pb y 1,4 ml si es,
biente 6 a 4°C durante un mes. aproximadamente, de 500 pb. Mezclar

Placas de LB con ampicilina/ POr inversion suavemente e incubar 1
IPTG/X-Gal: La preparacion de estas hora a 37°C.




6°. Posteriormente, esparcir 50 pl deke (1981), consta de los siguientes pa-
la mezcla de transformacién por la su-sos:
perficie de dos placas y otros 100 pul a. En un frasco de 15 ml se agregan
en otras dos y almacenar la mezcla2 ml de cultivo LB y se inocula la
sobrante en el congelador a 4° C. bacteria con el plasmido dejando cre-

7°. Incubar las placas a 37°C du-cer toda la noche a 37°C con agitacion.
rante 24 horas. Pasado este tiempo se- b. Tomar 1,5 ml del cultivo y lle-
leccionar las colonias de color blancovarlo a tubo de microfuga. Centrifugar
qgue son las que con mucha probabili-a maxima velocidad durante 30 segun-
dad contiene el inserto. dos. Almacenar el resto del cultivo a

4°C.
c. Extraer mediante aspiracion el
[11.4.7 Aislamiento de los plasmidos medio dejando el precipitado lo méas
conteniendo los insertos de DNA seco posible.
d. Resuspender el precipitado en

El aislamiento de los plasmidos 100 pl de la disolucién | mantenida en
conteniendo los insertos fue realizadobafio de hielo y agitar fuertemente en
mediante dos métodos. Generalmenteun Vortex.
en primer lugar se realizaba el método e. Agregar 200 pl de la disolucion Il
descrito en eManual Cloning(Sam- recién preparada. Tapar el tubo y mez-
brook et al. 1989) que permite de for-clar los contenidos por inversion du-
ma rapida obtener plamidos y, poste-rante 5 segundos. Dejar estar el tubo en
riormente, el descrito en el manual dehielo.
Boehringuer Mannhein que permite f. Afiadir 150 pl de la disolucion i
obtener los plamidos con mayor gradoenfriada en bafio de hielo. Tapar el tu-
de pureza. bo y agitarlo en posicion invertida en

A) El método descrito por Sam- el Vortex durante 10 segundos. Dejar
brook y col (1989) requiere los si- el tubo en hielo durante 3-4 minutos.
guientes tampones: g. Centrifugar a la maxima veloci-

Disolucién I: glucosa, 50 mM, Tris- dad durante 5 minutos a 4°C en una
HCI (pH 8,0), 25 mM y EDTA 10 mM. microfuga. Extraer el sobrenadante por
Preparar 100 ml y esterilizar en auto-aspiracién. Dejar el tubo con el preci-
clave a 121°C durante 15 minutos. pitado en una posicion invertida sobre

Disolucién II: NaOH 0,2 mM y un papel de filtro para favorecer un se-
SDS al 1%. La disolucién se preparacado completo y eliminar las gotas de

momentos antes de utilizarla. las paredes interiores del tubo.
Disolucién IlI: 60 ml deacetato h. Lavar el precipitado, que conti e-

potasico 5 M, 11,5 ml de acido acéticone el DNA de doble hebra, con 1 ml de

glacial y 28,5 ml de agua. etanol. Centrifugar a velocidad maxi-

El procedimiento, que es una modi- ma durante 5 minutos. Descartar el so-
ficacion de los métodos de Birnboim y brenadante y secar el tubo como se
Doly (1979) y de Ish-Horowicz y Bur- describe en el paso g. Dejar secar el

precipitado al aire durante 10 minutos



i. Redisolver el precipitado en 50 yl  h. Ajustar el tubo colector al tubo
de TE (pH 8,0) conteniend@NAasa con el filtroHigh Pure,colocar el so-
de pancreas libre de DNAasa a unarenadante en el reservorio superior y
concentracion de 20 ul/ml. Agitar bre- centrifugar en una microfuga a la
vemente en el Vortex y guardar a —20°maxima velocidad durante 30-60 se-
C. gundos.

i. Descartar el eluato. Aiadir 500 pl

B) El método descrito en el manual de tampdn de lavado Il y centrifugar a
“High Pure Plasmid Isolatioh de la maxima velocidad durante 30-60
Boehringer Mannheim, requiere los segundos.
siguientes tampones: j. Descartar el eluato. Aiadir 700 pl

Tampon de suspension: Tris-HCI de tampdn de lavado Il y centrifugar
(pH 8,0), 50 mM y EDTA, 10 mM. nuevamente a la maxima velocidad

Tampén de lisis: NaOH, 0,2 M y durante 30-60 segundos.

SDS al 1%. k. Descargar el eluato. Centrifugar a

Tampon de union: Cloruro de gua- la maxima velocidad durante 30-60
nidina, 4 M y acetato potasico (pH segundos para eliminar cualquier resi-

4,2), 0,5 M. duo del agua de lavado.

Tampén de lavado |: Cloruro de |. Quitar el tubo colector y colocar
guanidina, 5 M y Tris-HCI, (pH 6,6) uno nuevo de 1,5 ml de capacidad.
20 mM. Afiadir 100 pl de tampdn de elucién 6

Tampoén de lavado II: Cloruro sédi- 100 pl de agua y centrifugar a la
co, 20 mMy Tris-HCI, 2 mM. méxima velocidad durante unos 30 se-

Tampon de elucion: Tris-HCI (pH gundos.
8,5), 10 mM y EDTA, 1 mM.

Los tres primeros pasos a, by c, de
este método son idénticos al anterior;lll.4.8. Aislamiento y caracteriza-
el procedimiento continua de la si- cidon de los insertos plasmidicos.
guiente manera:

d. Resuspender el precipitado en Para aislar y caracterizar los frag-
250 pl de tampon de suspension. mentos de DNA insertados en los
e. Afadir 250 pl de tampon de lisis, plasmidos, los vectores pGEMT fue-
mezclar suavemente y dejar estar Son digeridos con dos enzimas de res-
minutos a temperatura ambiente. triccion cuyas secuencias objetivo se
f. Afadir 350 pl de tampdn de union localizan en ekitio demulticlonacion.
mantenido en hielo, mezcla suave-Los productos de la digestién se some-

mente por inversion, 3-6 veces, y dejartieron a electroforesis.
en hielo durante 5 minutos. La disolu- EI Tampén utilizado y las disolu-
cion se enturbia y flocula. ciones fueron:

g. Centrifugar durante 10 minutos a Tampén de reaccién: Tris-HCI (pH
la maxima velocidad en una microfu- 7,9), 50 mM; MgCJ, 10 mM; NacCl,
ga. 100 MM y DTT, 1 mM.




Disolucién Pst | : Contiene 20U/ul 27,3 didesoxinucleétido diferente
de enzima Pst | en tamp6n H formado(ddATP, ddCTP, ddGTPAdTTP).
por Tris-HCI (pH 7,4),10 mM; NaCl, = Muestras de las reacciones son aplica-
200 mM; EDTA, 0,1 mM; DTT, 1 das a geles de poliacrilamida al 6%,
mM; Triton-X, 0,15%; BSA, 200 con urea 7 My sometidas a electrofo-
pag/mly glicerol 50%. resis. Después de este proceso, las

Disolucion Sph _I: Contiene 750 bandas de DNA se localizan porque
U/ml de enzima Sph | en tampon K emiten fluorescencia al ser excitadas
que estd formado por Tris-HCI (pH por una emisién laser en sentido per-
7,5), 10 mM; KCI, 100 mM; EDTA, pendicular al plano del gel. La fluores-
0,1 mM; BSA, 0,01 % y glicerol al cencia es captada por fotodetectores,
50%. digitalizada y procesada en un ordena-

Se prepara una premezcla que, paraor.

25 ensayos, contiene: Tampon de reac-

cion, 25 pl; disolucién de Pst I, 12,5

pl; disolucion de Sph I, 12,5 pl; 111.4.10. Construccion de modelos

RNAasa (10 mg/ml), 6,25 ul y agua moleculares.

68,7 pl. La mezcla de reaccién contie

ne, en cada tubo de ensayo, 5 pl de la Los estudios sobre la estructura tri-

premezcla y 5 ptlel DNA plasmidico dimensional de las enzimas normal y

con el inserto. La reaccién se incuba amutadas estdn basados en los trabajos

37°C durante toda la noche. A la ma-realizados por Allen y Muirhead

flana siguiente se comprueban los en¢1998) con difraccibn de rayos X

sayos sometiendo cada producto de lasobre las enzimas homologas crista-

reaccion de digestién a electroforesislizadas de musculo de conejo y de

sobre geles de agarosa al 1,5 %. gato. Las secuencias corregidas de los
cDNA del gen PK-LR fue alineada con
la secuencia derivada de las estructuras

[11.4.9 Secuenciacion automatica de PKM utilizando el programa “Aligne-

DNA ment of Multiple Protein Sequences”
(AMPS) (Barton, 1990).

