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1. Resumen

La transaminasa de aminoacidos de cadena ramificada (TAACR) es la
primera enzima en el catabolismo de los aminoacidos de cadena ramificada
(AACR). A diferencia de otras enzimas catabdlicas de aminoacidos presentes en
el higado, la TAACR solo se expresa en tejidos extrahepaticos, y no se regula por
la proteina de la dieta, ni por hormonas como el glucagon o glucocorticoides. Sin
embargo, la isoforma mitocondrial (m) de la TAACR se expresa abundantemente
en el higado fetal y disminuye rapidamente después del nacimiento. El proposito
de este trabajo fue establecer si las céelulas de higado bajo condiciones de rapida
proliferacion celular, como en las células AS-30D de hepatoma de rata y durante la
regeneracion del higado posterior a hepatectomia parcial en rata, presentan un
aumento en la actividad y expresion de la TAACRm. La actividad de 1a TAACR en
mitocondrias de celulas AS-30D fue 18.6 mU/mg proteina. Andlisis por Western,
Northern blot e inmunohistoquimica revelaron que las células AS-30D de
hepatoma expresan unicamente TAACRm. La Km aparente de TAACRHRm en
células AS-30D aisladas, para leucina, isoleucina y valina fue 1.0 £ 0.02, 1.3 £ 0.1
y 2.1 + 0.1 respectivamente. El higado, durante la regeneracion, mostro actividad
de TAACRm a partir del dia 3 al dia 6, y la actividad maxima (7.0 mU/mg proteina)
fué el dia 5. Al dia 14 posterior a la hepatectomia parcial la actividad y expresion
de ta TAACRmM no se detectd. Interesantemente, hubo una relacion entre la
actividad de la TAACRm y la Mr (Masa molecular relativa) de la banda
inmunoreactiva de la TAACRm. La presencia de una banda de 41kDa se asocio
con la actividad de TAACR, mientras que la banda de 43kDa se asocia con la

vilii



proteina inactiva. Los resultados de este estudio indican que la actividad de la
TAACRmM es necesaria bajo condiciones de rapida proliferacion celular en el
higado adulto normal, no solo en el metabolismo energético y en la sintesis de

proteinas, sino posiblemente como factor trasncripcional durante la expresion de

algunos genes.

Palabras clave: aminoacidos de cadena ramificada, transaminasa de

aminoacidos de cadena ramificada, células AS-30D, hepatectomia, higado.
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2. Abstract

Branched chain aminotransferase (BCAT) is the first enzyme in the
catabolism of branched chain amino acids (BCAA). Unlike other amino acid
degrading enzymes present in liver, BCAT is only expressed in extrahepatic
tissues, and is not regulated by dietary protein, glucagon or glucocoticoids.
However, the mitochondrial (m) isoform of BCAT is highly expressed in the fetal
liver and rapidly decays after birth. The purpose of the present work was to
establish if liver cells under conditions of rapid cell proliferation such as in
hepatoma AS-30D cells or during liver regeneration after partial hepatectomy were
associated with an increase in the activity and expression of BCATm. BCAT
activity in mitochondria of AS-30D cells was 18.6 mU/mg protein. Westemn,
Northern blot, and inmunohistochemical analysis revealed that AS-30D hepatoma
cells expressed onty BCATm. The apparent Km of BCATm in isolated AS-30D
hepatoma cells mitochondria for leucine, isoleucine and valine was 1.0 + 0.02, 1.3
+ 0.1 and 2.1 = 0.1 nM, respectively. The regenerated liver showed BCATm
activity from day 3 to day 6, having a maximum of (7.0 mU/mg protein) on day 5.
By day 14 after partial hepatectomy BCATm activity and expression was almost
indetectable. Interestingly, there was a relationship between BCATm activity and
the reactive Molecular Mass (Mr) of the inmunoreactive band of BCATm The
presence of a 41kDa band was associated with BCATm activity, whereas the
43kDa band with undetectable activity. The results of this sudy indicate that

BCATm activity is required in liver cells under conditions of rapid cell proliferation.



Keywords: Branched chain amino acids; Branched chain amino transferase;

AS-30D cells; Hepatectomy; Liver.
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Transaminasa de Aminoacidos de Cadena Ramificada

Transaminasa de Amincacidos de Cadena Ramificada

Deshidrogenasa de Cetoacidos de Cadena Ramificada
Acido ribonuleico mensajero
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SDS-PAGE: Electroforesis en gel de Sodio-dodecil-sulfato-poliacrilamida
S&C: Solucién salina-citratos

Sm™*; Radioisotopo del Samario

Sm> Ab Anti TAACRm:  Anticuerpo Anti TAACRm conjugado con Sm®

5'(a-**P)dCTP: Desoxicitidina trisosfato marcado con fésoforo 32.

TRIZsol: Kit de tiocianato de guanidina para obtencion de ARN.
Km: Constante de Michaelis

Kaf: Constante de afinidad

Pu: Peso Molecutar

Mr: Masa molecular relativa

rpm: Revoluciones por minuto

uM: MicroMolar

nM: NanoMolar

Ci/mmoi: Curies/milimoles

MDE: Media de la desviacion estandar

U: umol (1-"*C)Leu formada/min a 37°C

mu/mg prot: miliUnidades/mg de proteina. Actividad enzimética
pb: pares de bases
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5. Introduccién y Antecedentes

La primera etapa del catabolismo de los aminodcidos de cadena ramificada
(AACR) es una transaminacion reversible catalizada por la enzima transaminasa
de aminoacidos de cadena ramificada {TAACR: EC 2.6.1.42). Esta enzima puede
aceptar grupos aminos provenientes de leucina, valina ¢ isoleucina y transferirlos
al a-cetoglutarato para formar los respectivos c-cetoacidos de cadena ramificada y
glutamato. Los a-cetoacidos de cadena ramificada pueden ser re-aminados en la
mitocondria para formar sus respectivos aminoacidos (11, 14) o bien pueden ser
descarboxilados irreversiblemente por el complejo enzimatico de la
deshidrogenasa de a-cetoacidos de cadena ramificada. Existen dos isoenzimas de
la TAACR, las cuales son codificadas por genes separados (38, 42) y son
especificos para los tres AACR (4, 8, 26, 45). Una isoforma se localiza en el citosol
(TAACRC) y la otra en la mitocondria (TAACRm) (8). La TAACRm se encuentra en
la mayoria de los tejidos en rata, excepto en el higado (8, 11) mientras que la

TAACRCc se encuentra solo en cerebro, placenta y ovario

Los AACR son oxidados solamente en el higado en comparacion con el
resto de los aminoacidos que principalmente son degradados en este érgano (1).
EI ARNm de TAACRm se expresa en el higado fetal de rata al dia 17 de gestacion
y disminuye abruptamente despues del nacimiento a niveles indetectables por
analisis de Northern blot (67). Sin embargo, analisis por RT-PCR usando ARNm
de higado adulto de rata se obtiene un producto amplificado (67) cuya secuencia
es identica a la TAACRm de corazén (38), indicando que en higado adulto de rata

es escaso el ARNm de TAACREm. Analisis por Western blot usando un anticuerpo
\



especifico contra la TAACRm de corazon revelan en la mayoria de los tejidos una
banda con un Py de 41kDa {26) que corresponde al tamafio de la TAACRm
establecida por la secuencia de su cADN. En el higado fetal, este anticuerpo
detecté una proteina de 43kDa en adicién a la proteina de 41kDa.
Interesantemente, en higado adulto solamente se detecta la proteina de 43kDa
(67), esto indica que la proteina esta inactiva, aungque se sabe que es una enzima

constitutiva.
5.1. Metabolismo de los aminoacidos de cadena ramificada.

Los aminoacidos de cadena ramificada (AACR}), leucina, isoleucina y valina
son esenciales para los seres vivos, por lo que deben obtenerse a traves de los
alimentos. Estos aminoacidos forman alrededor del 50% de los aminoacidos
indispensables provistos por la dieta, de ahi que no existen enfermedades
asociadas con su deficiencia. Asimismo, componen aproximadamente el 52 % de
las proteinas del musculo (1, 2). Los AACR libres intervienen en diferentes

funciones:
5.1.1. Estimulacion de la sintesis de proteinas.

El suministro de leucina en animales sometidos a ejercicio exhaustivo o en
ayuno (condiciones que favorecen el catabolismo), estimula la sintesis de

proteinas (2, 3)
5.1.2. Produccién de energia.

El catabolismo de los AACR genera energia, asi la leucina y la isoleucina

producen 40 moles de trifosfato de adenosina (ATP) por mol de aminoacido,



mientras que la oxidacion de la valina genera la mitad. La aportacion de energia
provista por los AACR es igual a la producida por la tirosina y la fenilalanina
(aminoacidos que generan grandes cantidades de ATP), sin embargo, éstos
ultimos no son tan abundantes como los de cadena ramificada (4). El catabolismo
excesivo de AACR puede producir desequilibrios metabdlicos que se observan en
algunos padecimientos. Por ejemplo, en pacientes con cirrosis hepatica la
concentracion de AACR disminuye en la sangre debido a que el musculo aumenta
la degradacion de éstos (por la activacion de la deshidrogenasa de o-cetoacidos
de cadena ramificada (DCCR)) para producir mas energia, y como consecuencia
se puede presentar un desequilibro de neurotransmiscres en el cerebro, lo que

puede dar origen a un coma hepatico (5).

5.2. Donadores de nitrégeno de novo para la produccion de alanina

y glutamina

Cuando el organismo se encuentra en un estado catabodlico, el musculo
libera amincacidos para compensar la perdida de éstos en otros organos,
principalmente se liberan alanina y glutamina (6). La produccion de estos
aminoacidos se ha relacionado con los AACR de la siguiente manera; en
condiciones catabdlicas los AACR son rapidamente transaminados con el -
cetoglutarato para producir glutamato. El glutamato captura amonio por medio de
la glutamina sintetasa formando glutamina. Ademas, el glutamato puede
transaminarse con el piruvato para formar alanina. Los aminoacidos liberados en
mayor concentracion a la circulacion sanguinea son la alanina y glutamina, los

cuales transportan el nitrogeno al higado y pueden ser utilizados como fuente de



energia. Asimismo se ha sugerido que la pérdida de glutamina del musculo

disminuye la sintesis de proteinas en el higado (7).

De los 3 aminoacidos de cadena ramificada el mas abundante es la leucina
(8). La leucina posee caracteristicas particulares. Por ejemplo se sabe que leucina
regula la actividad de la glutamato deshidrogenasa y de la ornitina-cetoacido
aminotransferasa, las que regulan la cantidad de a-cetoglutarato y glutamato (9).
La isoleucina se ha visto que en menor grado puede regular a la glutamato
deshidrogenasa; sin embargo, la leucina y la isoleucina ejercen un efecto aditivo
en esta regulaciéon. Ademas, condiciones de acidez tambien controlan la actividad
de la enzima (10). La leucina incrementa la oxidacion de isoleucina y valina,
mientras que la isoleucina y valina no afectan la degradacion de leucina (11). Este
efecto se ha descrito como el antagonismo de los aminoacidos de cadena
ramificada aunque su mecanismo no se ha esclarecido completamente. La leucina
y su correspondiente cetoacido, el a-cetoisocaproatoe (CIC), se han asociado con
la estimulacion de la produccion de insulina en las ceélulas pancreaticas (12); es
importante mencionar que la leucina tiene un mayor efecto sobre la produccion de
esta hormona que el CIC. Por otro lado, se sabe que en el proceso de
degradacién de la valina se genera un metabolito toxico, el metilacrilil-CoA, que
reacciona con los grupos tioles libres de proteinas y con el glutation reduciendo su
actividad biologica. Este metabolito se elimina por accion de las enzimas
crotonasa y la 3-hidroxiisobutinl-CoA hidrolasa (5). In vifro se ha observado que la

deficiencia de AACR afecta a células de la respuesta inmune. Linfocitos B



humanos transformados con el virus de Epstein Barr en ausencia de AACR,

detienen su crecimiento en la fase G1 del ciclo celular (13).
5.3. Catabolismo de aminoacidos de cadena ramificada.

A diferencia del resto de los aminoacidos, los AACR comparten las dos
primeras etapas en su ruta de degradacion. El primer paso de su catabolismo es
una transaminacién reversible (11} a sus correspondientes «-cetoacidos de
cadena ramificada (CACR), donde el grupo a-amino de los AACR es transferido al
carbono o, del aceptor fisiologico, el a-cetoglutarato. Aunque también se puede
transferir el c-amino al a-ceto f-metilbutirato y al a-cetobutirato (1). Los productos
de la transaminacién son el glutamato y los correspondientes CACR que son el o-
cetoisocaproato (CIC) en el caso de leucina, el u-ceto 3-metilvalerato (CMV) en la
isoleucina y el a-cetoisovalerato (ClV) en la valina. Esta reaccion es catalizada por
la aminotransferasa de los aminoacidos de cadena ramificada (TAACR EC
2.6.1.42) localizada en el citoplasma y mitocondria de 6rganos extrahepaticos (14,
15). El mecanismo de la reacciéon de transaminacion esta clasificado como de
ping-pong (16). Este tipo de reacciones ocurren en dos etapas, que a su vez
comprenden varias subetapas. En el caso de la TAACR se lleva acabo de la
siguiente manera: la lisina del sitio activo de la TAACR se encuentra unida al
fosfato de piridoxal (FP) de forma covalente. La union formada entre el grupo
aldehido del FP y el grupo [J-aminc de la lisina, —-CH=N-, se denomina base de
Schiff. Cuando un aminoacido sustrato esta cerca del sitio activo de la enzima, su
grupo amino desplaza al grupo amino de la lisina proveniente de TAACR. En

consecuencia se forma la base de Schiff entre el aminoacido sustrato y el FP; a
5



esta especie quimica se le llama aldimina, en la que la doble ligadura esta entre el
nitrogeno del amino proveniente del aminoacido sustrato y el carbono del grupo
aldehido del FP. Posteriormente la doble ligadura de la especie cambia de
posicion produciendo una cetimida (la doble ligadura esta entre el nitrogeno y el
carbono del aminoacido sustrato). A continuacién se produce la hidrolisis de la
cetimida liberando un a-cetoacido y produciéndose un fosfato de piridoxamina. En
las siguientes etapas ocurren las reacciones inversas a la formacién del cetoacido,
puesto que la enzima ahora recibe un cetoacido, para dar origen a un segundo

aminoacido.

