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INTRODUCCIO

L'enzim 2,3-difosfoglicerat-mutasa (2,3-DPGM; E.C.:2.7.5.4.) catalitza
la segiient reacci6 irreversible:

1,3-DPG + 3PG — 2,3-DPG + gPG

Hom troba aquest enzim quasi exclusivament a l'eritrocit i teixit mus-
cular® on constitueix la «clau» de la via de RAPOPORT-LUEBERING deriva-
¢i6 important de la via metabolica d’EMBDEN-MEYERHOFF 0 glicolisi anaero-
bia, principal font energética de leritrocit (vegeu fig. 1). La importancia
d’aquesta derivacié colateral ha estat posada en relleu per nombrosos
autors > *7 i per nosaltres mateixos en una publicacié recent®. Els efectes
fisiologics del z2,3-difosfoglicerat (2,3-DPG), producte de l'accié de la
2,3-DPGM sobre el substrat 1,3-difosfoglicerat (1,3-DPG) sén esquematit-
zats a la fig. 2.

Les propietats funcionals (cinétiques i termodiniamiques) de l'enzim
2,3-DPGM han estat l'objecte d’estudis recents portats a cap per Rosg* ¥,
i les seves propietats electroforétiques han estat estudiades per CHEN i
coHaboradors *.

El proposit d’aquest treball és doble: 1) Posar a punt un métode
senzill 1 realitzable, a nivell de qualsevol laboratori mitjanament dotat, de
Lelectroforesi sobre gel de midé; 2) Posar en evidéncia, dins una pobla-
cié de 280 subjectes sans, la imatge fenotipica corrent o caracteristica per
a aquest enzim, i la possible troballa d’alguna nova variant fenotipica. Els
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nostres resultats ens han permeés de confirmar la importancia de la técnica
emprada en la caracteritzaci6 fenotipica d’'un enzim mitjangant I’electro-
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foresi, i 'existéncia per a aquest enzim d'una baixa incidéncia de polimor-
fisme genetic. Concloem amb una possible interpretacié del mecanisme de
sintesi genética per a aquest enzim,
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MATERIAL 1 METODES

Per a dur a terme aquest estudi hem emprat el material segiient:

1. Equip d’electroforesi per gel de midé6 (dues cubetes i una font d’ali-
mentacié energetica).
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FIGURA 2

2. Midé en pols «Starch hydrolysed» de la marca «Connaught».
3. Diferents tampons per a cubetes i preparacié del gel de midé:

tampé6 cubetes: Fosfat-Sodic o.15M. pH: 7.0
tampé de gel: Histidina-OHNa o.05M. pH: 7.0

4. Substrats, enzims i coenzims per al revelat del gel i per a la me-
sura de I'activitat de 2,3DPGM dels hemolitzats emprats, tots fornits per
la casa Boehringer-Mannheim.

5. Font de raigs ultraviolats per a la visualitzacié de les fraccions des-

prés del revelat (longitud d’ona d’emissié dels raigs: g40 millimicres o na-
nometres).
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El métode utilitzat per nosaltres ha estat el descrit per CHEN i colab.?
amb les modificacions seglients:

Electroforesi sobre gel de midé de tipus horitzontal.
Modificacié de la técnica del revelat de 'enzim després de la mi-
gracio.

La preparacié de I’hemolitzat ha estat feta a partir d’1 ml de globuls
vermells després d’haverlos rentat tres cops consecutius en una solucié
de NaCl o,15M., i haver-hi afegit 1 ml d’aigua destilada i o,5 ml de tolue.
Per a la migracié hem emprat 6oo microlitres (0,06 ml) de I'hemolitzat pre-
parat. Aquesta migraci6 ha estat feta emprant gel de midé horitzontalment
i aplicant un camp eléctric de 4,5 volts/cm durant un temps de 18 hores
(tot a 4° C).

El dosatge de l'activitat 2-3-DPGM de I'hemolitzat ha estat fet d’acord
amb el procediment de RarororT ja descrit®: a una cubeta de g ml
afegim:

Tampo fosfat-cisteina 2,5. 107°M. pH: 7.2

Fructosa 1,6-difosfat (F-1,6-DP) o.15 M

NAD 6.10—*M.

g-fosfoglicerat (3-PG) g.10—*M

Glicerinaldehid, g-fosfat deshidrogenasa (GA3PD) pul.
Aldolasa zul.

Hemolitzat a 1/20 en aigua destiHada.

El revelat de la placa de midé després de la migracié ha estat aconse-
guit incubant-hi a sobre, immediatament després de I'electroforesi, la se-
giient soluci6 en quantitat final de go ml.