El procedimiento de secuenciacién Los programas utilizados en el es-
de DNA fue realizad@on unsecuen- tudio de la estructura, la localizacién
ciador aitomético (ALF-Pharmacia- de las mutaciones y los efectos locales
BiotechJ) y segun el procedimiento de las sustituciones fueron RasMol
descrito por Sanger y col. (1977). EIv.2.6 y el Swiss Model SwissPdb
oligonucle6tido cebador correspon- Viewer v.3.1).
diente a la secuencia del polilinker del
pladsmido se marca en su extremo
5’con una substancia fluorescente y
alargado mediante la T7 DNA polime-
rasa en cuatro reacciones indepen-
dientes cada una en presencia de un




IV.1 Las mutaciones en piruvato qui-
nasa y sus consecuencias fisiopatologi-
cas

IV. 1. 1. Manifestaciones clinicas de
pacientes defectivos en piruvato qui-
nasa.

En la Tabla 5 se muestran los datos
hematoldgicos y las observaciones clini-
cas de 10 pacientes con anemia hemoli-
tica de edades comprendidas entre los 7
y 59 afos, que fueron proporcionados
por el Servicio de Hematologia del
Hospital 12 de Octubre (INSALUD,
Madrid) Se puede observar en todos los
pacientes un aumento del nimero de re-
ticulocitos y una disminucién (excepto
en el n° 4) de la concentracion de hemo-
globina respecto a los niveles normales.
Por otra parte, en todos los casos en que
se ha determinado, los valores del indice
de distribucion estandar del volumen
corpuscular de los eritrocitos se encuen-
tran dentro de los normales o son lige-
ramente superiores. Una disminucion de
la masa de hemoglobina circulante es un
Indice claro de anemia. El aumento de la
cifra de reticulocitos permite clasificar la
anemia de caracter regenerativo de tipo
hemolitico, ya que este aumento es debi-
do al aumento de la capacidad eritropo-
yética como consecuencia del acorta-
miento de la vida media de los eritroci-
tos. El hecho de que los valores de IDH
estén dentro o proximos a la normalidad
indica una poblacion eritroide homogé-
nea con ausencia de anisocitésis. El
examen conjunto de los datos anteriores
permite tipificar a los pacientes como
portadores de una anemia hemolitica no
esferocitica. Ademdas, como los valores
de la actividad piruvato quinasa de to-
dos los pacientes eran sensiblemente in-
feriores a los normales, permitié a los

clinicos, que nos proporcionaron las
muestras, efectuar un diagnostico previo
de que la anemia era consecuencia de la
deficiencia en la enzima piruvato quina-
sa.

Los datos de la Tabla 5 han sido ob-
tenidos a partir de muestras de sangre de
pacientes al ingresar éstos en el centro
hospitalario, previas a posibles transfu-
siones. Los andlisis estan basados en
los métodos recomendados por el Co-
mité Internacional para |Bstandarliza-
cion en Hematologia (ICSH) para la
caracterizacion de pacientes con defi-
ciencia en piruvato quinasa (Miwa vy
col., 1979). La aplicaciéon de estos méto-
dos, basados en la determinacion de pa-
rametros bioquimicos y manifestaciones
clinicas, ha permitido identificar mas de
cuatrocientos casos con deficiencia en
dicha enzimopatia (Zanella y col., 2001).
Sin embargo no existe una relacion dire-
cta entre los datos hematoldgicos y las
manifestaciones clinicas observadas.
Asi, los pacientes que muestra menor
actividad piruvato quinasa en sangre ( n°
3, n° 4y n°9) no son los que presentan
los sintomas méas graves de anemia, y
tampoco el que mayor actividad tiene (n°
8) los sintomas més leves. Estos datos
estan de acuerdo con los obtenidos por
otros investigadores (Wintrobe, 1983;
Miwa y col.,1993) y que demuestran la
poca correlacion que existe entre la gra-
vedad de la anemia y el nivel de activi-
dad de la enzima en las pruebas in vitro.
Estas discrepancias se han intentado ex-
plicar como consecuencia a las diferen-
tes propiedades quimico-fisicas y catali-
ticas de las variantes deficientes en piru-
vato quinasa. (Gilsanz, 1996a, 1996b),
aunque muy posiblemente estén también
relacionadas con el caracter recesivo de
la enfermedad y la usual presentacion de
las mutaciones comadoblesheterozigo-
tos. El defecto piruvato quinasa es la



mas frecuente de las anemias hemoliticas
por deficiencia enziméatica en los eritro-
citos (Baronciani y col.,1996a,1996b). El
defecto aparece en todo tipo de pobla-
ciones y se suele acompanar de ictericia

medad a pesar de que los valores de la
actividad enzimética se encuentren, en
algunos casos, claramente disminuidos
respecto a los normales.

y esplenomegalia (Kannd992; Baron-
ciani y Beutler, 1993; Zanella y col.,
1997; Lenzner y col., 1997 y Zarza y col,

Tabla 6. Datos hematolégicos de los familiares
relacionados con pacientes de la tabla 5

1998). Espafia, en un amplio estudio
realizado en 1979 por Garcia y colabo-

radores sobre una muestra de 2.129 per
sonas, se encontré que la frecuencia cor
que aparece la deficiencia piruvato qui-
nasa es del 0,24%.

Segun se observa en la Tabla 5 el
intervalo de manifestaciones de la ane-
mia hemolitica es amplio e implica
desde anemias severas que requieren e
plecnoctomia y transfusiones de sangre
ocasionales hasta estados hemoliticos
compensados. Asi, siete de los pacientes
muestran anemia crénica, siendo necesa
rio, en dos de ellos (n° 1 y n° 8) transfu-
siones de sangrg esplenectomia. En

los tres restantes la anemia es de caracte
leve y se presenta en un estado hemoliti-

Relacion Hb Reticuloc.  Act. PK
familiar (9/dL)  (x 10%uL) (U.l/g Hb)
Padre 2 N.D. N.D. 8,7
Madre 2 N.D. N.D. 6,4
Padre 3-4 13,5 N.D. 6,21

Madre 3-4 N.D. N.D. 5,9
Padre 5 14,8 254 6, 6
Madre 5 15,2 145 18,6
Padre 6 N.D. N.D. 12,8
Madre 6 N.D. N.D. 11,5
Padre 7 15,4 N.D. N.D
Madre 7 13,4 N.D. N.D.
Padre 8 16,7 6 N.D.
Madre 8 14,4 5 N.D.
Madre 9 14,1 93 3,567
Valores

normales 12 -17 10 -20 12,0-14,0

co compensado. En este grado la anemie
no suele exacerbarse a lo largo de la vida
si excluimos logpisodios dédipoplasia
eritroide debidos a infecciones como
parvovirus B-19 y a mujeres en gesta-
cion (Gilsanz, 1996a, 1996b).

En la Tabla 6 se muestran algunos
datos hematoldgicos de los familiares
mas cercanos de los pacientes estudiados
en la Tabla 5. Al ser la deficiencia de PK
de caracter recesivo los valores de la
concentracion de hemoglobina se en-
cuentran dentro de los limites considera-
dos normales lo cual es un Indice de la
ausencia de anemia. En la tabla se pone
de manifiesto que es necesario presentar
los dos alelos mutados, ya que ninguno
de los pacientes cursa con dicha enfer-

Este hecho pone de manifiesto, en el
caso de las concentraciones de reticulo-
citos de los padres del paciente n° 8, que
aunque presentan valores ligeramente in-
feriores a los normales, los del paciente
(Tabla 5) se encuentra aumentados mas
de 200 veces con claros sintomas de
anemia hemolitica que requiere incluso
la aplicacion de transfusiones periddicas
de sangre.

Por lo que respecta a los valores de la
actividad piruvato quinasa de la mayoria
de los familiares de los pacientes se pue-
de observar que son normales o ligera-
mente inferiores a los normales. Si, co-
mo veremos posteriormente, cada proge-



nitor es portador de un alelo mutado, es
evidente que el producto del alelo nor-
mal es suficiente para proporcionar unos
niveles fenotipicamente normales.