El objetivo de la reaccidon de transaminacion es transferir los grupos amino
de los aminoacidos al a-cetoglutarato para formar L-a-glutamato. El glutamato
tiene varias funciones como son: la sintesis de glutamina y aspartato que son
importantes aceptores de nitrogeno, la sintesis de monofosfato de adenosina
(AMP) y monofosfato de inosina (IMP) a traves del ciclo del nucledtido de purina.
Ademas, participa como neurotransmisor para estimular algunos canales ionicos
en el cerebro, e interviene en la eliminacion del nitrégeno proveniente de los
diferentes aminoacidos en forma de urea (17). El glutamato como grupo aceptor
se puede originar del a-cetoglutarato, a traves de la glutamato deshidrogenasa
que se encuentra en la mitocondria. La transaminacion en el caso de TAACR se
puede considerar importante, ya que por medio de esta reaccion se puede

controlar la concentracion de AACR disponibles (18).

Los CACR pueden ser re-aminados a sus respectivos aminoacidos, o ser
descarboxilados irreversiblemente. Los productos de la descarboxilacién son

6



derivados de CoA con un carbén menos debido a la liberacion de una molécula de
bioxido de carbono. Este paso es catalizado por la DCCR, la cual es un complejo
multienzimatico que esta formado por 3 subunidades cataliticas asociadas por
interacciones no covalentes: (A) descarboxilasa de los cetoacidos de cadena
ramificada (E1b) formada por dos subunidades o (47 kDa cada una) y dos (3(38
kDa cada una), que contienen a la tiamina pirofosfato como grupo prostético; (B) la
dihidrolipoll transacilasa (E2b} con lipoato como grupo prostético con una masa de
51 kDa; y (C) la dihidrolipoil deshidrogenasa (E3b) que contiene el dinucledtido de
flavina y adenina como grupo prostetico localizado en la superficie interna de la
membrana mitocondrial, con una masa de 55 kDa (25). Ademas, existen otros
grupos prostéticos que se requieren para la actividad de la enzima, la coenzima A
y el dinucledtido de nicotinamida y adenina; tambien se requiere de calcio y
magnesio. La afinidad de la DCCR varia dependiendo del sustrato, el CIC es el
mas afin a este complejo (19). Posteriormente los productos de la
descarboxilacion oxidativa por la DCCR siguen diferentes rutas de oxidacion, a
través de un complejo de enzimas similares a las involucradas en la oxidacion de
acidos grasos, donde los productos resultantes se pueden incorporar al ciclo de
los acidos tricarboxilicos (1, 19) Las alteraciones en esta enzima producen la
enfermedad llamada “jarabe de arce”, que es un error genético caracterizado por
la baja o ausencia de actividad de DCCR. En el padecimiento de jarabe de arce se
acumulan los AACR vy sus cetodcidos correspondientes. Algunos de los sintomas
que muestran los pacientes con esta enfermedad son retardo mental y fisico que

pueden producir coma y la muenrte.



En rata la actividad de la DCCR es alta en higado, intermedia en rinon,
estdomago y corazoén, y baja en misculo esquelético, tejido adiposo y cerebro (1).
Por tal motivo, la descarboxilacion oxidativa de los CACR principalmente se lleva a

cabo en el higado de este organismo (20).

La regulacion de la DCCR es mas compleja en la etapa adulta debido a
cambios hormonales y cambios en la dieta (21). Uno de los principales
mecanismos de regulacion de la DCCR es la fosforilacion de la enzima,
especificamente en Jos residuos de serina 293 y serina 303 de la subunidad E1b.
Cuando Ja DCCR esta fosforilada es inactiva mientras que desfosforilada es
activa. La enzima encargada de la fosforilacion es la cinasa de la DCCR (22). La
cinasa se encuentra en altas concentraciones en la mitocondria de musculo
esquelético adulto en rata y ratén, mientras que en higado la cantidad de esta
cinasa es muy baja, y en corazdn, rinon y cerebro se presenta una cantidad
intermedia. La cinasa es inhibida por el a-cetoisocaproato, el o-cloroisocaproato y

el clofibrato, y es activada por potasio y fosfato inorganico (23).

Las concentraciones elevadas de NADH, de los tioésteres de CoA y ATP,
una dieta baja en proteinas, la carencia de AACR vy los productos de la
deshidrogenacion regulan negativamente a la DCCR. Mientras gue factores como
los glucocorticoides la regulan positivamente. El sexo del organismo asi como el
ritmo diurmo tienen efecto sobre la enzima. Por ejemplo durante el dia, la DCCR es
activa en hembras y machos, mientras que en la noche la enzima en hembras es

inactiva y en machos es activa (13, 19, 24, 25).



Los dos productos finales de ta degradacion de fa leucina son el
acetoacetato y la acetil-CoA, los cuales permiten considerar a este aminoacido
como cetogenico. Los productos de la degradacion de la isoleucina son la propionil
CoA y la acetil CoA. La propionil CoA es el Unico producto de la degradacién de la
valina, y se transforma a succinil CoA por medio de la metiimalonil CoA mutasa.
La succinil CoA se incorpora al ciclo de los acidos tricarboxilicos para producir
posteriormente oxaloacetato, el cual, por medic de Ila fosfoenolpiruvato
carboxicinasa, es convertido en fosfoenolpiruvato y asi entra a ia via de la
gluconeogenesis. Por lo tanto la isoleucina es un aminoacido cetogénico y

gluconeogénico, mientras que la valina es sélo gluconeogénico (17).
5.4. Aminotransferasa de los aminoacidos de cadena ramificada.

La TAACR se encuentra en las diferentes especies, en donde la mayoria
de los casos conserva el patron de distribucion de ésta. Muchas de las
caracteristicas de distribucion, actividad y estructura de la enzima varian entre las
especies (26-30), por ejemplo la actividad de TAACR en rata es 10 veces mas alta
que en humano como se muestra en la Tabla 1. (20). Es importante mencionar
que el musculo esquelético de rata es el principal érgano donde se lleva a cabo la
transaminacion de los AACR, aun cuando la actividad de la enzima es baja en el
musculo. Este hecho tiene su explicacion en la masa corporal de este érgano (el
musculo representa alrededor del 40% de la masa corporal). Hay autores que
consideran la disponibilidad del a-cetoglutarato, como una posible explicacion de
la variabilidad de la actividad de la enzima (31). Igual que para el caso de la

DCCR, existen reportes de variaciones en la actividad de la TAACR asociadas con



el sexo del organismo; por ejemplo, en musculo esquelético de machos la

actividad de TAACR es mas alta que en hembras (32).

Tabla 1. Distribucion de la actividad de TAACR en Rata, Humano y Mono
(U/ g de peso humedo)

Tejido Rata Humano Mono
Corazon 4894+216 387+23 NA
Musculo 1599+60 124+14 | 245+29
Cerebro 1944+94 510+49 434+39
Higado 7845 248432 250+29

Rindn 3486+142 880+48 1215+133
Pancreas 11088+1187 NA | 1790+185
Estomago 5842+415 447 559+57

Intestino delgado 489422 241+11 383+22

Colon 894+37 254423 NA

Adiposo 166+16 84+4 98+10

NA no determinado. Cuadro tomado de Suryawan et al, 1998.
5.5. Isoformas de la TAACR

Los primeros reportes de la transaminacion de aminoacidos de cadena
ramificada fueron en extractos de bacteria (33), donde la enzima interviene en la
biosintesis de los AACR y en su degradacién. A paniir de Salmonelfa typhimurium
se cristalizo la TAACR, y se observd que la estructura de la enzima es un
hexamero. En Escherichia. coli existen varias transaminasas denominadas A
(sustrato: leucina y aminoacidos aromaticos), B (sustrato: AACR) y C (sustrato:
valina y piruvato) (34, 35). En la transaminacion se obtienen productos que sirven
para la generacion de energia metabdlica, regulacion de la relacion NADH/ NAD™ y

el reciclaje de giutamato a partir de a-cetoglutarato (36).

Como se mostrara a continuacion en el caso de los mamiferos, la TAACR

posee diferentes caracteristicas de su homologa en bacterias. En 1966 se purifico
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la proteina, y en un principio se determiné la presencia de 3 isoformas de TAACR
designadas como | {mitocondrial}, lil (citosdlica) y Il. La enzima |l se localizaba
exclusivamente en el higado adulto y sélo utilizaba como sustrato a la leucina con
una Km de 25mM lo que indicaba una baja afinidad de la enzima por el sustrato.
La Km representa la concentracién de sustrato a la cual una enzima alcanza la
mitad de la velocidad maxima. Su significado bioldgico estd asociado con la
afinidad de la enzima por los sustratos, asi si una enzima tiene un Km pequefio
para cierto sustrato, el sustrato es muy afin a la enzima, y ocurre lo contrario si la
Km es grande. Posteriormente se ha demostrado que la isoenzima Il no existe, y
que posiblemente la actividad de transaminacién de AACR se debiera a que otra
enzima pudiera utilizar estos aminoacidos como sustratos con muy baja afinidad.
Actualmente solo se reconocen dos isoformas, la mitocondrial y la citosolica. Las
proporciones de las dos isoformas de TAACR varian de tejido a tejido (1). La
secuencia madura de TAACR mitocondrial en rata conserva un porcentaje de
identidad de 82%, 95% y 45% con la de humano, el ratén y eucariontes mas
sencillos, respectivamente (29, 30, 37, 38). Aunque en la actualidad no se tiene
claro por qué se requiere de dos iscenzimas, algunos autores consideran las
siguientes funciones de cada una de las isoformas. La TAACRm es empleada en
el metabolismo oxidativo, ya que esta en el mismo lugar que Ja DCCR (en

mitocondria).

La TAACRm ha sido considerada como un transportador de cetoacidos en
la membrana mitocondrial, €sto se basa en los siguientes experimentos: en

ensayos con mutantes en los transportadores ABC de levadura, se ha observado
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que al introducir la enzima de TAACRm en las mutantes, Bap2, se restablece la
actividad de transportador ABC. Por otro lado, estudios sobre el transportader de
CACR que estda en mitocondria de corazén de rata, han mostrado que el
transportador comparte algunas de las caracteristicas con la TAACRm, por lo que
se sugiere que estas dos proteinas son la misma. Se ha demostrade que las
cisteinas son esenciales tanto para la actividad enzimatica de TAACRm como
para el transporte de CACR a la mitccondria (39). En el caso de la TAACR
citosolica solo posee la actividad de transaminacion, y en el cerebro se ha

asociado con el balance de nitregenc (40).

La proteina de TAACRm en rata tiene 365 aminoacidos. La longitud total de
ARN mensajero es 1.7 kb, asimismo posee 27 aminodcidos que codifican una
secuencia que pemite su direccionamiento hacia la mitocondria. El corte de esta
secuencia de direccionamiento ocurre entre una cisteina y una valina que es
precedida por una arginina en la posicion -2. El peso molecular de la proteina
madura calculado a partir de su ADN complementarno (ADNc) es de 41.3 kDa, que
coincide con el peso de la proteina aislada del extracto mitocondrial de corazén de
rata determinado por SDS-PAGE (41,500 Da) (41, 42). El peso molecular de la
enzima no procesada es de 43 kDa. La enzima pertenece al grupo de enzimas
dependientes de fosfato de piridoxal que incluyen a la 4-amino-4-desoxicorismato
liasa y a la D-aminoacido transferasa (D-AAT) (38). En el caso de la TAACRc, ésta

contiene 410 aminoacidos con un peso molecular de 46 kDa (42).

En lesiones de cerebro, especificamente en la sustancia nigra, se ha visto un

aumento en la expresién de la TAACRc y se ha postutado que la expresién de
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esta enzima esta asociada con una etapa inicial en la apoptosis, aunque no ha

sido confirmado (40, 43, 44).
5.6. Especificidad de sustrato.

Los sustratos de la TAACRc y la TAACRm son semejantes (19). En
concentraciones iguales de AACR las tasas de transaminacién son: la leucina
mayor que la isoleucina y, esta ultima, mayor que la valina (Leu > lle > Val). Otros
sustratos de las TAACR's son la L-trecisoleucina que es preferida sobre la L-
aloisoleucina, norleucina y norvalina. La metionina no es un buen sustrato de la
enzima, ya que so6lo transamina menos del 10% comparada con leucina. La
TAACRm acepta también como sustratos al a-aminobutirato y e-aminoadipato (15,
45). En la Tabla 2 se muestran los diferentes sustratos de las isoformas de

TAACR.

Tabla 2. Tasas de transaminacion de TAACRc y TAACRm expresadas en relacién a
leucina en rata.