TRIS HCI IM

Fructosa 1,6-difosfat 10—*M

g-fosfoglicerat 4.10—*M

NAD 1,5.107°M

K,HPO, 10—°M

Aldolasa

Glicerinaldehid, g-fosfat deshidrogenasa (GA3PD) 10pl.
Agar al 4 9,

La incubaci6 és feta a g7° C durant un temps minim de 2 hores, des-
prés de les quals cal mirar la placa sota I'accié d’una font de raigs ultra-
violats (de 340 mp,). D’aquesta manera, al lloc on hi hagi I'enzim 2,3-DPGM
dintre el gel de mid6 apareixerd una taca fluorescent d’acord amb la for-
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maci6 de NADH (substancia que absorbeix selectivament a 340 my, i emet
fluorescéncia). El fonament d’aquesta técnica de revelat és expressat a
la fig. 3.

La determinacié posterior de la quantitat de 2,3-difosfoglicerat
(2,,3-DPG), format damunt el gel després de la incubacié, ha estat feta
mitjangant el KID-2,3-DPG de la casa SIGMA.
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Finalment, la semipurificacié de la 2,5 DPGM ha estat feta d’acord
amb la técnica de Rose* per tal d’estudiar el comportament electroforétic
de l'enzim separat parcialment, en comparaci6 amb el de I’hemolitzat
fresc.

REsuLTATS

En el conjunt dels 280 subjectes estudiats hem trobat per a la 2,3-DPGM
una mateixa imatge fenotipica consistent en tres fraccions de migracié
catodica, la més lenta de les quals es troba a una distancia de l'ori-

6
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gen que varia d'unes proves a unes altres entre 4 i 7 ¢cm (fig. 4, C). La
imatge es caracteritza per l'existéncia d'una fraccié central més gruixuda
i una fluorescéncia més intensa, que va precedida d'una fraccié de migra-
ci6 més rapida molt ténue, i seguida d’'una altra de molt proxima perd
d’una intensitat luminica molt inferior. De fet la que destaca és la fraccié
mitjana.

La migracié de 'extret enzimatic semipurificat ens déna una imatge
idéntica, perd amb una separaci6 i nitidesa més gran de les fraccions.
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El fet que aquestes fraccions fluorescents a §40 mp que veiem constant-
ment després de la incubacié esmentada siguin degudes a la preséncia de
la 2,3-DPGM i no pas a qualsevol altre artefacte o activitat enzimatica es
basa en les consideracions segiients:

1. La presencia d’aquestes fraccions indica la formacié local d’un com-
post fluorescent a 340 mp que, tenint en compte els ingredients del revelat,
no pot éser altre que el NADH, per tal com el NADH es produeix sota 1'ac-
cié de I'enzim glicerinaldehid, g-fosfat deshidrogenasa amb la sintesi final
d’1,3-DPG. Cal, pero, que, per a produir una quantitat suficient de NADH,
hi hagi quelcom que permeti aquesta reaccié eliminant 1'1,3-DPG que es



ESTUDI ELECTROFORETIC DE LA 2,3-DIFOSFOGLICERAT-MUTASA 83

va formant. L'enzim g-fosfogliceratkinasa, que podria ésser responsable (ve-
geu fig. 3), és inhibit per I'excés de §-PG, i no hi ha altre remei siné pen-
sar que la reaccié és continuada per la 2,3-DPGM, que té com a substrat
especific 1'1,3-DPG.

2. Una prova del que ha estat exposat anteriorment és que, sense la
fructosa 1-6-difosfat (F, 1,6-DP), les fraccions no apareixen, i ho fan en un
grau molt baix si deixem de posar-hi el §-PG.
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3. Lranalisi del contingut en 2,3-DPG en diferents porcions del gel
de midé ens proporciona un pic de gran intensitat en el lloc on es troben
precisament les imatges fluorescents, i no és possible d’aconseguir una se-
paraci6 perfecta de la quantitat de 2,3-DPG de cada una de les fraccions.
Aixd indica una formaci6é local de 2,3-DPG secundaria al desenvolupa-
ment de la reaccié catalitzada per la 2,3-DPGM (fig. 5).



84 JOAN-LLUIS VIVES I CORRONS

Discussi® I COMENTARIS

La imatge fenotipica obtinguda de l'enzim 2,3-DPGM, mitjangant la
migraci6 electroforética sobre gel de mido6, sha mantingut constant en el
conjunt dels 280 subjectes normals estudiats. Aixd posa de manifest 1'escas
polimorfisme d’aquest enzim, almenys a la poblacié on ha estat estudiat.
Draltra banda, I'existéncia d’algunes diferéncies entre la imatge obtinguda
aci i la descrita per CHEN i coHab. en un treball anterior® ens fa pensar
en la importancia de la técnica emprada quan es tracta de definir la imat-
ge electroforética d'un enzim donat.