IV.1.2. Caracterizacion molecular de
pacientes con deficiencia en piruvato
guinasa

La identificacién bioquimica de pa-
cientes con deficiencia en piruvato qui-
nasa mediante analisis enzimaticos se ve
dificultada por la frecuencia relativa-
mente alta de personas dobleterozi-
goticas y, por consiguiente, que portan
enzimas hibridas con propiedades dife-
rentes. Ademas, la baja actividad resi-
dual de la enzima en los eritrocitos de
estos pacientes obliga a que se practi-
guen transfusiones y los eritrocitos y
leucocitos de los donantes, que contie-
nen el producto del normal piruvato qui-
nasa, enmascaran y confunden la carac-
terizacion bioquimica de la enzima defi-
ciente. Por otra parte la aplicacion de los
métodos clasicos de purificacién de en-
zimas tampoco proporcionan resultados
satisfactorios, ya que las variantes enzi-
maticas suelen perder su actividad al ser
mas labiles y, ademas, los procedimien-
tos requieren grandes volimenes de san-
gre que deben ser obtenidos antes de
realizar la primera transfusion o meses
después de la ultima, con las consi-
guientes dificultades clinicas.

Estas particularidades sugieren estu-
diar la enzimopatia piruvato quinasa a
nivel molecular puesto que es ldgico
pensar que los fenotipos deficientes ob-
servados sean consecuencia de las muta-
ciones detectadas en la molécula de
DNA. Para ello, la utilizacion de la re-
accion en cadena de la polimerasa puede
facilitar la tarea y proporcionar informa-

cion que lleve a relacionar los genes
mutados con las manifestaciones clinicas
observadas. Esta informacién puede
también ayudar a establecer criterios de
naturaleza genética y, en algunos casos,
elaborar pronésticos que marque pautas
de terapia en el transcurso de la enfer-
medad.

En la Tabla 7 se recogen las diferen-
tes mutaciones encontradas en el gen
PK-LR de los pacientes estudiados con
deficiencia piruvato quinasa. Los exones
del gen fueron amplificados por PCR y
su secuenciawucleotidica determinada
segun se indica en la Seccion de Mate-
riales y Métodos. Todas las mutaciones
encontradas son causadas por la sustitu-
cién de un nucleotido. Doce de ellas son
sustitutivas y originan el cambio de un
aminodcido por otro: cuatro de ellas co-
rresponden a C1456T y el resto a
A1150G, G1529A, C993A, G1174A,
G1154A, C1492T, A694G y G821C. Las
5 mutaciones restantes son sin sentido,
esto es, ocasionan la sintesis incompleta
de la proteina, cuatro de ellas corres-
ponden a G721T y la restante a C1675T.
Tres de las mutaciones, G694A A1150G,
y G1154A, no han sido descritas pre-
viamente. Todos los pacientes son hete-
rozigotos compuestos o dobles y solo
uno (n° 10) muestra las mutaciones en
el mismo exén. La mutacion G1529A
(Arg - Glu), que es la descrita como
mas frecuente en el Norte y Centro de
Europa (Baroncelli y Beutler, 1993;
Lenzner y col., 1997), ha sido encontra-
da solamente una vez en nuestro estudio.
En tres de los pacientes (n° 2, n°®5y n° 8)
no se encontré6 un segundo alelo con
mutacién aunque presentan claros sin-
tomas de anemia, lo que induce a pensar
gue la segunda mutacion se debe encon-
trar en las regiones reguladoras del gen
PK-LR. También es posible que la



muestra proporcionada contuviera sangre
de transfusion lo que dificulta detectar la
mutacion.

En los pacientes en que se ha encon-
trado mutaciones sustitutivas en los dos
alelos se ha observado que los valores de
la actividad piruvato quinasa encontra-
dos en sangre son, en la mayoria, nota-
blemente inferiores a los normales. Sin
embargo, el cuadro anémico observado
abarca un amplio espectro desde una
anemia severa a un estado hemolitico
compensado. Este es un cuadro anémico
similar al descrito por Lenzner y col.
(1997) en estudios con pacientes defecti-
VoS en piruvato quinasa. Es ldgico llegar
a la conclusion de que no existe relacién
entre los datos moleculares obtenidos y
la severidad de la enfermedad; esto es,
pacientes con la misma disfuncion son
afectados de forma diferente. Sin embar-
go, en este estudio como excepciéon a
esta regla, hemos encontrado dos pa-
cientes (n° 3 y n° 4) que tienen las mis-
mas mutaciones sustitutivas y similar
grado de anemia hemolitica. Claro que
en este caso, los dos pacientes son her-
manos y a la similitud de la expresion de
los genes debe asociarse la semejanza
del resto de factores que intervienen en
en la manifestaciones clinicas de la en-
fermedad. Este hecho se ve corroborado
en los trabajos de Vives-Corrons y col.,
(1980) que en su intento de encontrar
una relacion entre las anormalidades
moleculares y las variantes defectivas
en PK observan una concordancia en pa-
cientes relacionados familiarmente.

IV.1.3. Naturaleza quimica de las sus-
tituciones

La mutacion A694G corresponde a
un cambio en la posicion 232 de la se-

cuencia aminoacidica, de glicina por se-
rina, esto es, de un aminoacido con un
grupo polar sin carga y sin actividad op-
tica por otro de la misma naturaleza po-
lar pero conestereoespecificidad; este

hecho podria influir en la estructura ter-

ciaria del monémero de la enzima (Tabla
8).

La mutacién C721T, que fue encon-
trada por primera vepor Baronciani y
Beutler (1993), origina una detencién
prematura de la cadena proteica en la po-
sicion 241 y, por consiguiente, una pro-
teina truncada con la actividad enzima-
tica practicamente nula.

La mutacion G821C descrita ini-
cialmente por Zanella y col. (1997) im-
plica una sustitucion, en la posicién 275
de Gly en Arg. Un cambio, de aminoaci-
do no polar por otro polar positivo, que
afecta, logicamente, al balance de las
cargas eléctricas de la proteina.

La mutacion C993A, descubierta por
Baronciani y col. (1995), se produce por
sustitucion de la tercera base del triplete,
lo que provoca un cambio por un ami-
noécido de naturaleza quimica similar al
sustituido, Asp— Glu, siendo por ello la
posible alteracion que se origine en la
estructura, debida Gnicamente a un
efecto estérico.

La mutacion A1150G origina un
cambio, en la posicién 384, de treonina
por alanina, dos aminoacidos de bajo pe-
so molecular, teniendo el primero un
grupo polar sin carga y el segundo un
grupo alifatico. A pH fisiolégico el cam-
bio no deberia ocasionar trastornos signi-
ficativos en la estructura de la enzima,
aunque resulte obvio que debe producir
una disfuncién apreciable al manifestar-
se la anemia.



Tabla 8. Localizacion de las mutaciones en la secuencia ami-
noacidica de la piruvato quinasa

Mutacion Sustitucién aminoacidica  Posicién en la cadena
A694G Gly O Ser 232
G721T Gly O Stop 241
G821C Gly O Arg 275
C993A AspO Glu 331

A1150G ThrO Ala 384
G1154A Arg O Lys 385
G1175A Ala O Thr 392
C1456T Arg U Trp 486
C1492T Arg O Cys 498
G1529A Arg O Glu 510
C1675T Arg 0 Stop 559

La mutacion G1154A produce un-
cambio en la posicién 385, @eginina
por lisina, dos aminoécidos de la misma
naturaleza quimica pero la lisina con un
tamafio ligeramente mayor que la argini-
nay con la carga positiva desplazada 1,5
A aproximadamente, por lo que la posi-
ble alteracién en la estructura podia atri-
buirse a un efecto estérico.

La mutacién G1174A fue encontrada
en 1994 por Lenzner y col. en pacientes
con anemia hemolitica y deficiencia PK
de Eslovenia. El triplete mutado codifica
un cambio de alanina por treonina en la
posicién 392, dos aminoacidos con una
pequeia diferencia de tamafo, pero uno
no polar alifatico y otro polar sin carga.

La mutacién C1456T fue descrita
por primera vez por Baronciani y Beu-
tler, (1993) y posteriormente por Pastore
y col., 1995a, 1995b). Mas tarde se des-

cubrié que las variedades denominadas
“Soresina”, “Milano” y “Parma” porta-
ban la misma mutacién (Bianchi y col.,
1994, 1995). Esta mutacion produce un
cambio Arg— Trp en la posicion 486 de
la secuencia proteica (Tabla 8), que co-
rresponde a la sustitucion de un aminoa-
cido polar con carga positiva por otro no
polar y voluminoso, del que resulta un
ligero incremento de la Km por el fos-
foenolpiruvato, esto es, disminuye la afi-
nidad de la enzima por uno de los sus-
tratos (Bianchiy col., 1995).