Aminoacido TAACRc TAACRm Cetoacido TAACRc TAACRm

(cyo) Ya Yo %
Leucina 100 100 CIC 100 100
Valina 71+3 88+4 CIv 82+4 64+3
L- 136+7 12845 CMV 5445 68+1
Treoisoleucina
L-Aloleucina 52+2 39+1 - 76+4 68+4
cetoglutarato
D-lscleucina 5+1 1+1 - 43+4 4442
cetocaproato
Glutamato 29+3 29+1 c-cetovalerato 58+4 56+1
Norleucina 24+3 21+t a-cetobutirato 22+4 20+3
Norvalina 27+1 37+1 o-ceto- B- 36+1 4043
metilbutirato
Metionina 8+1 6+1 Piruvato 6+2 6+1
Triptofano 2+1 1+0 Feniipiruvato 442 6+1

Tomado de Hall et al, 1993. La TAACRc (79.3 umol de leucina formada/ mg de
proteina/ min) y la TAACRm (86.7 wmol de leucina formada/mg de proteina/ min).
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5.7. Genes que codifican las isoformas de TAACR.

En el genoma de la rata las isoformas de transaminasa se encuentran
localizadas en los siguientes cromosomas:. en el cromosoma 1 se ubica la
isoforma mitocondrial, mientras que en el cromosoma 4 esta la isoforma citosdlica
(26, 38). En cuanto a la estructura del gen de la TAACRm, se sabe que posee 9
exones separados por 8 intrones, como se muestra en la Figura 1 y se tienen las
medidas de algunos intrones. En el caso del gen de TAACRc tiene 11 exones y 8

intrones. Los arreglos de los genes se muestran en la misma Figura 1.

TAAEm
1 2 3 4-5 6 7 2 9
TAACRc
1 2 3 4 5 6 7 g 9 10

Figura 1. Estructura del gen de TAACRm {A) y del gen TAACRc (B) en rata.

Los cuadros representan a los exones y las lineas corresponden a los intrones.



5.8. Km de las TAACR.

La TAACRm se purificé a partir de mitocondrias de corazon de cerdo,
mientras que la citosdlica se purificd del sobrenadante de cerebro de cerdo,
sobrenadantes de higado y hepatoma de rata (46, 47). Existen diferencias entre
las isoformas en su afinidad por los sustratos, estas diferencias se pueden
observar al analizar las Km. La Km de la TAACRm es de 0.4 a 0.8 mM para la
leucina e isoleucina y de 1.2 a 2.5 mM para la valina; mientras que para la
TAACRc es aproximadamente 2 veces mas bajo que la de TAACRm. Estos
valores son de 2 a 6 veces la concentracion fisiologica de leucina e isoleucina

encontradas en tejidos y de 4 a 10 veces la concentracion de valina (1).
5.9. Distribucion de la TAACR en los tejidos.

La TAACRm es una enzima ampliamente distribuida en los &rganos
extrahepaticos, mientras que la TAACRc su distribucion es restringida a cerebro,
ovario y placenta. La actividad de la TAACRm en rata es variable dependiendo del
organo, por ejemplo el corazén y el pancreas son los érganos de mayor actividad,
mientras que el higado adulto tiene la actividad mas baja como se muestra en la

Tabla 3 (14, 48).

Estudios recientes (49) de la localizacidon de las isoformas en ratas
muestran que la TAACRm se encuentra en el tubo digestivo, incluyendo esdfago,
duodeno y glandulas salivales (la actividad fue entre 24 y 40 % comparandola con
la de pancreas), las células epiteliaies que revisten el estomago poseen grandes
cantidades de la TAACRm; mientras que la actividad mas baja fue encontrada en

yeyuno, ileon y colon, los cuales presentan del 5 a 8 % de los niveles
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pancreaticos. Considerando los tipos celulares que poseen la transaminasa, los
autores sugieren que la enzima se encuentra en células que producen enzimas.
Se examino la presencia de TAACRmM en otros 6rganos como corazén
(microfibras), rinon (células epiteliales de la corteza con altas concentraciones de
la enzima, y glomeérulos con baja concentracion), pancreas (alta concentracion en
células acinares, y menor en islotes}, testiculos (celulas de Leydig), vaso, utero
(células epiteliales secretoras), pulmon (epitelio alveolar y bronquial), timo, tracto
reproductivo femenino (en los foliculos ovaricos). Por otro lado, en este estudio se
pensaba que la TAACRc, se encontraba distribuida en otros érganos. Al emplear
anticuerpos especificos para la isoforma citosdlica, se observo, por ejemplo, que el
estomago tiene la TAACRc, especificamente en los nervios que lo irrigan. Lo
mismo ocurrio para otros organos que presentaban la isoforma. Con estas
investigaciones se corrobora que la TAACRc solo esta en las neuronas del tejido

cerebral(49).
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Tabla 3. Actividad de la TAACRc y la TAACRBm en mitocondria y citosol de

los diferentes drganos y celulas.

| Tejido Actividad TAACR |Efecto de anticuerpo en la
(nmol/mg de | actividad de TAACR
proteina/min TAACRm y TAACRC

| % de actividad permanente
| Mitocondria

Corazon 748+15 0100
Mezcla de musculo 334+35 0100
Rindn 41146 0100
Pancreas 5055+505 0 100
Higado adulto 140 3100
Higado fetal 264+15 0100
Cerebro 7346 68 33
Placenta 180-215 0 100
Qvario 191-216 092
Citosol

Cerebro 75+8 100 0
Cerebro fetal 25-31 NM
Placenta 8-9 100 14
Qvario 51-60 79 26
Celulas

Cortical primaric 64-72 NM
Astrocitos tipo | 95 NM
Hepatocitos 0.15+0.01 NM
Hepatoma 6.67+1.04 4 0 100

En la tabla se presenta la actividad de la enzima en los 6rganos y células,
la cual se verifica con el uso de anticuerpos especificos para cada isoforma. NM:
No medido

La TAACRc se creia que era la unica isoforma de transaminasa existente
en cerebro, sin embargo, en estudios realizados con astrocitos se detecta la
presencia de la TAACRm, ambas con actividad especifica similar Ademas se sabe
que la entrada de leucina a cerebro es mayor que la de otros aminodacidos.
Cuando entra la leucina a los astrocitos se libera glutamina, este intercambio es

importante en el ciclo de la glutamina/glutamato en cerebro. Como los AACR en
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astrocitos son principalmente transaminados mas que oxidados, se les ha
considerado como donadores de nitrogeno (50). La interaccién entre los astrocitos
y las neuronas es de la siguiente manera: los AACR entran a los astrocitos, donde
sufren una transaminacion (TAACBm) y su grupo amino es enviado al o-
cetoglutarato para dar origen al glutamato, que posteriormente se transforma en
glutamina. Ya que los cetoacidos formados son pobremente oxidados en células
astrociticas, estos son enviados a las neuronas junto con la glutamina formada. En
este tipo celular, la glutamina se desamina por accion de la glutaminasa
produciendo glutamato, el cual (solo una parte) junto con los a-cetoacidos de
cadena ramificada son transaminados (TAACRc) dando origen a los respectivos
AACR. El c-cetoglutarato producido en las neuronas experimenta una aminacion
reductiva a glutamato via glutamato deshidrogenasa. Los AACR vy el glutamato
restante son posteriormente enviados a astrocitos. El astrocito de nueva cuenta
enviara la glutamina y el a-cetoacido de cadena ramificada a las neuronas (44).
Los intercambios de aminoacidos entre los dos tipos celulares se han asociado
con el ciclo de glutamato/ glutamina. El glutamato es un aminoacido excitatorio, de
tal manera que es liberado por las neuronas dentro del espacio sinaptico durante
la actividad neuronal, el glutamato es rapidamente removido por astrocitos
cercanos para producir glutamina. La glutamina de los astrocitos es
posteriormente enviada a las neuronas, y asi mantener la poza metabdlica de

glutamato en estas células (40, 51).

Existen reportes sobre la presencia de TAACR tanto mitocondrial como

citosdlica en células espermatogenicas y espermatozoides de ratones. Montamat
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apoya la evidencia de que la transaminasa puede funcionar como un sistema de
transporte de a-cetoacidos del citosol a la mitocondria en las celulas espermaticas

(52).

5.10. Estudios sobre la regulacion de la TAACRm en ratas.

Después de que se purificd la TAACRm se realizaron diferentes estudios
sobre la regulacion de la enzima. Dentro de las prnimeras investigaciones se
contemplaron diferentes factores en la regulaciéon de la TAACREm, entre los cuales

estan:

Disponibilidad de sustratos. La actividad de transaminasa segun algunos
investigadores era modificada de acuerdo a la concentracion de AACR y de los
cetoacidos que aceptan el grupo amino de los aminoacidos (1, 14). En
experimentos de rindn prefundido con 2mM de w-cetoisocaproato de sodio, un
ceto analogo de leucina, produjo un incremento en la actividad de TAACR a los 5
minutos alcanzando un maximo a los 15 minutos (53). Esto llevé a pensar gue la
enzima podia ser regulada por la dieta; estudios realizados por Chan y Walser (54)
mostraron que en ratas con una dieta en CACR se incrementaba la actividad de

transaminasa en diferentes érganos.

El efecto de la dieta. La regulacién de la transaminasa es controvertido.
Estudios recientes (55) en ratas con diferentes concentraciones de proteina
demuestran que la dieta no tiene un efecto importante en la regulacion del gen de

TAACRm, y solo en musculo se observé un ligero incremento de la actividad vy
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cantidad de ARNm de TAACRm con una dieta conteniendo 50% de caseina. Las
hormonas como el glucagon {control: 8.1 + 0.7 y hormona: 8.3 + 0.5 mU/ mg de
proteina) y la hidrocortisona (control: 9.1 + 0.8 y hormona: 9.3 + 1.0 mU/ mg de

proteina), tampoco muestran un incremento en la expresion de la enzima.
5.11. Infecciones o estados catabdlicos del organismo.

El tratamiento con endotoxina (lipopolisacarido de S. enteritidis) induce la
produccion de citocinas {después de una hora), las cuales afectan el metabolismo
de la mayoria de los tejidos y drganos. Cuando se suministré endotoxinas a las
ratas, la actividad de TAACR se incremento en diversos érganos, mientras que la
de DCCR disminuyd en higado (4, 56). Por otro lado, en ratas bajo condiciones de

ayuno prolongado, la actividad de TAACR en cerebelo aumenta (57).

En enfermedades renales se han reportado alteraciones en el metabolismo
de aminoacidos. Por ejemplo, en ratas que desarrollan sindrome nefrético inducido
a través del aminonucledsido de puromicina, la actividad de la TAACRm disminuye
en rindn. Esto se correlaciona con una disminucion de la concentracion del ARNm
de la TAACRm (58). Por otro lado, en un modelo de hepatitis inducido por la D-
galactosamina, la actividad de TAACR en mitocondria de higado y corazon

aumenta.

En la cetoacidosis diabética y uremia existe un desequilibrio en el
metabolismo de AACR, lo que implica un aumento en la degradacion de proteinas
en musculo, como consecuencia de fa estimulacion de la DCCR, y la disminucion
de la concentracion de AACR en plasma. Se propone que durante la acidosis

aumenta la cantidad de glucocorticoides, y estos contribuyen a la activacion de la
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DCCR. Al medir la actividad para transaminar leucina de TAACRm se observa un
aumento de 263+17 nmol/ g. h {control) a 448423 nmol/ g .h (acidosis), como
consecuencia del incremento en la disponibilidad de aceptores de aminos, o-

cetoglutarato y piruvato, en el musculo de las ratas con acidosis (8).

Procesos tumorales. Niwa identificé un ADNc de raton gue denominé ECA
39, el cual proviene del ARNm sobreexpresado en la linea celular de un
teratocarcinoma de raton PCC4 Aza 1. Estudios posteriores revelaron que ECA39
presenta una alta homologia con la TAACRc de humano y rata. Posteriormente se
reporté en el ratéon, que el gen de la TAACR citosélica es blanco de la regulacién
por ¢c-Myc (59, 60). La oncoproteina c-Myc se ha asociado con la proliferacion
celular y la apoptosis. En levadura el homodloge de ECA39 estd involucrado en la
proliferacién celular, especificamente en la transicién de G1 a S. Por otro lado,
ECA40 (homdlogo de TAACRmM) se expresa en la fase estacicnaria de crecimiento

(60-63).

Los estudios de Ogawa e Ichihara (64) en hepatomas, mostraron cambios
en la actividad de las isoformas de TAACR. En células tumorales de higado se
encuentran las isoformas mitocondrial y citosdlica; en mayor proporcion la
TAACRc que ta TAACRm (48). En estadios tumorales avanzados las isoformas de
TAACR son claramente detectadas. Por otro lado, en estudios in vifro con
carcinomas de musculo esquelético de rata, especificamente carcinoma Walker-
256, se observd un aumento en el metabolismo de AACR, lo que implicé un
incremento tanto en transaminasa (de aproximadamente 70%) como en

deshidrogenasa (65, ©66). Aun cuandc en los anteriores experimentos se
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presentaron condiciones que regularian al gen de TAACRm, en la mayoria de los
casos el aumento tanto en la actividad como en la cantidad de proteina es
modesto. El gen de la transaminasa se le puede considerar como un gen
constitutivo, sin embargo existen ciertas condiciones bajo las cuales la enzima
aumenta su expresion mas de 10 veces, como ocurre en el tejido mamario de rata
lactante (33) y, en el higado fetal (33, 46, 67, 68) A continuacién se mostraran las

2 primeras situaciones.