Si ens fixem en la figura 4, veurem una comparacié entre la imatge
fenotipica obtinguda per nosaltres (fig. 4, C) i la descrita per CHEN i coHab.
en llur treball? (fig. 4,A). Aquests autors obtingueren, sobre un total de
1.060 subjectes estudiats, una imatge fenotipica constant caracteritzada per
tres fraccions de migraci6é catodica; perod, contrariament als nostres resul-
tats, la fraccié de gruix i d’intensitat de fluorescéncia més grans és la
més lenta, és a dir, la més anddica, i és precedida per dues fraccions molt
fines, la més rapida de les quals és a vegades imperceptible (fig. 4, A).

Aquests autors aconsegueixen, de més a més, d’identificar una tnica
variant fenotipica de la imatge convencional en una familia d’esquimals,
la qual es caracteritza per diverses fraccions (fig. 4, B). Si considerem, doncs,
que la freqiiéncia de variants és per a aquest enzim inferior a 1/1.060, la
probabilitat que haguéssim trobat una variant en un grup de només 280
subjectes era molt petita.

L’existéncia de polimorfisme dins els enzims en general i els de l'eri-
trocit en particular és un fet conegut* ™. Dins els enzims eritrocitics, al-
guns presenten un grau més fort de polimorfisme que d’altres. Com a exem-
ple, de I'enzim glucosa-6-fosfats-deshidrogenasa (G-6-PD), en el qual existeix
un grau fort de polimorfisme genetic, han estat descrites fins ara més
de 8o variants diferents. Aquest fet, pero, es presenta aixi perqué, essent
aquest enzim el de més gran incidéncia en deéficit congénit, ha estat pro-
fusament estudiat des de molts aspectes diferents i no pas solament de
Ielectroforétic, de tal faisé6 que hi ha moltes variants de comportament
electroforétic idéntic perd de caracteristiques funcionals diferents de la
molécula enzimatica.

Les conclusions que podem deduir de 'estudi present sén:

1) Del punt de vista técnic, el nostre procedir presenta sobre el méto-
de de CHEN i coMab.! I'inic avantatge de la senzillesa i pot ésser dut a
terme sense la necessitat de ’equip d’electroforesi vertical; calen només
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un parell de cubetes i una font d’alimentacié (objectes a I'abast de qual-
sevol laboratori mitjanament dotat).

2) Pel que fa als resultats, si bé la nostra técnica ens permet d’obtenir
una imatge fenotipica un xic diferent de la publicada per CHEN i coHab.?,
aixd només pot ésser atribuible a la diferent técnica emprada, que confir-
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ma, d’altra banda, per a aquest enzim, I’existéncia d'un baix grau de poli-
morfisme genctic, i també el possible mecanisme genétic de sintesi ja expo-
sat pels autors esmentats: ’enzim 2,3-DPGM estaria sintetitzat per un sol
lloc autosdmic amb un nombre molt escas d’alels, i la seva presentacié
més freqiient seria I'homozigotica; tindria I'estructura d’un dimer en la
seva forma activa (fig. 6, C) Les altres hipotesis —a) l'existéncia de dos
llocs diferents per al mateix enzim (fig. 6, A), o b) 'existéncia d’un tnic
lloc que presenta sempre una heterozigotia (fig. 6, B)—, a la llum dels
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resultats aportats tant per CHEN i collab.! com per nosaltres, han d’ésser
descartades.

Aixi, segons la primera hipotesi, a la imatge electroforética, 1'enzim
seria representat per una fraccié vinica: la de fluorescéncia més forta i
de més gruix; mentre que les altres dues fraccions, més fines i poc visibles,
podrien ésser molt bé atribuides a un fenomen epigenétic (modificacié de
I'estructura de l'enzim després de la sintesi) induit potser per la mani-
pulaci6. A favor d’aixd hi hauria la diferéncia entre les imatges obtin-
gudes per CHEN i coHab.' i per nosaltres emprant tampons diferents, i
també I'obtencié d'una fraccié tinica per a aquest enzim quan la migracié
¢és duta a terme en un medi de poliacrilamida, després de sotmetre l'en-
zim a un procés de semipurificacié .

Finalment, el fet d’haver estat descrita una variant fenotipica per a
aquest enzim en una familia d’esquimals?’, i veient que les seves caracte-
ristiques electroforétiques estan d’acord amb l'aparicié d’un allel nou a
nivell de I'inic lloc de sintesi de la 2,3-DPGM (heterozigotia), confirma
la hipotesi de sintesi esmentada.
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