En 1996 Pastore y col. describieron
la mutacion C1492T que corresponde a
un cambio en la posicién 498 de Arg
- Cys, dos aminoacidos de naturaleza
guimica diferente por lo que puede espe-
rarse una alteracion en la estructura
proteica y por consiguiente en la activi-
dad de la enzima.



La mutacion G1529A fue descrita
por primera vez por Baronciani y Beutler
(1993); en ella se produce el cambio de
Arg - GIn en la posicion 510. Segun
Lenzner y col. (1997) este intercambio,
como consecuencia de la aparicion de
un nuevo grupo polar puede desestabili-
zar la proteina , ya que como se ha com-
probadoin vitro, muestra una baja ter-
moestabilidad y un aumento en la sus-
ceptibilidad a la degradaciguroteoliti-
ca.

La primera mutacion en el nucleétido
1675 fue descrita por Baronciani y y col.
(1995) pero corresponde a un cambio de
C en G encontrado en un paciente. Una
mutacion de la misma naturaleza que la
encontrada por nosotros, (CGA
TGA), fue descubierta, también en pa-
cientes espafioles, por Zarza y col.
(1998) y conduce, como en C721T, ala
interrupcion de la sintesis de la cadena
polipeptidica en la posicion 559, aunque
en este caso el efecto sobre la actividad
podria ser menor ya que la mutacion se
encuentra proxima al final de la secuen-
cia codificante.

En la Figs. 9, 10 y 11 se muestran
las graficas correspondientes a las se-
cuencias nucleotidicas (en sentido di-
recto e inverso) de los mutantes G694A,
Al1150G y G1154A, descritos en este
trabajo por primera vez; en ellas se indi-
can los lugares en que aparecen los picos
dobles en el cromatograma de la se-
cuencia correspondiente a los cambios
de los nucledtidos de los codones GGT
- AGT, ACG - GCG y AGG -
AAG. Estos cambios corresponden, co-
mo se ha indicado anteriormente, a las
sustitucionesaminoacidicas de Ser
Gly, Thr —» Alay Arg - Lys, respecti-
vamente, y de las que no cabria esperar,
en principio, grandes cambios en las

propiedades quimico-fisicas de las pro-
teinas codificadas por los genes de las
piruvato quinasa con estas alteraciones,
aunque obviamente deben producir una
disfuncién proteica que conduce a la
aparicion de sintomatologia clinica.

V.1.4. Distribucion de la frecuencia de
las mutaciones en piruvato quinasa.

La distribucion de la frecuencia de
las 17 mutaciones correspondientes a los
10 pacientes deficientes en piruvato qui-
nasa que cursan con anemia hemolitica
no esferocitica aparecen en el histogra-
ma de la Fig.12. Se puede observar que
las mutaciones mas frecuentes son la
C1456T y la G721T, mutaciones susti-
tutivas que aparecen, independiente-
mente, en mas del 20% de los cromoso-
mas mutados. La mutaciéon C1456T apa-
rece en todos los casos con una segunda
mutacién en un estado heterozigoto
compuesto.

Como se desprende de la Tabla 9, en
que aparece la distribucion de la fre-
cuencia de mutaciones PK en diversos
paises, la mutacion C1456T es la que
también con mayor frecuencia se ha en-
contrado en otros analisis similares reali-
zados en Espafa (Zarza y col., 1998),
Italia (Zanella y col., 1997) y Che-
quia/Eslovaquia (Lenzner y col., 1997) y
es la segunda mutacion mas frecuente
encontrada en pacientes de Inglaterra,
Alemania y Estados Unidos (Lenzner y
col.,1997; Baronciani y Beutler, 1995 y
Baronciani y col., 1995; Zanella y Bian-
chi, 2000).

La mutacién G721T aparece tambien
con una frecuencia mayor del 20%: 4 de
los 17 alelos mutados; es una mutacion
sin sentido que conduce a un codon de
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terminacion de cadena. La G721T es la
segunda mutacién mas frecuente encon-
trada en pacientes de Espafia y Francia
(Zarzay col., 1998 y ouger y col., 1996)
y la tercera mas frecuente en ltalia y
Estados Unidos (Zanella y col., 1996;
Baronciani y Beutler, 1995; Baronciani y
col., 1995). Sin embargo, esta mutacion
no ha sido encontrada en pacientes pro-
cedentes de Alemania, Inglaterra y Che-
quia /Eslovaquia ni en Japon y China,
donde la mutacion que predomina es la
C1468T (Kanno y col., 1994a, 1994b)
gue, por otra parte no ha sido descrita en
los paises de Europa.

El resto de las mutaciones, 9 alelos
de 17 (53%) son todas diferentes, lo que
indica la gran variabilidad genética de
las deficiencias piruvato quinasa. Tres de
estas mutaciones, como anteriormente se
ha indicado, G694A, A1150G vy
G1154A, se describen por primera vez.
En resumen, se puede deducir que las
mutaciones en el gen PK que conducen a
una deficiencia piruvato quinassst:-n

muy distribuidas a lo largo del planeta.
Quizéas la unica generalizacién que re-
sulta de este hecho es que en Europa la
mutacion que predomina en el Norte es
la G1529A mientras que en el Sur la
méas frecuente es la C1456T (Baronciani
y col., 1995; Rouger y col., 1996; Lenner
y col., 1997; Zanella y col., 1997 y Zarza
y col., 1998).

Las particularidades regionales y
étnicas de la distribucién de mutaciones
de PK, que se pueden relacionar en la
Tabla 9, sugieren que la mayoria de es-
tas no pueden ser muy antiguas, al me-
nos, mucho mas recientes que la separa-
cion de los grupos étnicos entre Europa y
el Este asiatico e incluso mas recientes
gue las migraciones europeas que se ex-
tendieron a principio de los afios mil
hacia el Oriente, ya que existe una clara
segregacion de mutaciones restringidas
a areas geograficas limitadas.



Tabla 9. Distribucién geografica de las mutaciones mas frecuentes
en el gen PK-LR

Mutaciones
PAISES C1456T G721T  G1529A Bibliografia
Espafa 32% 14% 0% Zarzay col., 1998
Italia 27% 4% 12% Zanella y col. 1997
Francia 0% 4% 63% Rooger y col.,1996
Alemania 4,2 0% 66% Lenznery col.,1997
Inglaterra 9,0% 0% 50% Lenznery col.,1997
Cheq./Eslov. 13,6% 0% 9,0% Lenznery col.,1997
Estados Unidos| 9% 5% 50% Baronciani y col.,1995
Japon 0% 0% 0% Kanno y col., 1995
China 0% 0% 0% Kanno y col.,1995

IV.1.5. Herencia genética de las defi-
ciencias piruvato quinasa: Genealogi-
as

Las genealogias de los pacientes n°
1, 3,4, 6,7y 9 portadores de mutaciones
en el gen piruvato quinasa se muesran e
las Fig. 13 y 14. Se puede facilmente
constatar el caracter hereditario de las
mutaciones que originan deficiencias pi-
ruvato quinasa.

El paciente n° 1 es heterozigoto
compuesto con dos mutaciones que se
localizan en la posicién 1150 que hereda
del padre y la 1529 que hereda de la ma-
dre. Los pacientes n° 3y n° 4 son herma-
nos y ambosheterozigotos compuestos,
heredan la mutacién 721 del padre y
1456 de la madre.

En la Fig. 14 se muestra como el pa-
ciente n° 6 es portador de dos mutacio-
nes, la 1456 que hereda de la madre y la
1675, que con toda probabilidad procede
del padre, del que no se tienen datos por
fallecimiento. Posteriormente, hemos
podido detectar que el paciente trans

fiere uno de sus alelos mutados a su hijo
y el otro a su hija, que les convierte en
portadores. El paciente n° 7 hereda la
mutacién 1492 del padre y la 1154 de la
madre es, por lo tanto, también un
heterozigoto compuesto. El paciente n°® 9
también es un heterozigoto compuesto,
con un alelo mutado que procede de la
madre y otro que presumiblemente pro-
cede del padre y del que no ha sido posi-
ble obtener muestra.