A. Glandula mamaria de rata lactante. En la rata virgen la actividad de fa
TAACRm (unica isoforma presente en este ¢rgano) es 2.8 veces mas alta que la
del higado y 3.5 veces mas baja que la del musculo esquelético. Cuando en la rata
se inicia el proceso de gestacion, la glandula mamaria se prepara para la
produccion de leche que ocurrira en la etapa de la lactancia, aumentando su
tamafo (incrementa la proliferacion celular). En este periodo los niveles de
actividad, proteina y ARNm de la TAACRm van aumentando en forma
proporcional, hasta llegar a 8 veces mas que en la rata virgen. En el periodo de
lactancia la expresién de la enzima continua incrementandose hasta llegar a 15
veces en el dia 12 de esta etapa. Esta actividad de la TAACRERm en glandula
mamaria es comparable con las actividades de TAACRm en corazén y rinon. La
posible explicacion del aumento de la enzima esta asociada con la produccion de
la leche, ya que en el proceso de degradacion de la leucina se producen
componentes importantes para la sintesis de lipidos que forman parte de la leche;
considerando lo anterior, la actividad de la DCCR también se incrementa. En la

lactancia la TAACRm se localiza en las células epiteliales de los alvéolos, células
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productoras de la leche (69). Por otro lado, se sabe que la sintesis de proteinas en
la lactancia también es favorecida. Al analizar la actividad de re-aminacion de la
enzima, se observa que ésta aumenta permitiendo asi que los AACR puedan
formar parte de las proteinas, ver figura 2 (68). La expresion de la TAACRm

comienza a decaer después del destete (69).
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Figura 2. Comportamiento de la TAACRm en la glandula mamaria de rata en las
etapas de gestacion, lactancia y destete. La figura muestra el comportamiento de

la enzima en cuanto a actividad

B. En el higado fetal se ha detectado la presencia de TAACRm, la cuai tiene
una alta actividad, de 7.28 mU/ mg de proteina/min, a diferencia del higado adulto,
0.38 mU/ mg de proteina/min. En trabajos sobre el comportamiento de la enzima
en el higado fetal y adulto, se ha visto que TAACEm en el dia 17 del feto posee
cierta actividad, la cual comienza a decaer cuando el organismo esta préximo a

nacer, y del dia cero al dia 21 postnatal el decaimiento continua hasta llegar a los
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niveles que se encuentran normalmente en adulto (ver figura 3). De igual manera
como en glandula mamaria de rata lactante la actividad y la cantidad de ARN
estan relacionados (67). La presencia de la TAACRBm en higado fetal se ha
asociado con la produccion de glutamato en el feto, importante para la sintesis de
proteinas, produccion de energia, como fuentes de nitrégeno y carbén. Sin
embargo, los aminoacidos no son oxidados, ésto ocurre solo bajo ciertas
condiciones de malnutricion. Por otro lado, los AACR especificamente la leucina e
isoleucina son importantes en la regulacion de insulina, hay reportes de que esta
hormona controla el intercambio de gases, como oxigeno, entre la madre y el feto.

Por tal motivo debe existir un control de estos aminoacidos en el feto.
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Fig. 3. Actividad de la TAACR en higado fetal durante la gestacion , al

momento de nacer y posterior al nacimiento

Existe evidencia de que la TAACR se regula de diferente manera que el
resto de las enzimas degradadoras de aminoacides. La TAACRm no se regula por
hormonas o por manipulaciones en la dieta (55), sin embargo la expresion de la

TAACRm es regulada positivamente en la glandula mamaria lactante {69) y en
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higado fetal (67). No se sabe si las celulas de higado durante condiciones de

rapido crecimiento celular regulan la expresion de la TAACRm.
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6. Justificacion

La TAACRm es una enzima degradadora de aminodacidos cuya actividad y
expresion no se ve afectada por la dieta o por la presencia de hormonas, en
especial por el glucagon y los glucocorticoides como ocurre con el resto de las
enzimas degradadoras de aminoacidos. En todos los estudios que se han
realizado, su actividad es practicamente indetectable en el higado adulto de varias
especies incluyendo el de la rata. No se conoce en la actualidad el mecanismo de
regulacion de la expresion de la TAACRm. Sin embargo, existen algunas datos en
el higado fetal o en la glandula mamaria durante la lactancia, que aumentos
significativos en su actividad se asocian con cambios en los niveles de su ARNm
especifico. También existe evidencia de que en algunas lineas celulares tumorales
como son las células de hepatoma de Morris y el hepatoma de Erhlich, se
incrementa la actividad de esta enzima, aunque no se han realizado estudios
moleculares para conocer su patron de expresion. En estos tejidos y células, el
comun denominador es un aumento en el proceso de duplicacion celular. Por lo
que se requiere establecer si esta condicion predispone a que se produzca un

incremento en la expresion de esta enzima.

Se requiere estudiar los cambios del patron de expresion de la TAACRm
en modelos en donde ocurra un incremento en [a duplicacion celular como es el
caso de las células AS-30D de hepatoma de rata, o cambios durante la

regeneracion del higado después de hepatectomia parcial.

Estos estudios permitiran conocer si el patron de expresiéon del gen de la

TAACRm se asocia con el patron de la presencia de la proteina y su actividad, ya
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que no existen reportes a nivel molecular al respecto. En estudios posteriores

estos resultados seran basicos para futuras lineas de investigacion.

Las celulas AS-30D de hepatoma de rata son células de rapido crecimiento
(aumento en la duplicacion celular o proliferacion), que contienen un numero
elevado de mitoccondrias y el ciclo de los acidos tricarboxilicos (CAT) esta
aumentado; el colesterol forma parte de la membrana citoplasmica y esta en
mayor proporcion que en ceélulas normales, caracteristicas que las hacen
interesantes para estudios bioquimicos y moleculares. Su cultivo ex vivo en rata
presenta ventajas importantes con relacion al cultivo in vitro. Estas ventajas son:
manejo de los animales de experimentacion en condiciones normales de bioterio;
obtencion del hepatoma por eyeccion con jeringa hipodérmica, en el peritoneo;
Viabilidad de las células aproximadamente del 100%; el rendimiento del hepatoma
es de 70 ml; el destino final de los animales de experimentacion sacrificados, es

destruccion por incineracion de acuerdo a la norma NOM 1SO 2001.
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7. Hipotesis

La rapida proliferacion celular conllevara a la expresién de la TAACRm
asociada con un péptido de 41 kDa en modelos como el hepatoma AS-30D de rata

ex vivo y en higado de rata en regeneracion .



8. Obijetivo General

Determinar el patrén de expresion de la TAACRm en células de hepatoma

AS-30D de rata, (71), y durante la regeneracion del higado posthepatectomia

parcial en rata, momento en que ocurre un incremento en la duplicacion celular.

9. Obijetivos especificos

Determinar en células de Hepatoma AS-30D de rata

El patron de la presencia de la proteina de la TAACR determinada

por Western blot
la actividad de la TAACEm.

Caracterizacion bioquimica de la TAACREm en mitocondrias aisladas

de células AS-30D de hepatoma de rata: Km, Kaf.

Identificacion in situ de la proteina de la TAACRmM por microscopia

electrénica

Determinar en ceélulas de higado en regeneracion y en higado

remanente
la actividad enzimatica de la TAACR.
El patrén de expresion del gen por Noerthern blot

El patrén de la presencia de la proteina por Western blot.
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« Identificacion in situ de la proteina por inmunchistoguirmica.

10. Materiales y Métodos

10.1. Obtencidn de células AS-30D a partir de liquido ascitis.

Las células se obtuvieron del liquido de ascitis de ratas hembra Wistar con
un peso aproximado de 250g que previamente fueron inoculadas con 2ml de
células AS-30D de hepatoma, proporcionadas por la Dra. M. E. Torres-Marquez
(71). La linea celular se mantuvo por transplantes sucesivos en la cavidad
peritoneal de la rata. Nueve dias después del transplante del hepatoma, las ratas
forman liquido intraperitoneal (70 ml) que se extrajo con una jeringa hipodérmica.
El liquido intraperitoneal que contiene las células AS-30D se lavo dos veces con
una solucién de NH4Cl 0.83% fria (1:4) para remover los eritrocitos. Las células se
centrifugaron a 150xg durante dos minutos a 4°C. Posteriormente el sobrenadante
se desecho, y el paquete celular fue resuspendido per 20 min en una solucion
buffer de HSE (Hepes, sacarosa, EGTA) fria conteniendo 250 mM sacarosa y 1
mM EGTA en 5 mM de buffer HEPES a pH 7.2. Subsecuentemente, las células se
centrifugaron a 150 xg durante 2 min a 4°C. El sobrenadante se deseché y el
paquete celular fue resuspendido en una solucion buffer fria de HSE. La wiabilidad
de las células AS-30D se determind con una solucion 0.01% de azul de tripan, y

presentaron una viabilidad del 90-95%.
10.2. Aislamiento de mitocondrias a partir de células AS-30D.

Una suspension de 1-3 X 10° células AS-30D/ml fue sonicada por un minuto

a 360db con una frecuencia de salida de 5 seq. Las células rotas se diluyeron con
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15ml de solucion buffer HSE. La suspensién se centrifugé a 875 x g durante 10
min a 4°C, y el sobrenadante se desecho, el paguete fue resuspendido con 15 ml
de solucion HSE vy se centrifugd a 1,250 xg durante 10 min a 4 °C. El paquete

mitocondrial se almaceno a -70°C hasta la medicion de la actividad de la enzima.
10.3. Hepatectomia del 70% parcial en rata.

La hepatectomia parcial se realizo en ratas macho Wistar con un peso de
250 g. Las ratas se mantuvieron en cajas metabdlicas individuales con un ciclo
luz-oscuridad de 7:00-19:00 h a 22°C. Las ratas fueron alimentadas ad /ibitum con
una dieta comercial Purina chow y con libre acceso al agua. La remocion del 70%
del higado se realizé bajo anestesia con éter, usando el procedimiento de Higgins
y Anderson (72). Los animales se sacrificaron en los tiempos establecidos

después de la cirugia.

10.4. Actividad de la aminotransferasa de aminoacidos de cadena

ramificada.

La actividad de la TAACR se determiné en el paquete mitocondrial, con el
meétodo previamente descrito por Hutson (14, 55). El control respiratorio se midié
para cada preparacion mitocondrial de acuerdo a lo descrito previamente (73). La
actividad se midio a 37°C en una solucion buffer 50mM de fosfato de potasio,
pH7.8 conteniendo 50uM de fosfato de piridoxal y 4g/L CHAPS. Cincuenta pl de
sobrenadante se adicionaron a la solucion de ensayo y la reaccion se inicio con la

adicién de una mezcla conteniendo 1.0 mM a-ceto (1-'*C)isocaproato/12mM
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isoleucina. El a-ceto (1-'*Clisocaproato radiactivo se sintetizé a partir de (1-
"C)Leucina descrito por Ridiger et al. (1972). La L-(1-"*C)Leucina fue de
Amersham. La actividad especifica para el a-ceto (1-'*C)isocaproato fue de 200
d.p.m./nmol. La reaccion se detuvo después de 5 minutos por la adicion de 500yl
2M de acetato de sodio pH 3.4. El o-ceto (1-'*C)isocaproato remanente no
transaminado, fue descarboxilado quimicamente adicionando 250 p! de perdxido
de hidrégeno al 30%. Una alicuota de 250 ul de la mezcla de reaccién se afadio a
un vial, se le adicionaron 10ml del de liquido de centelleo (BCS, Amersham) y las
muestras se colocaron en un contador de centelleo (Wallac, Turku, Finland). Cada
prueba se hizo por duplicado. Una unidad de actividad se definié como 1umol (1-
““CiLeucina formada /min a 37°C. La actividad especifica de la TAACR se expresé

como mUnidades {(mU)/(mg de proteina).

Se midié la actividad enzimatica en corazén como control positivo, y como

control negativo se determino en higado adulto, ambos 6rganos en rata adutlta.
10.5. Electroferesis en gel de poliacrilamida SDS.

Para la separacién de las proteinas, se utilizé SDS-PAGE que se realizo de
acuerdo con Laemmli en geles al 10% (74). Cuarenta ug de proteina de la
suspension mitocondrial AS-30D, sobrenadantes de higado adulto e higado fetal
de rata, hepatocitos cultivados de rata y sobrenadante de corazon de rata se
sometieron a efectroforesis. Previo a la electroforesis, todas las muestras se
sometieron a ebullicion por 5 min en la presencia de 4% de SDS, con 2% de 2-
mercaptoetanol. Se usaron marcadores de masa molecular para proteinas, para la

determinacion de la masa molecular (Boehringer Mannheim).



10.6. Inmunoblot.

Para la deteccion de las proteinas, los geles con las proteinas en SDS-
PAGE se transfireron a membranas de PVDF para Westermn blot (Boehringer
Mannheim GMBH, Germany). La transferencia se realizé en una unidad de
electroforesis Transphor (Hoefer Scientific Instruments) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Las membranas de PVDF fueron tratadas con 1.5%
de gelatina/1.5% de albimina por 2 h a 37°C e incubados con IgG fraccion
especifica anti-TAACR de rata (1:2500) durante 1.5 h a temperatura ambiente. Las
bandas de proteina inmunoreactivas fueron visualizadas usando un anticuerpo
anti-conejo marcado con peroxidasa de cabra (1:6000) despues de la oxidacion
con luminol como sustrato luminiscente. La emision de luz fue detectada por una
corta exposicion a una pelicula de autoradiografia (ECL, Amersham Life Science).
El anticuerpo anti- TAACRm de rata fue proporcionado por la Dra. Hutson. (26). El
andlisis del Inmunoblot usando mitocondrias o extractos de varios tejidos, muestra
una sola banda con un Py de 41 kDa, indicando que el anticuerpo no cruza con

otras proteinas y que reconoce los epitopes de TAACRm (26, 69).

10.7. Aislamiento de ARN total y analisis Northern blot.

El ARN total fue aislado de celulas AS-30D de hepatoma e higado de rata,
riién y corazén de acuerdo a Chomczinsky, utilizando tiocianato de guanidina

(TRIZsol) (75). Para el analisis de Northern, 30 pg de ARN se sometieron a
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electroforesis en un gel al 1.5% de agarosa conteniendo 37% de formaldehido y
transferido  a fillros de membrana de nyion Hybond-N* (Amersham,
Buckinghamshire, UK) y ligados mediante luz UV (Amersham). La prueba fue un
fragmento de 900 pb Pst1-EcoR1 del cADN de rata de la TAACBm clonado en
pT7 bluescript (38) y marcado con deoxicitidina 5 (a-**P)dCTP (3000 Ci/mmol,
Amersham) usando el sistema rediprime ADN marcador (Amersham). Los filiros
fueron prehibridizados con amortiguador rapid-hyb (Amersham) a 65°C por 45 min,
y posteriormente hibridizados con el marcador prueba por 2.5 h a 65°C. Las
membranas se lavaron una vez con 2X SSC (1X SSC= 0.15M de cloruro de sodio
y 15M de citrato de sodio)/0.1% SDS a temperatura ambiente por 20 min y
enseguida lavado dos veces con 0.1X SSC/0.1% SDS a 65°C por 15 min cada
vez. Las imagenes digitalizadas y la cuantificacion de la radioactividad de las
bandas se efectuc usando el sistema de autoradiografia electronica Instant
Imager {Packard Instrument, Meriden, CT). Las membranas tambien se

expusieron a peliculas Extascan (Kodak) a -70°C.

10.8. Histologia, Inmunohistoquimica y Microscopia

inmunocelectronica.

Para la microscopia optica, los cortes de higado en regeneracion e higado
remanente de rata, se fijaron por inmersion en etanol abscluto por 24 hr. Después
de la inmersion en parafina, el tefido hepatico fue cortado en secciones de 5 pm y
tenido con hematoxilina y eosina para su analisis histologico. La deteccién

inmunohistoguimica de la TAACRm se realizé con un anticuerpo especifico de
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conejo policlonal. Antes de la incubacion con el anticuerpo primario, la actividad
endogena de peroxidasa fue inhibida con 0.032% de H.O, en metanol absoluto,
las secciones de higado se incubaron con el anticuerpo primario diluido 1/500 en
buffer salino-fosfatos durante toda la noche a 4°C. El anticuerpo unido se detect6
con lg G anti conejo marcado con peroxidasa diluidoc 1/100 en BSF vy
diaminobenzidina. Los controles negativos consistieron en reemplazar el

anticuerpo primario por suero normal de conejo.

Para los estudios de microscopia inmunoelectronica, las células de
hepatoma se cultivaron como se describié anteriormente, Despues de la
centrifugacion, se desechd el sobrenadante y la solucion fijadora (4%
paraformaldehido disuelto en buffer de Sorensen) se anadio para fijar las células
por 2 h a 4°C. Posteriormente, las células se resuspendieron y se lavaron
extensivamente con buffer de Sorensen, los grupos aldehido libres se bloguearon
con una solucién al 0.5% M NH4Cl en buffer salino-fosfatos por una hora y las
células se deshidrataron en alcohol etilico graduado y embebidas en resina blanca
L_R. Secciones delgadas de suspensiones de células de 70 a 30 nm se colocaron
en rejillas de niquel. Las rejillas se incubaron con el anticuerpo policlonal de
conejo anti-TAACRm diluido 1/100 en BSF con 1% se albumina sérica bovina y
0.5% de Tween. Después de lavar repetidamente las rejillas con BSF, eéstas fueron
incubadas con IgG de cabra anti-conejo conjugado a 5 nm de particulas de oro
diluido 1/20 en el mismo buffer. Las rejillas se tineron con sales de uranio y se

examinaron en un microscopio electronico Zeiss EM10.
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10.9. Analisis estadistico.

Los resultados se presentaron como la media + DSM (media de la
desviacion estandar). El analisis estadistico se realizo por la prueba de T no
pareada. Las diferencias se consideraron significativas a P< 0.05 (Programa de

anafisis estadistico V.4.5 Abacus Concepts, Berkeley, CA).



11. Resultados

11.1. TAACRm ARNm y actividad en células AS-30D de hepatoma.

La actividad de la TAACR en el higado adulto de rata fue casi insignificante,
y las células AS-30D de hepatoma presentaron baja actividad de TAACR (2.4
mU/mg de proteina), la cual aumentd significativamente en la fraccion enriquecida
de mitocondrias aisladas (18.5 mU /mg de proteina) de las mismas células de
hepatoma (Fig. 4). El homogenado de corazén de rata mostro 6.3 veces mas
actividad de TAACR que las células AS-30D de hepatoma. La actividad del higado
en regeneracion despues de hepateclomia parcial, al igual que la actividad del
higado fetal fue aproximadamente 2 veces méas que la actividad medida en las
celulas AS-30D de hepatoma. No se detecto actividad de TAACR en la fraccion
citoplasmatica de las células AS-30D, indicando que la actividad solamente se
localizd en la mitocondria. Este hallazgo se confirmé por Northern blot, que revela
que las células AS-30D solamente expresan TAACRm, mientras que el ARNm
TAACRc no se detecto Adicionaimente, la proteina de la TAACRm fue detectada
por Western blot en homogenados y en mitocondrias de las células AS-30D de
hepatoma, asimismo al utilizar Ab anti TAACRc no se detecto ninguna banda (Fig.
4A). Interesantemente el anticuerpo contra TAACRm detecta dos bandas de 41 y
43 kDa en ceélulas AS-30D de hepatoma. Sin embargo, en la preparacion
enriquecida de mitocondria, solamente se detecta una banda de 41kDa similar a la
de corazon de rata. En higado adulto como en hepatocitos recien aislados se
detectdé una proteina de 43kDa que no mostro actividad de TAACR. Se llevo a

cabo analisis de cinética: la Km aparente que se obtuvo para leucina, isoleucina y
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vatina fue 1.0 £ 0.02, 1.3 £+ 0.1 y 2.1 + 0.1 mM respectivamente, indicando que la
TAACR en células AS-30D mostro afinidad por leucina e isoleucina sobre valina,
como sustratos, lo que se ha observado en otros tejidos. (Fig. 5} y la cinética

usando mitocondrias aisladas a partir de células AS-30D (Fig. 6).
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Fig. 4. Analisis de Western blot de la TAACRm y actividad de la TAACRm
en diferentes tipos de células y tejidos de rata. El panel A muestra la presencia de
la TAACRm en 1) corazén, 2) mitocondrias de células AS-30D, 3) hepatocitos, 4)
células AS-30D, 5) higado en regeneracién, 6) higado fetal e 7) higado adulto. El
panel B muestra la correspondiente actividad especifica de la TAACR en el mismo
tipo de celulas y tejidos anteriormente mencionados. Los datos son expresados

como la media + MDE; n=5.
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Fig. 5. Analisis cinético de la TAACRm en mitocondrias aisladas de céelulas
AS-30D de hepatoma. Los experimentos se realizaron usando concentraciones

graduales de valina, isoleucina ¢ leucina. Los datos son expresados como la

media + MDE; n=3
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Fig. 6. Cinética enzimatica de la TAACRmM en mitocondrias aisladas de

células AS-30D de hepatoma. Los experimentos se realizaron por duplicado.
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11.2. Microscopia Inmunoelectronica de la TAACRm en mitocondrias

de células AS-30D.

Para determinar la localizacién intracelular de la TAACRm en células AS-
30D de hepatoma, se realizo et analisis por microscopia inmunoelectronica usando
un anticuerpo monoclonal anti-TAACRm de rata. Los resultados revelan que a
nivel ultraestructural, las particulas de oro se localizaron especificamente en las
mitocondrias. Particulas de oro se encontraron ocasionalmente en el citoplasma o
en peqguenas vacuolas localizadas cerca del reticulo endoplasmico, asociadas
posiblemente a [a proteina de 43kDa. No se observo marcaje en los nucleos (Fig
7). Estos datos confirman que la TAACRBm se presenta exclusivamente en las

mitocondrias.
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Fig. 7. Deteccion de la aminotransferasa de aminoacidos de cadena
ramificada mitocondrial (TAACBm) por inmunoelectromicroscopia en la linea
celular AS-30D de hepatoma. Se presenta inmunomarcaje en mitocondrias

(asteriscos) y en menor proporcion en el citoplasma (x 40,000).
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11.3. Actividad de la TAACR y su expresion durante la regeneracion

del higado posterior a la hepatectomia.

Para establecer si las condiciones de rapido crecimiento celular en las
celulas del higado se asocian con la expresion de la TAACRm y la actividad de
TAACR, la proteina de la TAACRm vy las concentraciones de ARNmM se midieron
durante la regeneracion del higado posterior a la hepatectomia parcial.
Interesantemente, aunque la actividad de la TAACR es casi indelectable en
higado adullo de rata, la actividad de la TAACR aumenta en la porcion regenerada
del higado alrededor de! dia 3 al dia 6 después de la hepatectomia (P<0.05).
Despues del dia 7, la aclividad de la TAACR disminuye progresivamente hasta
llegar al dia 14, en el que se observa una actividad igual a la del higado adulto
(Fig. 8). La actividad de la TAACR no cambia significativamente en la porcion
remanente del higado. La actividad de la TAACR tambien se midid en rindn y
corazon, sin cambio significativo observado durante los primeros14 dias de la
regeneracion hepatica. El promedio de la actividad en rinon y corazon fue 13.9 +
1.3 mU/mg de proteina y 22.5 + 2.3 mU/mg de proteina, respectivamente, Aunque
el higado en regeneracion mostro actividad de TAACR, el ARNm de TAACRm fue
escasamente expresado del dia 3 al dia 5 después de la hepatectomia comparado

con el rindn y corazon que se usaron como controles (Fig. 8).
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Fig. 8. Actividad de la TAACR en higado en regeneracion de rata posterior a
hepatectomia parcial. Los homogenados del los lobulos remanentes vy
regenerados del higado se obtuvieron a diferentes tiempos después de la

hepatectomia parcial. Los datos son expresados como la media + MDE; n=10.

11.3.1. Analisis por Northern blot de la expresion de la TAACRm
durante la regeneracion del higado posterior a hepatectomia

parcial.

Para determinar la expresion del gen de la TAACRm en higado durante la
regeneracion posterior a hepatectomia parcial, se hicieron analisis de Northern
blot a partir del dia 0, en que se realizé la hepatectomia, hasta el dia 7 posterior a
hepatectomia y se observd que en los dias 0,1, 2 y 3 aparecia una banda muy

tenue y en los dias 4 y 5 se obtuvo una banda con mayor intensidad de 1.7 kb
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que nos indica una mayor expresién del gen. Las bandas fueron reconocidas por
la sonda de 900 pb marcada con deoxicitidina 5'(a-**P)dCTP del ADNc de la
TAACRmM. Como controles positivos se utilizé el ADN de corazdn y de rindn de

rata.(Fig. 9).
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Fig. 9. Analisis por Northem blot de la expresion de la TAACRm en higado
en regeneracion posterior a hepatectomia parcial en rata (A) y tincién con bromuro
de etidio de los geles usados para la hibridacion por northern blot (B) a diferentes

dias después de la cirugia.

11.3.2. Analisis por inmunoblot de la TAACRm durante la

regeneracion del higado posterior a hepatectomia parcial.

Para determinar si los cambios de actividad de la TAACR se asocian con
diferentes tamanos de la proteina de la TAACRm, se realizaron analisis por
Western blot que revelaron la presencia de una banda de 43 kDa en el higado
adulto de rata o en ratas con operacion simulada (Fig. 10). El antisuero anti
TAACRBm detectdo dos bandas de 41 y 43kDa en higado fetal. Durante la

regeneracion, el higado remanente mostrd siempre la presencia de la banda de 43
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kDa. En el higado en regeneraciéon hubo un aumento de la banda de 41 kDa del
dia 4 al dia 6. Después de 14 dias de regeneracién del higado, la unica banda
detectable corresponde a la de 43 kDa. La aparicion de la banda de 41 kDa se
asociod con la actividad de la TAACR, mientras que la banda de 43 kDa no se

asocia con actividad alguna de la TAACR.
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Fig. 10. Analisis por Western blot de la TAACRm en los Idbulos de higado
remanente (r) y en regeneracién (R) a diferentes dias después de la hepatectomia

parcial.

11.3.3. Inmunohistoquimica de la TAACRm del higado en

regeneracion después del 5° dia de operacion.

Se realizd un analisis por inmunohistoquimica para determinar la
localizacion especifica de la TAACRm en el higado durante la regeneracion. La
mayor inmunodeteccion de TAACRm se localizé principalmente en la zona de
regeneracion del higadoc. En el area de necrosis no hubo deteccion de la
TAACRm. Las regiones distales de la zona de maxima regeneracion del higado
mostraron s6lo una modesta inmunoreactividad. (Fig. 11}, Los analisis
inmunohistoquimicos sugieren que la expresion de la TAACRm esta asociada con

el area de regeneracion activa en el higado posterior a parcial hepatectomia.