IV.1.6. Localizacion de las mutaciones
en los exones y en las regiones del gen
piruvato quinasa

Como se ha indicado anteriormente,
en la Tabla 7 se detalla la localizacién
de las mutaciones encontradas en el gen
PK de eritrocitos humanos. Se puede ob-
servar que las diecisiete mutaciones ob-
tenidas se encuentran entre los exones
n° 5y n®11. De ellas, seis se localizan
en el exon n° 10 (35,5%) y cinco en el
exén n° 6 (29,4%). Solamente se ha en-
contrado una en el exén n° 5, otra en el
n°7yunaterceraeneln®1l.



En el histograma de la Fig. 15 se
compara la frecuencia de la localizaciéon
de las mutaciones en los exones asocia-
das a una deficiencia en piruvato quinasa
descritas en Espafa (incluidas las de este
trabajo) con las encontradas en Europa,
en América y en el Lejano Oriente.
Hasta el momento actual el nimero total
de diferentes mutaciones asociadas a la
deficiencia piruvato quinasa se eleva a
142. Del examen de la figura se puede
comprobar que las mutaciones se en-

namero de ellas en los exones 6, 7, 8 y
10. En Espafa los exones en donde se
encuentra con mayor frecuencia muta-
ciones son el n° 7 y el n° 10, los mismos
gue en las mutaciones descritas en Esta-
dos Unidos y Extremo Oriente. En com-
paracion con los exones adyacentes con-
trasta notablemente el bajo numero de
mutaciones descritas en el exdn n° 9y en
particular con una escasa frecuencia en
los paises europeos. Esta observacion no
puede tener su base en la mayor proba-
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cuentran desigualmente distribuidas a lo
largo de laregién codificante. Ninguna
mutacion ha sido detectada enegbn

n°® 1 que es especifico de ifenzima
PK-R de eritrocito y que corresponde a
la region reguladora del gen y solamente
se ha encontrado una en el exén n°® 2
(Ueneka y col., 1995).

De forma general, se puede observar
en la Fig. 15 que, las mutaciones au-
mentan progresivamente desde los pri-
meros exones, concentradndose el mayor

bilidad por el tamafo de los exones, ya
que el n® 9 (153 nucledtidos) es mas de
dos veces mayor que el n° 8 (66 nucle6-
tidos).

En la Figura 16 se muestran el ali-
neamiento de lasecuencias aminoacidi
cas de las regiones en que parecen las
mutaciones de piruvato quinasa de eri-
trocitos humanos comparadas con las de
eritrocitos, ratén, rata y perro, las de
musculo de gato, conejo, gallo y sapo y
las de mosca y gusano; también apare-



cen las de levaduraSqccharomices ce-
revisiae) y de Escherichia coli. Esta ul-
tima es la mas alejada de la especie
humana de las que se conoce su estructu-
ra primaria. ErE.coli han sido caracteri-
zados bioquimica y genéticamente dos
isoenzimas (I y IlI) con actividad piru-
vato quinasa (Garrido-Pertierra y Coo-
per, 1977, 1983). La isoenzima | es sen-
sible a la activacion por fructosa 1,6-
bisfosfato y tiene unas propiedades ciné-
ticas y reguladoras semejantes a las de
los eritrocitos humanos.

En la Figura 16 se puede observar
gue el cambio Gly232. Ser, que co-
rresponde a la mutacion G694A, se en-
cuentra en una posicion conservada en
vertebrados salvo en el perro (Whitney y
col., 1994), pero flanqueada por secuen-
cias de aminoacidos muy variables. Esta
observacion y el hecho de que la sustitu-
cion producida sea a serina, que es el
aminoécido que aparece en la secuencias
de PK de gusano, hace pensar que la
mutacion debe alterar de una forma sutil
la funcionalidad de la enzima.

La mutacién G821C origina la sus-
titucion de un aminoé&cido por otro con
un tamafio y propiedades quimicas muy
diferentes (Gly275-Arg) y, ademas,
en una posicién muy conservada en to-
das las especies incluidas los procariotas.
Es previsible por tanto que el cambio
afecte, de forma esencial, a la estructura
tridimensional de la enzima, y por ende a
su funcionalidad.

La mutacién G821C produce la
sustitucion de Asp33. Arg. Esto es, de
dos aminoé&cidos con cargas opuestas y
en una posicion y region muy conserva-
das en todas las especies. Ademas, el
cambio esta muy proximo a la secuencia
MVARGDL donde se encuentra el

Asp339 uno de los ligandos a los que se
une el MA* (Larsen y col., 1994), y por

el que, como se sabe, la enzima tiene un
requerimiento absoluto. Es légico pensar
que tal sustitucion produzca una grave
disfuncién de la enzima.

Las mutaciones A1150G, G1154A 'y
G1175A originan los cambios sustituti-
vos de Thr384- Ala, Arg385 - Lys y
Ala392 -, Thr, respectivamente, en po-
siciones y en una region extraordinaria-
mente conservados. Esta region se en-
cuentra entre loamino-cidos Thr371,
GIn372 y Glu406 los cuales participan
en el procesccatalitico activamente .
Asi, en el transcurso del mismo, los dos
sustratos de la enzima, PEP y ADP, se
unen al K, el cual a su vez se enlaza a la
GIn372 y al Glu406. (Muirhead vy
col.,1986). Por su parte el Thr371 junto
con la Lys313 posicionan y orientan el
PEP en el centro activo (Larsen y col.,
1994). Por ello, es indudable que la sus-
titucion aminoacidica en cualquiera de
las tres posiciones conlleve graves con-
secuencias en el proceso catalitico.

Las mutaciones C1456T, C1492T y
G1529A que originan los cambios
Arg486 -Trp, Arg498 -Trp vy
Arg510 - GIn, respectivamente, se en-
cuentran en una regioén relativamente pe-
guefa de la secuencia aminoacidica de la
enzima. Van Solinge y col. (1997) sugie-
ren que la arginina en la posicion 486
forma enlaces de hidrégeno con otros re-
siduos aminoacidicos proximos en la
estructura terciaria y que su sustitucién
ocasionaria graves alteraciones en la
misma. Sin embargo, como se puede ob-
servar en la Figura 16, la posicion no se
encuentra bien conservada y en la de ra-
ta, cuya homologia con la de humana es
mas del 97%, se encuentra sustituida por
la glutamina y no es logico pensar que



las conformaciones de esas dos enzimas
sean muy diferentes. Lo mismo se po-
dria argumentar en la sustitucion de la
arginina en la posicion 498, pero ademas
en este caso como veremos mas adelan-
te, el amino&cido se encuentra alejado
del centro activo y de otros aminoacidos
con los que potencialmente pudiera for-
mar enlaces de hidrégeno, por lo que no
parece que este cambio pudiera alterar
significativamente la estructura tercia-
ria de la enzima.

La sustitucion de glutamina por argi-
nina en la posicién 510 ha sido bien es-
tudiada por Van Solinge y col. (1997).
Segun estos investigadores la sustitu-
cién conduce a la formacion de un nue-
vo enlace de hidrégeno que no aparece
en la enzima normal. Este hecho junto
con el de quda arginina se encuentra
muy bien conservada en todas las espe-
cies induce a pensar que el cambio pro-
duce una importante alteracion en la
conformacion de la piruvato quinasa.

IV.2. Las relaciones estructura
/funcion de las enzimas defectivas en
piruvato quinasa

IV.2.1. Los cambios aminoacidicos y
sus efectos en la actividad piruvato
guinasa

Una primera aproximacion a la rela-
cion entre estructura y funcion deberia
obtenerse del cambio en las propieda-
des quimicas de los amino&cidos que se
sustituyen en la secuencia aminoacidica
de la proteina. Podria esperarse que, los
cambios de amino&cidos con propieda-
des quimico-fisicas mas diferentes po-
drian alterar en mayor medida la con-
formacion de la enzima disminuyendo

notablemente su actividad y provocando
una mayor alteracion fisiopatologica que

cursaria con una manifestaciéon mas se-
vera de anemia hemolitica. Naturalmen-

te, a dichos cambios hay que agregar los
que conducen a una terminacion prema-
tura de la cadena polipeptidica.