Fig. 11. Deteccidbn de la transaminasa de aminoacidos de cadena
ramificada mitocondrial (TAACRm) por inmunohistoquimica en tejido de higado
despues de cinco dias de la hepatectomia parcial en rata. Existe una
inmunotincion fuerte y selectiva de la TAACRm en células de higado en
regeneracion (flechas), mientras que en tejido necrético (asteriscos blancos) y en

el higado normal distal, son negativos (100x).
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12. Discusion.

Los resultados del presente estudio muestran que tas células AS-30D de
hepatoma de rata tienen actividad de TAACR la cual se localiza exclusivamente en
fa mitocondria. L.os analisis por Western blot y Northern blot revelan que la unica
isoforma presente en las celulas AS-30D es la TAACRm, evidenciandose por la
presencia de dos bandas de 41kDa y 43kDa que corresponden respectivamente, a
la forma activa e inactiva de la TAACRm, y que de igual manera se confirma por la
presencia de una banda de 1560 pb. Ademas los datos muestran que la actividad
enzimatica en estas celulas es comparable con la actividad en corazén, por lo que
predomina la forma activa de la proteina. En este caso solamente se encuentra la
isoforma mitocondrial a diferencia de otros hepatomas que expresan ambas

isoformas, la mitocondrial y la citosélica, como es el hepatoma de Morris (64).

Por otro Jado, el higado durante la regeneracion después de la
hepatectomia parcial muestra la aparicion de actividad de la TAACR del dia 3 al
dia 6 después de la cirugia, y la actividad disminuye progresivamente hasta el dia
14, cuando es casi indetectable. La actividad de la TAACR durante la
regeneracion def higado esta asociada con la TAACRm. Los analisis por Western

y Northern blot sclamente detectan la presencia de la TAACREm.

Varios estudios han establecido que la actividad de la TAACR esta presente
en la mayoria de los tejidos, pero es casi indetectable en higado adulto de rata

(55). Sin embargo, durante la vida fetal, el higado expresa TAACRm y declina a
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niveles no detectables después del nacimiento (67). El presente estudio
demuestra que las células del higado en estadios de rapida proliferacion celular,
como son las celulas AS-30D de hepatoma de rata o las celulas de higado durante
la regeneracion hepatica posterior a hepatectomia parcial, también expresan la
TAACBm. Estudios previos en levaduras identifican que la expresion de la
TAACRc y la TAACRm son reguladas por el oncogen c¢c-myc (59, 60) y sugieren
que esta enzima tenen un papel adicional en la regulacion de la proliferacion
celular. Hasta el momento no existe informacion acerca del control transcripcional
del gen de la TAACRm que pueda explicar la aparicion de la TAACRm bajo estas

condiciones.

No obstante la expresion de la TAACRm que aumenta tanto en el higado
fetal como durante la regeneracion del higado, la actividad y expresion de la
segunda enzima del catabolismo de los AACR, ia deshidrogenasa de a-cetoacidos
de cadena ramificada, se encuentra marcadamente disminuida o ausente en el
higado (77), indicando que la TAACRm es esencial para un proceso diferente no
relacionado con la oxidacion de los AACR. Se requieren mas estudios para

establecer el papel de la TAACRBm en estos procesos.

Interesantemente, existe una asociacion entre la actividad de la TAACR y la
presencia de la TAACBm de 41 kDa y la ausencia de la actividad de la TAACR
con la aparicion de la TAACBm de 43 kDa. La proteina de mayor peso ha sido
identificada también en cultivos de hepatocitos (33) y en higado adulto de rata
(67). Después de hepatectomia parcial, los analisis por inmunoblot revelan que

durante la regeneracion del higado, el incremento en la actividad de la TAACR

48



esta asociado con la aparicion de la banda de 41 kDa detectada con el anticuerpo
contra TAACREm, mientras que durante los estadios de baja actividad, el analisis
revela una banda de 43 kDa. No se conoce el mecanismo por el cual el cambio
entre ambas formas de la TAACRBm ocurre. La banda de 43 kDa muestra una debil
senal en el higado adulto por Western blot, indicando escasez de esta proteina.
La baja expresion de esta proteina en el higado adulto de rata puede asociarse a
un control transcripcional tejido especifico 0 a un estado especifico de metilacion
de la secuencia del ADN de este gen en el higado. Ambas posibilidades estan

bajo estudio en nuestro laboratorio.

No existe informacion acerca de la utilizacion de los AACR por las celulas
AS-30D. En este estudio demostramos que las celulas AS-30D solamente
expresan la TAACBm. Los estudios cineticos muestran que los valores de la Km
aparente para los tres AACR son similares a los estimados en otros tejidos. Las
células AS-30D son células tumorales de rapido crecimiento con alta velocidad de
sintesis de proteinas y una alta velocidad de transporte activo idnico que
incrementa los requerimientos de ATP (71). Los AACR deben ser oxidados para
suministrar sustratos para el ciclo de los ATC y aumentar la produccion de ATP.
Sin embargo, se requieren mas investigaciones para establecer el papel de la

TAACEm en células AS-30D.
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13. Conclusiones

La Transaminasa de Aminoacidos de Cadena Ramificada identificada por el
patron de expresion de genes en condiciones de rapida proliferacion celular, en
células AS-30D de hepatoma de rata y en células de higado en regeneracion
posterior a hepatectomia parcial corresponde predominantemente a la isoforma

mitocondrial.

La deteccion de la proteina de la TAACR en las células AS-30D de
hepaloma de rata, muestra dos bandas que corresponden a la forma activa e
inactiva de la isoforma mitocondrial ya que exclusivamente reacciona con Ab anti
TAACRBEm, mientras que en las mitocondrias aisladas solamente muestran la

banda que corresponde a la forma activa de la TAACRm.

En el higado en regeneracién posterior a hepatectomia parcial, las céelulas
hepaticas expresan unicamente la banda correspondiente al ADN de la isoforma
mitocondrial y por Western blot sélo se observa una banda que corresponde a la
proteina activa de esta isoforma, (a diferencia de las células AS-30D de hepatoma
de rata en la que estan presentes las dos bandas correspondientes a la forma
activa e inactiva de la enzima). Es importante aclarar que la expresion y presencia
de la proteina, en el higado en regeneracién tienen su 6ptimo a los 5 dias
posteriores a la hepatectomia parcial del 70%. Igualmente la actividad de la
TAACR disminuye considerablemente después del 5° dia de la hepatectomia

parcial.
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Los estudios de inmunchistiogquimica revelan que en el higado en
regeneracion de rata, la proteina de la TAACR se encuentra presente en la
porcion del higado en regeneracion, no asi en porciones de tejido necrosado o no

regenerado, y que corresponde exclusivamente a la isoforma mitocondrial.

En procesos en los que se establecen condiciones de rapida proliferacion
celular en el higado de rata se expresa la Transaminasa de Aminodacidos de
Cadena Ramificada Mitocondrial como es el hepatoma AS-30D y durante la
regeneracion hepatica posterior a hepatectomia parcial. Estos hallazgos son los
primeros reportados bajo estas condiciones, a diferencia del higado adulto normal
de rata que no se expresa la TAACBm y gue existe una banda con senal muy
débil correspondiente a la proteina de 43kDa. Por lo que la TAACREm
posiblemente tenga otras funciones en el ciclo celular en el tejido hepatico en
rapida proliferacion celular, pudiendo ser un factor transcripcional o bien un
cofactor transcripcional, pues pertenece a la misma clase de proteinas de “zipper”

de leucina, en la que se encuentran algunos factores transcripcionales.
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14. Perspectivas

El higado adulto de rata, desde el punto de vista fisioldgico, presenta
similitud con el higado de humano. Bioquimicamente la TAACRm de rata y la
TAACRm de humano tienen la misma actividad de transaminacion de los AACR. A
nivel molecular el ARNm y el péptido activo de la TAACRm en rata tienen una

homoiogia del 82% con la TAACRmM de humano.

Por los resultados obtenidos en esta investigacion, esta confirmado que la
TAACRm se expresa y esta activa en el higado adulto de rata bajo condiciones de

alta duplicacion celular, particularmente en célufas cancerosas.

Atendiendo a que el cancer de higado es una enfermedad degenerativa y
mortal, seria interesante investigar si durante la hepatocarcinogénesis en rata esta

enzima podria ser un biomarcador in situ en el higado.

Ya que no se encuentra circulando en sangre, seria necesario obtener Ab
anti TAACRm y conjugar este anticuerpo con un radionucleido como es el Samario
(Sm33: esta reportada su biodistribucion en tejidos de rata con hepatoma AS-
30D), lo que nos permitiria detectar la presencia de la proteina por centelleo y
asociarla con alta duplicacidon celular en el higado, lo que seria de valor

diagnostico en el caso del hepatocarcinoma celular, sea primario ¢ secundario.

Durante la hepatocarcinogénesis en rata, se investigaria a la TAACRm

como biomarcador de hepatocarcinoma celular, considerando:

e La cinélica de absorcion y distribucion del conjugado Sm33 anti

TAACRm en tejidos de rata y especialmente en el higado.

h
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e El estudio temporal de hepatocarcinogénesis en rata

» Utilizacion del conjugado Sm33Ab anti TAACRm durante la

hepatocarcinogenesis en rata
o La deteccion del proceso de hepatocarcinogénesis por centelleo.

También seria interesante el secuenciamiento de la region promotora del

gen de la TAACRm en rata, lo que nos permitiria identificar:
» Las secuencias consenso
+ |a secuencia 0 elemento responsivo a factores transcripcionales
s FEl sitio de iniciacion de la transcripcion.

Conociendo a nivel molecular estos tres aspectos, nos permitiria entonces,

estudios posteriores para aplicarlos en medicina gendémica.

Analizar la posibilidad de que la proteina sea un factor transcripcional
estudiando sus posibles interacciones con elementos reguladores de otros
genes. Esto se podria hacer mediante técnicas de retardo en la migracion

electroforética de la proteina purificada con secuencias reguladoras.
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\bstract

Bianiched chain aminermansterase (BCAT) is the Nirst enzyine inothe catabolism of branched cham ammo wods (BCA AL Unlike other amino
soid deprading cngvmes presant in Jiver. BCAT is only expeessed moxtrmhepane tissues, and is nel regulated by dictasy pretgin, glusagon or
glucocomicods However, the mitochondnal {m) isolorm of BCAT s hughly expressed in the feral liver and rapadly decavs atter birth The purpose
of the prosent work was to cstabhsh o Hver cells under conditions of mpid el proliferation such as i hepatoma ASIOD cells or during liver
repeneration afler pantial hepatectomy were sssiciated with an increase i the activity and expression of BCATm. BCAT acnvity i minochond
al ASMID cells was 186 ml!'mg protcin. Western, Nonhem blol, and immunohisicchermical analysis revealed that AS30D hepatorna cells
expressed only BCATin. The apparent Km ol BCATm i iselated AS30D cells mitochondria fur leucime. isoleucine wnd valine was ) 0 0.02.
130000 and 212 00) mM. respectively. The regenerated hver showed BCAT activity from dey 3 10 day 6. and the maxinia! BCAT activity (7 0
mil g profein) was on day 5. By day 14 aficr partial hepatcctomy BCAT acnivity and expression was almost undetcclable. Tntcrestingly. there was
a relavonship btween BCAT acuvity and the Mr. of the imminorcactive band of BCATm The presence ol a 41 kDa Tsand s azsociated with
BCAT actvity, whereas the 43 kDa band with undetcetable actuvity. The results of this study indicate that BCATm activity s requined in luver eells
under comhilons of raped cell preliferition

JO0S Flsevier dnc. Al rights reserved.

Kevwaowdy i

Introduction

The first step of BCAA catabolism 15 & reversible mansam-
inatien caralyzed by the enzyme branehed chain aminotransfer-
ase (BCAT, EC 26 142) This cnzyme can accepl an amno
greup from Jeucine, valine and jsolcucine and tansfer it to a-
ketoglutaraie (o form 1he respective branched cham a-kelo acids
and glutamate. The branched-chmn a-kero aeids can be
reaminaled in the mitochondnia to their respective amino acids

windiog authors Insulata Sacional de Ciencun Médicas v Nuricim,
Depie Fioiologt v Nurricrin Vaseo i Quetoga No (5. Tlalpan. México,
Do FL 13000 Mexcn Teb: o523 6333038, [as 25 6523038,
nimbetinguetral mpseoman (M rres).
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P2 T05 5 L see from matter o AR Elsevier Ine. Al nghts seerved.

Jol 10100 . 208,064,074

| cham e scnds: Branched-chiln aming wansforase AS0D cells Hepateetome | Liver

(IHutvon e al, 1988, Torres ¢t al., 1993} ar 1rreversibly
decarboxylated by 1he branched-chain a-koto acid dehydroge-
nase cnzyme complex. There are two BCAT wsoenzymes. which
are coded by separale genes (Bledsoc et al | 1997: Hutson ot al.,
1995), and are specific for the three BCAA {Hall cual.. 1993
lchibara and Koyama, 1966; Taylor and Jenkins, 1966). One is
located i the eytosel (BCATe) and the other in the mitochondma
(BCATm) (Hall ¢ al, 1993) BCATm s found in most ral
tssues, with the excepnon of liver (Hall eral | 1993: Tancs et al.,
1998). whereas BCATe 15 only found in brain, placema, and
ovary (Hall ctal . 1993).