De las diecisiete mutaciones encon-
tradas cinco corresponden a sefales de
terminacion de la cadena, tres a cam-
bios conservativos (aminoacidos con
propiedades quimico-fisicas similares) y
once a cambios no conservativos (Tabla
8). Como se ha indicado anteriormente,
de los primeros y de los ultimos son de
los se puede esperar una mayor altera-
cién en la estructura proteica. Los prime-
ros porque una prematura terminacion
de cadena originan proteinas incomple-
tas con una evidente disfuncion enzima-
tica si el fragmento sintetizado no tiene
un tamafo adecuado, y de las sustitucio-
nes no conservativas porque cuando
intervienen aminoacidos, en los que la
diferencia en sus propiedades fisico-
quimicas es grande, sus efectos se pue-
den traducir en mayores disminuciones
de la actividad y, por consiguiente, en un
tipo de anemia hemolitica mas grave. Si-
guiendo con esta pauta es logico pensar
que el cambio de un aminoé&cido polar
cargado por otro también cargado pero
con carga neta contraria originaria una
alteracion notable en la estructura de la
enzima que se corresponderia con un
mayor descenso de la actividad y con
una manifestacion de tipo mas grave de
anemia. Sin embargo, este razonamiento
no siempre parece cumplirse y, asi, el
cambio no conservativo Arg- Glu en
un alelo del paciente n°1l no origina un
descenso tan esperado de la actividad
enzimatica aunque se manifieste una
anemia crénica severa, acompafada de
ictericia y esplenomegalia. Por otra par-



te, el cambio conservativo Asp Glu
que conlleva la piruvato quinasa del pa-
ciente n° 2 y, debido a que la naturaleza
quimica de los dos aminoéacidos es se-
mejante, se podia esperar una actividad
enzimatica similar a la de la normal v,
como mucho, un estado hemolitico com-
pensado. Sin embargo, la actividad en-
zimética es mas de seis veces menor que
la de la enzima normal y la deficiencia
cursa con anemia hemolitica crénica.

Por tanto, como han indicado otros
investigadores (Lenzner y col. 1994,
Demina y col., 1998 ) no existe o, al
menos, no se ha encontrado una relacion
directa entre las propiedades quimico-
flsicas de los aminoacidos intercambia-
dos, las actividades enzimaticas de la
piruvato quinasa en sangre y las mani-
festaciones clinicas observadas. Y esto
es particularmente dificil de encontrar en
pacientes heterozigotos compuestos, ya
gue se debe tener en cuenta las propie-
dades de los productos de ambos genes.
Lo que hasta ahora parece evidente es
gue los casos mas severos de anemia co-
rrelacionan con una pérdida significativa
de la actividad enzimatica y con un pro-
ceso de degradacion complejo debido a
la rapida eliminacion de los péptidos in-
estables como consecuencia de la modi-
ficacidn de la estructura de la enzima.
Lenzner y col., (1997 ) sefalan que la
actividad piruvato quinasa en los eritro-
citos depende, al menos, de dos factores:
un factor constante, que es en esencia la
mutacién que origina una enzima con
actividad reducida y/o estabilidad altera-
da, y un factor variable, que se basa en la
actividad proteolitica intracelular. Sin
embargo, no debe dejarse de lado otros
factores que se encuentran en el entorno
intra y extracelular y que aunque su in-
fluencia sea bastante menor son capaces
de marcar diferencias en las manifesta-

ciones clinicas incluso entre parientes
proximos, como pueden ser padres e
hijos o0 hermanos. Tambien debe tenerse
en cuenta la asociacion de subunidades
con diferente mutacion lo que hace mas
dificilmente previsible el efecto de la
mutacion en los dos alelos.

Podria resumirse que la situacion de
deficiencia piruvato quinasa es parecida
a la que tiene lugar en pacientes con
otras enzimopatias hereditarias que se
manifiestan en los eritrocitos (Luzzatto y
Mehta, 1995; Bautista y Luzzatto, 1997).
Y es que ademas del genotipo, los facto-
res bioquimicos vy fisiolégicos del entor-
no celular juegan un papel clave en el
grado de severidad de la enfermedad.
Este hecho se pone de manifiesto en pa-
cientes, con idéntico genotipo deficiente
piruvato quinasa que suelen poseer unas
manifestaciones clinicas parecidas de la
enfermedad. Los pacientes n® 3y n° 4
son hermanos y, como se demuestra en
este trabajo, sus caracteristicas genéti-
cas respecto a la deficiencia piruvato
quinasa son idénticas, la actividad de las
enzimas son iguales y el grado de seve-
ridad de las anemias hemoliticas simila-
res.

IV.2.2. Efectos de las mutaciones so-
bre la estructura de la piruvato qui-
nasa: Modelos moleculares

El conocimiento de la posicion de las
mutaciones piruvato quinasa en la se-
cuencia aminoacidica junto con el cono-
cimiento de un modelo tridimensional y
los efectos que producen en la confor-
macién de la enzima puede ayudarnos a
entender la pérdida de actividad de la
enzima y predecir o, al menos, aproxi-
marnos al entendimiento de alguno de
los procesos moleculares que ocasionan



las alteraciones clinicas en las deficien-
cias enzimaticas. Un hecho a tener en
cuenta es que todos los pacientes estu-
diados son heterozigotos compuestos pa-
ra dos diferentes mutaciones en PK-LR y
ello, como mencionamos anteriormente,
complica considerablemente la interpre-
tacion de los efectos debidos a mutacio-
nes especificas.

La piruvato quinasa de eritrocitos
estd constituida como se ha indicado
previamente, por urhomotetramero de
574 aminoacidos. La subunidad tienen
forma eliptica con el eje longitudinal de
75 Ay el transversal de 45 A (Fig. 17) y
contiene un centro activo en donde se
unen los dos substratos, PEP y ADP y
dos sitios para la union de los dos catio-
nes esenciales para la actividad,*My
Mn* y K*. Ademas, como la enzima se
encuentra alostéricamente regulada tie-
ne al menos un centro en el que se unen
los efectores positivos, como la fructosa-
1,6-bisfosfato, y otro al que se une los
efectores negativos como el ATP.

El progreso en el conocimiento de la
estructura de la enzima PK ha sido posi-
ble gracias a los analisis de difraccion de
rayos X de las piruvato quinasas cristali-
zadas de musculo de gato (Muirhead y
col.,1986) y de conejo (Larsen y col.,
1994) y que han sido resueltas con reso-
luciones de 2,6 y 2,9 A, respectivamente.
Se ha podido comprobar que la PK-M1
de musculo de conejo y de gato muestran
una homologia muy significativa con la
PK-R de eritrocitos humanos, con una
identidad de la secuencia de alrededor
del 70% y con 44 residuos extra en la
region N-terminal de la isozima R.

El estudio de la estructuras tridimen-
sionales de la piruvato quinasa de mus-
culo de conejo y de gato ha permitido

conocer los sitios de unién de los subs-
tratos, de los cationes esenciales y de los
efectores y el mecanismo del proceso
enzimatico. También ha servido para
predecir las modificaciones que sufre
la estructura molecular de las enzimas
debido a los cambios que originan la
sustitucion de un amino&cido por otro
como consecuencia de una mutacion. Sin
embargo, debido a las diferencias en las
estructuras primarias entre la PK de co-
nejo y de gato y de estas con la de eri-
trocitos humanos, las predicciones deben
realizarse con la debida cautela y tenien-
do en cuenta esta circunstancia.

Siguiendo con este criterio es l6gico
pensar que las sustituciones de los resi-
duos aminoacidicos que se localicen
préximos a los sitios de union de los
sustratos, o de union de los cationes,
tengan graves efectos ya que los cambios
eléctricos y/o conformacionales que se
originan en esas areas directamente im-
plicadas en la catalisis, llevan asociados
acusados descensos de la actividad en-
zimatica que se traducen, muy posible-
mente, en alteraciones hematoldgicas y
clinicas graves.

Desafortunadamente no existe un
modelo tridimensional de la piruvato
qguinasa humana en base a su estructura
cristalina y, por ello, se modelizan sobre
las estructuras de las enzimas de mus-
culo de conejo y de gato (Fig.18). En ca-
da subunidad de la PK se diferencian
cuatro dominios formados por cadenas
unidas por segmentopolipeptidicos
flexibles con una funcién o funciones
determinadas. Estos dominios se deno-
minan: N (o N-terminal), A, By C (o C-
terminal) (Muirhead y col., 1981).