BCAA arc barely oxidhzed wrthe hiver in comparison with the
rest of the amino acids that are mainly degraded n this organ
(Harper et al., 1984} BCATm mRNA 15 expressed in rai fetal
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liver on day 17 of gesiation and decreases sharply after binth 10
undetectable levels by Norhem blot analysis (Terres et al.
2001) However, analysis by RT-PCR using adult rat liver
mRNA amplified a product (Torres cral., 2001) whose sequence
is identical o hcant BCATm (Bledsoe e al, 1997), indicating
that adult rat liver has very low abundance of BCATm mRNA.
Western blot analysis using a specific antibody against heun
BCATm revealed in many tissues a band wath a Mr. of 41 kDa
(Wallin &1 al, 1996} that corresponds to the size of BCATm
established by its ¢cDNA sequence. In the fetal liver. 1his
antibody detected 2 protein of 43 kDa in addinon 10 the protein
of 41 kDa. Inrerestingly. in adult liver only the protein of 43 kDa
1s detected (Torres et al |, 206

There 15 evidence that BCATm is regulated in a different
manner than the rest of the amine acid deprading enzyimes.
BCATm s not regulated by hormoncs or digtary manipulations
(Torres et al., 1995), however BCATm expression is upregu-
lated n lactating mammary gland(Tovar et al , 2001) and fetal
liver {Torres v al . 20010) 16 s not known if liver cells dunng

conditions of 1apid cell growth regulate the expression of

RBCATm. Therefore. the purpose of the present work was 10
study il rar hepatoma cells AS-30D, a fast growth tumor cells
fich in mitochondria charaetwerized by an aceelerated tricarbox-
vlic acid cucle (Dictzen end Davis, 1993) and an extensive
catabohism o) some amino acids {(Rowdrizuer Ennguez et al.
M, and an hver during regeneration after a partial
liepateelomy are assocuiied with changes i BCATm expres-
ston. Additionally, 10 evaluste 1f BCATm actvity is related
witli the appearince of 41 kDa BCATm protein.

Materials and methods
A8-300 cell obrention from ascies flud

Cells were obtamed fromi ascites {luid Wistar female rats
with a body weight of around 250 g that were previously
inoculated with 2 1nl of AS-30D hepatoma eells kindly
provided by Dr M [ Tovres-Marquez (Rodriguez-Enriguer
et al., 2000). The cell hne was maintained by sucuessive
Iransplaniation nto rat peritoneal eavity. Nine days after
rransplantanon of the hepatorna, rats produced intrapentoneal
fluid (70 ml) thar was extracied with a syringe. The fluud
containing the AS30D cells was washed twice with cold 0 83%
NH4C1 solution {1:4) o remove erythrocyles. Cells were
centrifuged at 150 =g for 2 mm at 4 °C. Then, supematant was
(scarded, and the ol pellel was resuspended for 20 min in ice
cold HST buffer contaming 230 mM sucrose and | mM EGTA
n 3 mM HEPES buffer pH 7.2, Subscquently, cells were

minfuged at 130 xg for 2 min ar 4 C. The supernatant was
dizcarided and the cell pellet was resuspended in 3 ml of ice
cold HSE buffer. The AS-30D cell viabiliry was tested with
0.01%% yrypan blue, and cclls maimained 90 - 93% viability.

AS-20 1 mitgchondria isclation

The AS-30D cell suspension containmyg 1-3x 10% eells/
ml was somcated for 1 min at 360 db with an output
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frequency of 5 s. Disrupted cell suspension was dilued wiih
15 ml HSE buffer. The suspension was centrifuged at 873
scg Tor 10 min at 4 °C, the supematant was dscarded, the
pellet was resuspended with 15 ml of HSE buffer, and then
centrifuged m 10,000 xg for 10 min at 4 *C. The
mitochondnal pellet was stored at — 70 °C unuil measurement
of enzyme achvity

Rat Tty pertial hepatectomy

Panial hepateclomy was performed on male Wistar rats wiilhy

a weight of 250 p. Rats were mairained in individual
metabolic cages with a light—dark cycle D700 1900 ar 22
“C. Rais were fed ad libium with eomimercial chow diet and

had free access 1o water. Removal of 70" of the liver was
perfommed under cther anesthesia, using the procedure of

Higgins and Anderson (Hizgis and Anderson. 1U31). Animals
were killed at the indicated times afier surgery

Branched chain aminotransferase aciivin

BCAT aciivity was assayed in the mnochondrial peliel as
described previously (Hurson, Y988, Tores et al . 1998) The
respiratory  contrel was measured  for each mitoclondriat
preparation as described previously (Hwson, 19863 Activity
was measured al 37 °Cin S0 mM potassiim phosphaic buffer,
pH 7.8, which comained 50 pM pyndoxal phosphaie und 4 g/L
CHAPS. Fitty pl of supematant was added to the assay. and the
reaction was inihated by addition of a mixture conraining 1.0
mM a-keto (1-'"C] isocaproate/12 mMasoleucine. The radio-
active o-kele [I-MC] isocaproale was synthesized from
[1-""C]Leucine as deseribed by Ridiger et al. (Ridiger et al..
1972). L‘[I-MC]Leucme wag oblained from Amersham. The
specific actvity for a-keto [1-"*C] isocaproate was 200
dp.mnmot™'. ARer 5 min rhe reaciion was stopped by
addition of 300 pi of 2 M sodwm acetate pH 3.4. The
remammg a-keto[1-"'C] isocaproate no1 tuasaminated was
chemically decarboxylaled by adding 250 pl of 30% hydrogen
peroxide. A sample of 230 pi of the reaetion mixrure was added
to a scinnllation wial. Then 10 ml of liquid scinullation eockiail
(BCS, Amersham) was added and samples werc counted
{Wallac, Turku, Finland). Eaeh assay was done by duplieaie. A
unit of acuvity was defined as | pmol 11-''C] leveme
formed min ™' at 37 *C. BCAT specific activity wus cxpressed
as mUnits (mU)-(mg protein)™ "

SDOS-polvacrvlamide gel electrophoiesis

SDS-PAGE was carned out according o Laemmli 1 0%
gels (Lacmmli, 1970). Forty pg of protein from samples of AS-
30D mitochondnial suspension, rat adult hiver and rat fetal liver
supermatants, cubtured rat hepatocyles, and rat hear supermatant
were subjected to electrophoresis. Prior 10 electrophoresss, all
samples were boiled for 3 min in the presence of 4% SDS, with
205 2-mercaptoethanol. Premixed protein molecular weiszht
markers (low range) were used for molecolar mass determaa-
tion {Beehnnger Mannheim).
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fmrnoblotiing

Proteins 1 SDS-PAGE gels were transferred to PVDF
Western blotting membranes (Bochringer Mannheim GmbH,
Germmny) The transfer was carmied owl in a Transpher
clectrophioresis unit (Hoefer Scientific Instruments) following
the manufacturer instructions The PYDF membranes were
treated with | 3% gelarin /1.5% albumin for 2 h 21 37 °C and
incubated with anti-rat BCATm-specific [gG fraction (1:2500)
for 1.5 h al reom lemperature. Immunercactive prolein bands
were visualized using horseradish peroxidase-labeled goal anti-
rabbit antibedy (1:6000) after the oxidation of luminol as
[amineseent subsirale. The light emission was delccled by a
short cypoesure (o autoradiography film {ECL. Amersham Life
Scwence) Anti-rat BCATm untibody was obiamned as described
previsly (Wallin et al. 1990). Tmmunoblor analysis using
mitochondoul or tissue extracls from several Hssues have
stown onty a single band with a Mr. of 41 kDa, indicating that
the miibody does not cross react with other proleins and tha
recoumzes BCATm epitopes (Hursen of ol . 1992; Tovar ¢t al

I
frodation of torad RNA and Northern blor analysis

Total RNA was isolated from AS-30D hepatoma cells and
rat hver, kidney, and heart according 10 Chomezinsky
(C hmervasks and Sacchi 'yaT) For Nonhem analysis. 30
jiz of RNA was subjected 1o electrophorests i a 1 3% agarose
vel contaming 37" formaldehyde and transferred onto & nylon
membrisre Tilier Hybond-N™. {(Amersham, Buckinghamshire,
UK} .ond cross-linked with a UV crosslinker (Amersham) The
probe was a 900 bp Psi1-Eco R1 fragment of the rm BCATm
c¢DNA cloned m pT7 Blueseript (Bledsoe e al., 1997) and
lubeled with deoxveyudine ${a->*T'I dCTP (3000 Cifmmol,
Amersham) using the rediprime DNA labchng system (Amer-
sham). Filters were prehybridized with rapid-hyb buffer
{Amersham) at 65 °C for 45 mun, and then hybndized with
the labeled probe for 2.5 h a1 65 C. Membrancs were washed
once with 2X SS5C (1X S5C-0.15 M sodium chloride and |5
M sodinm citmter 0 176 SDS at room temperature for 20 min
and then washed wice with 01X SSC0. 1% SDS at 65 °C for
15 mim cach, Digitized images and quantification of radioac-
uvity of the bands were dune by uvsing the Instant Imager
¢lecrronic amoradiopraphy syvstem (Packard Instmument, Mer-
iden, CT1 Membranes were also exposed 10 Exiwascan flm
(Kodak ) at =70 °C wuh an mtensifying screen.

Histology, imnnohiciochemistne and
fnnocicciosemiicro sl

For light microscopy, liver slices were fixed by immersion
i ahsolue ethanol for 24h. Afier paraffin embedded, the
hepatie tissue was secuoned at 5 pny, and staincd wuh
hematoxyhn and eosin for histologieal analysis Immunohiste-
chuemical detection of BCATm was performed with a poly-
clomal rabdur specific anubody. Before incubation with the
primaiy anubody. the endogenous activity of peroxidase was
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quessched wath 0.03% HaO, in absolute mcthanol, liver
sectons were incubated with the primary anubedy diluted 17
500 n PBS overnight at 4 °C. Bound antibadies were delected
with goat anti-rabbit IgG labeled with peroxidase diuted 1/ 100
in PBS and diaminobenzidine. Ncgative controls consisted in
replacing the pnmary amibody by normal rabbit sera.

For immunoelecropmicroscepy studies. hepatoma cells
were grown as described above Afier cenmifugation. the
supernatant was discarded and the fixalive solution (4%
paraformaldehyde dissolved in Scrensen’s buffer) was added
and fixtng them for 2 h ar 4 °C. Then, the cells were
resuspended and extensively washed with Sorensen’s bufter,
free aldehyde groups were blocked in 05" M NHCLCI m
PBS for one hour and dehydrated in graded cthyl alcohol and
embedded in L-R White resin Thin secthions of ¢ell suspensions
fram 70 16 90 nam were placed on nickel gnds, The wiids were
incubated wnh the rabby anti-BCATm polyctonal antibody
diluted 1/100 in PBS with 1% boviric serum albumin and 0 5
Tween. Afler repeatedly rinsing with PBS. the grids were
mcubated with geat anti-rabbit [gG conjugated 10 5 nm rold
parucles diluted 1/20 in the same buffer. The gnds wore
stamed with ueamum salts and examined n a Zeiss EMIO
cleclron microscopce.

Siaustical anaiivis

The results are presenicd as meant S1.M. Stausteal analysis
was done by unpaired (-test. Ditfciences were considered
significant at P<0.05 (Swarview stutisticnl analysis program.
V.4.5, Abacus Concepts, Berkcley, CA)

Results
BCATm mRNA and activite i AS-300D hepatoma cells

BCAT .ctivity in adult rat hver was almost ncghgible,
AS30D hepatoma eells showed low BCAT acuvity i 2.4 mU/mg
protein), which was significantly inercased m the cnnched
fraction of isolated mitoehondria (8.5 mU/me protein) of the
same hepatoma cells (£1g. 1B). Rat heant homogenate showed
6.3-fold hgher BCAT activity than AS30D hcpatoma cells.
The BCAT acuvity of regencrated liver after parial hepatcc-
tomy. as well as the acrivity of feral liver was approximately 2-
fold mgher than the aetivity measured in ASIOD hepaloma
cells. There was no measurable BCAT acuvity in the
cytoplasmic fraction from AS30D hepatoma eclls, indicating
that activity was only locahized in the muochondna. This
finding was confirmed by Northern blot analysis that revealed
thot AS30D cells only expressed BCATm. whereas BOCATe
mRNA was undetectable (Data not shown). In addition,
BCATm protein was detected by Wesicrn Dot analysis in
homogenates and mitochonrdria of AS30D hepatoma cells (Fig
1A). Interestingly, the annbody agamst BCATm detecied two
bands of 41 and 43 kDa in AS30D hepatoma cells. However,
the ¢nniched mitochondria preparation showed only the 41 kDa
band similar 10 rat hean. In adult liver as well as m fresh
isolated hepatocyies was deteeted a protein of 43 kDa that did
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Fig. 1 BCATm Wesiern blot analvais and BCAT actisiy i different wvpe ol
cells and tssues of the rar Panel & shows the presence of BCATm in 1) hean.
2} AS 30 D eclis mitochondia, 1) hepatocytes, 4) AS30 0 celly, $) regenermed
hver. A fetal hver and 7) aduly liver. Panel B shows the correspondent BCAT
specific aetiv itics in same rvpe of cells and nssues as above, Data are expressed
as means SEM: # =3

not show BCAT activiry. A kinenc apalysis was performed
using 1selated mitochondra from AS30D cells (Fig. 2). The
apparent Kim obtained for Icucing, 1solcucine and valine was
1.040.02, 1,3£0.1 and 2,020 | mM, respecuvely, indicating
that BCATm i AS30D cells prefers Jeucne and isoleucine
over valine as substrates as has been observed in other ussues
(Hotson, 2001).

BCATM immuroclectronnnicroscom  in wmiltochondna from
ASIND cells

To further assess the inrracellular localizabon of BCATm
i AS-30D hepatoma cells, an nmmunoglectronmicroscopy
analysis was performed using 2 monoelonal antibody anti-rat
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Fig. 2. Kinchie analvas of BCATm in solated mitochendria of AS30 D

hepaloma cells. Expenments were eamicd om wsing graded concentratons of
valine, iseleucine or feucine. Data are expressed as mean = SEM: 7 =3,
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Fig. 3 Derection of mitochandnal branched chamn ammonansferase (BOAT) by
immunoclectronmicroscopy in the AS:300 hepatorna cel) line There are
immunolabeling i mitochondna (asterisks). and i lesser proportion in the
eyvigplasm (= 40.0000),

BCATm The results showed thar at the ulrastructural level,
immunogold pariicles were speaifically located i 1he
miochondna. Occasional gold particles were found free in
the cytoplasm or in small vacuoles tocated near o cndoplas-
mic reticulum perhaps associated with the 43 kDa pretein No
labeling was observed in the nuclei {(Fig. 3). These data
confirmed thar BCAT was present exclusively in the
mitochondna.

BCAT aciivit and expression during liver regeneration afier
partial hepatectorny

To estabhish if conditions of rapid cell growth in liver cells
were associaled with BCATm expression, BCAT achiviry,
BCATm protern and mRNA eonceniration during liver
regeneration afier partial hepatectomy were measured. fnier-
estingly, despite BCAT aetivity was almosi negligible in adulr
rat liver, BCAT activity increased 1n the regencrated portion of
the hiver around day 3 and 6 afler hepalectomy {£<0.05).
After day 7, BCAT activaty decreased progressively until day
14 reaching the actrviry observed w adult hver (Fig ). BCAT
activity did not change sigrficantly in the remanent portion of

_—— [coeneraled
e [emanant
m—t—adull ver
il sham

muU/mg prot.
O = MW s N @

0 2 4 6 a 10 12 14
Time (3}

Fig 4 BCAT activity in regenerated ral hiver afler partial hepateclomy
Homouenates from the remanent and regenerated iver lobules were obiained as
different times alier partial hepatectomy. Data are exprossed as mean LSLEM:
r= 100 Asteriks mdicate a significam difference (£ <0 05)
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the liver. BCAT activiry was also measured in kidney and heart,
and ao significant change was observed slong the 14 days of
liver rezeneration. The avernge achivity in kidney and hean was
13.9°1.3 mWmy protem and 225223 mll/ mig proten,
respectively. Despire the regenerated hver showed BCAT
wivity, BCATm mRNA was barely expressed from day 3 ro
5 after heparectomy (T ig. ) commpored with kidney and hean
used as controls.

BCATm immunobloning analysis during fiver regeneration
after gnartial hepatecton

To wssess if ehanges y BCAT activity were associated with
diffeient sizes of BCATm protem, Weston blot analysis
revenled the presence of 4 bamd of 43 kDa in the hver of aduh
rats o sham operated rats ([Fig. 6). BCATm antiserum detected
two bands of 41 ond 43 kDa cach in fetal hiver, During
regeicration, remanciil liver showed always the presence of the
43 kDa band. In the regenerated liver, there was an incteise of
lhe 41 kDa band from day 4 10 day 6. After 14 days of hver
regeneration the only band detectable corresponded 1o that with
a Mr. of 43 kDa. The appearance of the 4] kDa band was
sssociated with BCAT aetivity, whereas the band of 43 kDa
vas associated with none BCAT activity,

BCATm immunohistochemisay: of liver regenieration afier 3
durs af surgere

“noammunohistochemistry  analysis was performed to
determine the specific locahization of BCATm n the liver
during regeneration. The greatest BCATm immunodetection
was located mainly in the zone of liver regencration. Ine the
necrosis area there wis no detection of BCATm. Distal regions
from the maximal zone of liver regeneration sivowed only

Life Sciences T8 (20005 30d- 339

Fig. 7 Detes o o miloghorsbnal beanched cha

sl msEine i e tsdue aller flee

o e

Theee b swlecfivy amgd oy BOAT mnmronpin i FCEET

i sl the nommal destal bver

whnle b socrot wssoe (while ssi

ST LE A ]

modest immunereactvity {Hig 7y The immunohistochemical
analysis supeests it the expression of BCATm is associated
with the actwve regercration area

Discussion

The results of the present study showed ithar hepaioma
AS30D cells had BCAT activity, and il is exclusively localized
w the mitochondna, Western and Northemn blot analysis
revealed that the only isoform presenmt i AS30D cells 1s
BCATm. On the other hand, the liver during repeneration afier
partial hepatectomy showed the appearanee of BCAT aetiviny
from days 3 1o 6 afier surgery, and the activity progressively
decreased unnl day 14, when 1t was negligible. BCAT aeuvity
duning liver regeneration was associated with BCATm, since
Western and Nuoithem blot analysts only detected the presence
of BCATm

It has been established by severl studics thut BCAT activity
is present in most tissues but is almost underecrable in rat adnl
liver { Toires ¢ al L 1998%). Nonetheless, during the feral life, the
liver expresses BCATm and then decline to almost undeteel-
able levels after binh (Torres e ul. 2001) The present study
showed that liver cells in a stage of high rate of cellular
prohiferation, sich as the hepatoma AS3IND cell linel or liver
eells during hepate redencration afler partial hepateciomy also
expresies BCATm. Previous studies 1 yeast idennified that
BCATe and BCATm expression are regulaicid by the oncogene
c-mve (bden e al, 1996 Kispal et ol 199%) and it was
supgesied that these enzymes have an additional role in

Days afler partial hepatectomy
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Fig. 6. BCAT Meestain Mot anilysis of renmnent 100 and regenesated (RD liver Tobales at difFerent disvs afier partial Bopatecinm,
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regutstion of cell proliferanon At the present time there 15 no
information about transeriptic:al control of BCATm gene that
can explain the appearance of BCATm under these conditions.
Despite the expression of BCATm in the fetal liver and
durmg liver regeneration, the activity and expression of the
second enzyme of BCAA cmabolism, the branched cham a-
keto acid dehydrogenase, 1s markedly dimimished or absent
(7 i1, 1943, indicanng that BCATm is essential for a
differcit prrocess onrelated wath BCAA oxidation. More studies
are required 1o assess the role of BCAT:in in these processes.
Inerestingly. there was an association of BCAT activity with
the presence of the 41 kDa BCATm and 1he absence of BCAT
activiey with the appearance of the 43 kDa BCATm. The laige
torim of BCATm has becn dentfied also in cuhured
hepatoeytes {Hutson e al, 12 and adult rat liver (Tones
il 2600y Afier pwtial hepatectomy, the immunablot
salysis revealed that during liver regeneration the ncrease
in BCAT activity was associated with the appearance of 1
band ¢4 41 kDa detecied with the aniibody against BCATm,
wl he stages of tow activity, the analysis revciled
a banal of 43 kD, 1es nol known the mechanism by which the
chanpe benwveen both forms of BCATm occurs. The 43 kDa
band showed a weak signal in the adult liver Western blot
analysis indicalmg low abundance of this protein. The low
expression of this prolein in the liver of adult rats might be
ted 1o rissue specific tramscriptional contrel, or a specific
mwthy lition state ol the DNA scquence of this gene m the liver
Both possibilitics are under study in our Taboratory
There is no mformanon abont the utilization of BCAA hy
AS-3UD cells. In this study we demonstrated thar AS-30D cells
expresses only BCATm. Kinetic analysis showed that 1he
apparent Km values of BCATm for the three BCAA are similar
1o thuse estimated in other tissues (Huson, 2001). AS-0D
cells are fust-growlh rumor cells widy a high rate of protein
svnthesis but also a high rate of active 1on transport that
wreases their requiremnent of ATP (Rodniguez-Enriques et al..
21Ki0) BCAA might be oxidized 1o provide substrates for the
TCA cvele 10 increase ATP production. However, more
resenrch 1s needed to assess the role of BCATm in AS3IOD
cells

creas during

H B

Acknowledgemenits

We are grateful to Juan Carlos Contreras for assistance n
perferming the immuneccleciron micrescopy smudies

References

1997, Cloming el ifie ra
{BCATInY The Javms! of

Jileds LK
cndi

Helisgawel L

Daweamn. P~\ Huisoer, S A .
Hain amuneirasferas s
i 1339510 9 |

Chome vk, P bnccln NV sinple-step msthod of RNA rsalistion by
sl guaadivigm b atz-phenvl-chloreform  extrcian, Analylcsi
Hlos: bgrmmmesary 162 (4) 156 - 15%

Duttzim, D)., Davis, E_E. 1993, Chaslition of pynavae. mmli

by AS-HD
TR .

cyhmobe  reducing  cguivalepis fepatoma

Archives of Blockemipre amd Flzophy sics 102

Lt

Sonvares TH r i 334- 339 139
Fden, A Simchen. G Bemveriaty N1 e venast homas [ops of ECA T
L 1 §or ¢-Mye regulatien. code T cyrosalic amd inies hondres] e hed-

al Che

cham amune newd an . The Janmal of Tinlogn Ty
IT1(34), 20242 - 20145,

Ball TR. Wallm, R.. Rewrhan, G Do Harson Sk, 1903 Bramchied chain
grnipironslorsss secnnancs. The Journs! of Brpdogscal Chemiziey 268 |2)
306 Mk

Hurger, A F. Blller, RO Bih K P984 Branched Clam amimo acid!
mictafiolen Al Review of fyrmiton 4, 404454,

PWigems, GH. And 1. RAML 16T Expemmental patbedogs of the Tives
Resmmhm af vern he winle st Jollowiny sarhal sarg el s o
Archaves of Pathology 1212 1H u

Hutson, S 83 1956 Bt «ham oo seid euidai e docsboxylation o
kedetal muscle mtochonedda, The Ml of Bisfegaeal LY |
(1 4420 - 4425

Flureor SO 195N 54k digmbiian of larched-chain aminotansior
Asc ANl im ol s Jogrmal ol Mubion VI8 §10 1375 1451,

Hii S, 2000, Strvernes el Tasction of Bianehed chinan amimoirunslonses
Progress 0 Nuchog Acid Rescae o and Medocular B E 2

Histson. S8 Fonslgmmacher, 1D Mabar, ( i ni
ransarmnaton m b bed i aong aiibilism. Tt ufl
Blakigical Ulcmi 1~ k1S

Hutsan S W1, Wall PEE Memrficaisi of e esedinal
b pif s pEalormy nox Tisncs I
Jorar A0 IARA L - I S6RA

Iupsr Daasar, PAL 1905 Cliibing and

T : masmmlilion ¢y v branchcd chasn dpsnorsss (e G
L vraie, Joiarral af Nodrision 2704 50). O - HpEED,

Jefvfmm. AL Kosama, B . {066, Trmamomse of g bed e mmnn agds
Fournsl of Biochymesry 570, 160~ 69

K. Go Sreiner. o ot A Bolinehe, B LAL R L1996 Minichondral
and cvtosalic bmnched-chmn amare pcad (mnsammie i
ki ligs of 1he e omcogs e P I Ecad® prodian,

Palogion! Che 4 4y, 2 LR
Lacimnli 1K, 1970 (IL\-:L.. il apuyinrs prevcine durmy Bhe assosiibly of i
icadl of bactermphage 18 Maimre 277 (250, (80 - HES
=Longiez, § bodeMagquee. ME L Moreno-Samc ez, R TR0,
gz avodation arl ATP supgly m A5 T0D hepiatonms Archiv el
Buienusiny ATE N 1= 30

Ridrger, W Lar L, Crosbde, D1 10720 A samphified method Tor
the preparasion of 140 Lk lled b bod-cCham a-oxo sonts TI
il Jomerre] 126 (20 345 - d46

Faglor, RT. lonkims, WL I'Mb Leucine smmetmmidrase 10 Punifics
len and claracknzahion srnat o Brolopicad & heons 41 (195
13%6 4405,

Torres. N Lopez. G. De Sarago, 5. Hatson, S M. Tovan AR 199K

! cgulates eaprossen of B milog) 1
i wee Tt Jour [ Murmtmn 128 80 1308 - 12
wites, N.. Tevar AR Hampor, AL 1993 Metabalisn of valine in mi s
wardle milochondria rral ol Nuittgmdl Binehemnty L 62
Torrus, W | Vargas, C. Ho z-Panifin, R . Chozeo, He, Hursah, 5 & vAr,
R 2001, Ontegeny sod subgellidas hcabization o or inisec el
o chaim ammo oacid aminoiranslerase  Eur Juumnl ol Bro-
hemismy 268 (23, 6131 AL :9

I.-~.|.. AR . Becomnl, B He 7P R.. Logez: Cio Swryawan A

DoSaiibige. S, M, 8 ‘\1 i N.. 2000 Localizstbors  and
xpressam of BCAT doring progaancy st Lnmion o the mr manwinry:
vland. Arcrean gwinal ol Phisology Lpdocradogy aml Men

2R0 (7, TERD-Fdux

Walline R Hall, TR, Husore SM PHEE Pusificasion of houmeled <l
aminmasferase, The Jowsnal Biolegical Chemsire 565 (01 6119 - b2,

Zhao, Y., Dynne 8. Hams BLAL 1S Developmcnial patiem of Bran -

Zaxo mid dehwirogenase complex o Yer and eat The
Beichernical Jommal 20 | 3y, 369 - 459