El dominio N-terminal, comprendido
entre los residuos 42 y 85, implica el



area de contacto entre las subunidades en Leu 401, Asp 400 y Asn 113, del do-

la molécula tetramérica. El dominio A,
de mayor tamafo y formado por dos
segmentos de estructura primaria (86-
159 y 263-431), tiene forma de cilindro,
el clasico barril de conformacidm —f3
con 8 helices y 8 laminag3 dispuestas
en sentidoantiparalelo. EI dominio B
comprende desde el aminoacido 160 al
262, con un lazo caracteristico que se
extiende desde el extremo a la tercera
lamina del dominio A y consiste prin-
cipalmente en laminag antiparalelas
que forman la parte de la molécula mas
alejada del centro del tetrAmero con una
estructura poco densa y de apariencia
flexible, al cual no se ha podido adscri-
bir una funcién clara. Finalmente, el
dominio C-terminal, comprende desde el
residuo 432 al 574 y forma una estructu-
ra retorcida y abierta de tipo
of que juega un importante papel en el
proceso detetramerizacionMouter y
col. 1997)

Los dominios Ay C se interconectan
entre si formando una region o zona
compacta que se considera el nudcleo de
la enzima y donde se encuentra, aunque
més proximo de A que de C, el centro
activo. Segun Muirhead y col. (1986) y
Larsen y col. (1994) el PEP se enlaza al
final de la 82 lamin@ del dominio Ay a
una distancia de 2,2 A se une el catién
bivalente. Walker y col. (1992) propo-
nen la existencia de dos cavidades de
gran importancia en el area de la interac-
cion de los dominios A y C, la cavidad
86 (Arg 86) para al union de ADP y la
cavidad 510 (Arg 510) para la unién de
un segundo activador alostérico. Estas
cavidades estan divididas por la cuarta
hélice del dominio C (@ 4), la cual se
enlaza, por puentes salinos y enlaces de
hidrégeno, y a través de los residuos de
Ala 399, Arg 510 y Arg 488, a los de

minio A. Este hecho origina una con-
formacion especial en la interfase de los
dominios Ay C.

A los sitios de unién anteriormente
indicados deben afiadirse por su impor-
tancia en el proceso catalitico los resi-
duos aminoécidicos que forman el centro
activo y se une el fosfoenolpiruvato (Arg
163, Ser 286, Phe 287, Lys 313, Gly
338, Thr 371) y las que intervienen en la
catalisis acido-base y en la union &l K
(Asn 156, Lys 313) y al M1 (Glu 315,
Asp 339). (Walker y col., 1992; Larsen y
col., 1994; Van Solinge y col., 1997)

De las nueve mutaciones sustitutivas
diferentes descritas en este trabajo (Ta-
bla 10), una se localiza en el dominio B
(694) cinco en el dominio A (821, 993,
1150,1154 y 1175), y tres en el dominio
C (1456, 1492 y 1529) (Fig. 17).

La mutacion A694G origina el cam-
bio Gly232 - Ser el cual se localiza en
el dominio B en una region molecular-
mente poco densa y a la que hasta ahora
no se adscrito una funcién especifica en
la catalisis por lo que no es de esperar
que el cambio aminoacidico altere de
forma importante la actividad enzimati-
ca. Sin embargo, el nivel de la actividad
enzimética de la piruvato quinasa en
sangre del paciente n°® 9, que es el porta-
dor de la mutacion, estéa disminuido cer-
ca de la décima parte del valor normal.
Este hecho conduce a pensar que la po-
sicibn 232, que como se puede observar
en Fig. 18 se encuentra bien conservada
en una region de gran variabilidad en
animales vertebrados, debe jugar un pa-
pel importante en la estructura de la
proteina, bien a nivel de catalisis o de
estabilidad. Podia pensarse que esta re-
gién contiene alguna estructura o sitio



donde se fije algun regulador o que par-
ticipe en los estados de transicion de la
enzima. Sin embargo el lugar donde se
localiza el sitio de union del activador
més efectivo, la fructosa 1,6-bisfosfato,
se encuentra en el dominio C (Jurica y
col. 1998 ) y, se ha demostrado, que el
dominio B es el mas alejado del area de
contacto entre las subunidades (Muir-
head y col. 1981, 1986). Por todo ello,
aunque todavia no se le ha asignado
ninguna funcion determinada al dominio
B su considerable pérdida de actividad
por esta sustitucién puede estar relacio-
nada con urimpedimentoestérico del
residuo de la Ser232 con el de Phe 235
gue podria alterar notablemente la es-
tructura terciaria de la PK (Fig. 19, Ay
B)

La mutacién G821C origina la sus-
titucion en la posicion 275 de un residuo
aminoacidico de pequefio tamafio como
es Gly por otro de tamafio considerable-
mente mayor como la Arg. Podia espe-
rarse por tanto una alteracién en la es-
tructura de la hélica (concretamente la
Aa3) simplemente por efecto estérico.
Pero a este hecho debe afadirse la
proximidad del residuo Asp 277 que de-
be originar una atraccion electrostética
muy fuerte con el de Arg (Fig 19, Cy D)
lo cual limitaria la movilidad de la cade-
na lateral de este aminoacido impidién-
dole ocupar una posicion estable y, por
consiguiente, rompiendo la conforma-
cion de la proteina en esa region. Por
otra parte, la posicién 275 se encuentra
relativamente proxima a la de los resi-
duos Ser 286 y Phe 287 que intervienen
directamente en la estructura del centro
activo. Por ello es facilmente predecible
gue la actividad de la PK se encuentre
disminuida como asi se puede observar
en los andlisis enzimaticos realizados en
la sangre del paciente 10 que es el porta-

dor de la mutacién G821C.

La mutacion C993A ocasiona el
cambio Asp- Glu en la posicién 331
de la estructura primaria de la PK. En la
enzima normal el residuo de Asp se en-
cuentra unido mediante dos enlaces de
hidrogeno con el de Ile 310 y con un
puente salino con la Lys 365 , debido a
la proximidad del grupo amino de la ca-
dena lateral de este residuo (3,07A)
(Creighton, 1993). En la sustitucién del
Asp por el Glu se rompe un enlace de
hidrogeno pero permanece la distancia
entre los grupos distintamente cargados
lo que hace suponer que la fuerza del
puente salino permanece intacta. La re-
gién en que se encuentra la mutacion
esta situada entre laok y la lamina
A6 una region espaciosa, sin estructura
secundaria y en la que el simple efecto
estérico que se produce en la sustitucion
no debe alterar la conformacion de la
enzima de forma significativa (Fig. 19, E
y F). Sin embargo, la posicion 331 se
encuentra en la hendidura del centro ac-
tivo y muy préxima al residuo Asp 339
gue interviene directamente en el proce-
so catalitico. El paciente n° 2 es el porta-
dor de la mutacion C993A que produce
esta sustitucion y a pesar de llevar el otro
alelo normal el nivel de la actividad de
la PK en sangre es considerablemente
menor que en el de individuos normales.

La mutacién A1150G produce el
cambio de Thr por Ala en la posicion
384. La Thr se encuentra entre la Pro
383 y la Arg 385 en una zona inmediata
a la hélice A7. La sustitucion por Ala
debe modificar la posicion de dicha héli-
ce respecto a las otras estructuras adya-
centes del dominio A condicionando a su
vez la posicion del Glu 387 al que esta
unido por un enlace de hidrégeno y a la
Gly 388 que interviene directamente en



la conformacion del centro activo (Fig.
20, Ay B). Por ello se debe esperar que
la actividad de la enzima se encuentre
disminuida respecto a la normal.

La mutacién G1154A causa, en la
posicion 385 el cambio de Arg por Lys
dos aminoacidos polares con carga posi-
tiva a pH fisiolégico. El cambio se loca-
liza en el inicio de la hélice &7 y en
una regidon aparentemente, sin ninguna
relacion con otras estructuras de la en-
zima. Podria esperarse una atraccion
electrostética entre los grupos cargados
de la Lys y el Glu 387; sin embargo, la
orientacion en la estructura proteica
mantiene estos grupos alejados. Después
de la sustitucién, la distancia del grupo
amino a la Pro 383 pasa de 3,74 a 9,45 A
(Fig. 20, C y D). Por ello, la posible al-
teracion que pueda sufrir la conforma-
cion en esta region, por otra parte poco
densa molecularmente, no debe influir
de forma significativa en las regiones
esenciales de la enzima para disminuir
su capacidad catalitica. El paciente n° 9
que es portador de dicha mutacién
muestra, en sangre, un 50% de la activi-
dad PK de individuos normales que se
manifiesta en un estado hemolitico com-
pensado.

La mutacion G1174A origina el
cambio de amino-cidos Ala Thr en la
posicion 392. En la enzima normal la
Ala se encuentra unida por tres enlaces
de hidrégeno con la Val 395, Leu 396 y
Ser 389 y en la enzima mutada aunque
desaparece el de Ser 389 se forma uno
nuevo con la lle 424. La sustituciéon no
parece alterar la conformaciéon de la en-
zima de forma esencial, ya que ademas
de que el tamafio de los amino&cidos es
similar, la estructura de la hélice (se
mantiene compacta en una region relati-
vamente distante del area de interco-

nexion de los dominios Ay C en la que

se encuentra el centro activo (Fig.20, Ey
F) Los datos hematolégicos del paciente
n° 5, que es portador de esta mutacion,
no varian significativamente respecto a
los normales y el estado del paciente es
del tipo hemolitico compensado.

La mutacién C1456T origina el cam-
bio de Arg— Trp en la posicién 486 lo-
calizada en la héliceoaBdel dominio C.

La Arg forma un enlace de hidrégeno
con la GIn 483 y otro con la His 482. La
sustituciéon por Trp rompe el enlace con
la GIn pero mantiene el de His (Fig. 21
Ay B). De la diferencia de tamafio entre
los dos residuosminoacidicos puede
esperarse una ruptura de la conformacion
de la héliceay aunque la region es es-
paciosa se encuentra en la zona de inter-
conexion entre los dominios Ay C. Co-
mo se ha indicado previamente la zona
de conexion entre estos dos dominios es
de gran importancia ya que ademas de
estar préxima al centro activo se en-
cuentra el sitio de union para el efector
fructosa 1,6-bisfosfatoJ(nica y col.,
1998). La insercion de este aminoacido
de gran tamafo debe provocar, por tanto,
efectos perjudiciales en la estructura de
zona esencial para la actividad y regula-
cion de la enzima. Estas alteraciones se
ven reflejadas en que la actividad de la
PK de la sangre de los pacientes 3 y 4,
gue son portadores de dicha mutacion,
esta muy disminuida.

La mutacion C1492T causa el cam-
bio Arg - Cys en la posicién 498 de la
secuencia aminoacidica de la proteina.
En la enzima normal la Arg esta unida
con 5 enlaces de hidrégeno a cuatro
aminoéacidos vecinos (Glu 476, Asp
519, Pro 520 y Asp 528) (Fig. 21, Cy D)
lo que debe proporcionar a esta pequefia
region de solo tres aminoacidos sin es-



tructura secundaria, y comprendida en-
tre la lamina G2 y la hélice @4, una
estructura relativamente rigida. La sus-
titucion por Cys ocasiona la desapari-
cion de 4 enlaces de hidrégeno, mante-
niéndose el del Glu 476 y formandose
uno nuevo con la Cys 517, muy proxima
a la posicion 498. Esta proximidad hace
suponer que, a pH fisiolégico, se forme
un puente disulfuro entre los dos resi-
duos cisteinicos. Sin embargo dicha
distancia, aunque pequefia, 5,73A, no pa-
rece lo suficiente para que los dos grupos
SH reaccionen entre si. La piruvato qui-
nasa contiene 6 residuos cisteinicos y
ningun puente disulfuro; este hecho
contrasta con la estructura de otras pro-
teinas, como la lisozimala ribonuclea-
sa, que forman 4 enlaces disulfuro y, en
el caso de la ribonucleasa no existe nin-
gun SH libre (Cantor y Schinmel, 1980).
En nuestro caso, como la insercion de
una Cys no parece implicar la formacion
de un enlace covalente -S-S- y si la des-
apariciéon de neta de tres enlaces de
hidrégeno esto debe permitir mayor
movilidad a @2y Ca, pero las nuevas
posiciones que tomen en el espacio estas
estructuras no deben ocasionar alteracio-
nes importantes a la estructura terciaria
de la enzima que afecten a su actividad
catalitica. La actividad de la PK encon-
trada en la sangre del paciente n° 7 que
es el portador de esta mutacion es solo la
mitad de la encontrada en individuos
normales y la deficiencia cursa con un
estado hemolitico compensado.

La mutacién G1529A produce el
cambio de Arg- GIn en la posicion
510. En la enzima normal la Arg forma
un enlace de hidrégeno con la Ala 399 y
otro con la Arg 488. Por otra parte la Thr
88 se encuentra en una posicion muy
proxima (4,2 A) y como proponen Van
Solingen y col. (1997) debe existir un

puente salino con la Arg 510. La sustitu-
cién por Gln aunque crea un nuevo enla-
ce con el Asp 400 desaparece el de la
Ala, la cadena lateral se pliega sobre si
misma Yy la distancia con la Thr se in-
crementa mas del doble desapareciendo
o, al menos, reduciéndose la atraccion
electrostatica entre los grupos opuesta-
mente cargados (Fig. 21, E y F). Estos
hechos favorecen la libre conformacién
entre los dominios A y C, alterando la
conformacion de la proteina entre di-
chos dominios en una regidn que partici-
pa directamente en la unién con otras
subunidades y con los efectores de la en-
zima. Como la transicion desde el estado
T (baja afinidad) al R (alta afinidad) re-
quiere la rotacién de las subunidades
del tetramero mediante goznes o bisagras
flexibles, la formaciéon y/o escision de
los puntos de contacentre lassubuni-
dades podria enlentecer o interrumpir la
respuesta de los efectores y con ello alte-
rar la actividad y/o la regulacion de la
enzima.



En el presente trabajo de investiga-nasa, se han encontrado, en los 17 alelos
cion se ha estudiado la deficiencia piru-identificados, 11 mutaciones diferentes.
vato quinasa eritrocitaria de diez pa-Nueve de estas causan la sustitucion de
cientes con el objeto de identificar y un aminoacido en la cadena proteica y
caracterizar molecularmente las muta-las dos restantes originan la sintesis in-
ciones en el gen PK-LR y conocer lacompleta de la misma. Tres de estas
posible relacion de aquellas con la acti-mutaciones, G694A, A1150G y G1154A
vidad catalitica de la enzima, las carac-que produce los cambios Gly232 Ser,
teristicas estructurales y las manifestaThr384 . Ala y Arg385 - Lys, res-
ciones clinicas de la enfermedad. pectivamente, se describen por primera

vez.

Del trabajo se pueden extraer las si-
guientes conclusiones: 42 La mayor frecuencia de las mutacio-

nes piruvato quinasa se localiza en el
12, Los andlisis de la relacion entre acti-exén n° 10, lo mismo que las mutaciones
vidad y clinica en los pacientes con de-descritas en otros paises de Europa,
ficiencia piruvato quinasgue secarac- América y el Extremo Oriente. Las mu-
terizan por una baja actividad especifi-taciones descritas se encuentran en posi-
ca de la enzima en sangre y un cuadrgiones y en regiones contiguas muy con-
de anemia hemolitica no esferocitica haservadas en lasecuenciasucleotidicas
permitido establecer una correlacionhomdlogas de diferentes especies.
directa entre la actividad de la enzima y
el grado de alteracion clinica observada.52, La disminucion en la actividad enzi-

mética que producen ocho de las muta-
22, El proceso de la reaccion en cadengiones sustitutivas localizadas en los
de la polimerasa (PCR) y el analisis dedominios A y C del monémero de la PK
la secuencia nucleotidica resultan unes facilmente comprensible ya que entre
sistema de gran utilidad en el diagnosti-ambos dominios se encuentran los sitios
co molecular de la deficiencia piruvato de union de los sustratos, de los catio-
quinasa y en la determinacion de la munes, de los efectores y la zona de con-
tacion genética en la zoradificante tacto entre la subuniddes. Sin embargo,
del gen. De los 10 pacientes, 7 resultata mayor disminucién de la actividad
ron con una mutacion diferente en laenzimatica corresponde a la presencia de
secuencia codificante de cada alelo y ena mutacién A694G (Gly232. Ser), la
los 3 restantes en uno de sus alelos no sgial se localiza en el dominio B del que

encontr6 mutacion en la zona codifi- no se conoce una funcion especifica en
cante. Las genealogias de los pacienteg| proceso catalitico.

estudiados confirman el caracter here-
ditario de la mutacion. 62 Los estudios de modelizacién mole-

_ ~cular reflejan que las mutaciones que
32, Como consecuencia de la mutaciororiginan los cambios Gly275. A,

de nucleotidos en el gen PK-LR de pa-Thr3g84 - Ala, Arg486 - Trp y
cientes con deficiencia en piruvato qui- Arg510 - GlIn, bien porque desajustan



el balance de las cargas eléctricas de la
proteina o bien pampedimentoestéri-

co ocasionan fuertes modificaciones en

la estructura local de la molécula. Ade-

mas, al encontrarse esta parte proxima
al centro activo se puede explicar los

valores disminuidos de actividad de la

enzima.
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