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RESUMNEN

En esta Tesis se nresentan un anflisis del efec-
to de fosfolinidos sobre la transformacidn de &cido meva-
l1énico en prenoles, v la purificacidn narcial de dos pre-
nilsintetasas de diferente especificidad dz producto.

Durante el estudio del primer efecto, se encon-
tré que la transformacidén de Scido mevalbnico por sistemas

enzimiticos hidrosolubles de Pinus radiata v Citrus sinen-

sis era inhibida nor una serie de fosfolipidos: fuera de
este efecto, se pudo demostrar gue estos compuestos pueden
transferir farnesil pirofosfato desde una fas= acuosa
una fase orgénica altamente apolar.

Las prenilsintetasas s=2 nurificaron usando la
siguiente secuencia: preparacién 4dc un polvo cetdnico de

flavedo de Citrus sinensis preparacién de un extracto

acuoso de esta prevaracidn, dos fraccionamientos sucesivos
con sulfato de amonio, vy cromatograffas en Sephadex G-100,
DEAE celulosa v Sephadex G-150, La purificacidn fue de
unas 70-100 veces, vy el rendimiento de un 5%.

I.as enzimas asi purificadas comparten la misma
especificidnad hacia los sustratos IPP v DMAPP o GPP, paro
generan productos con geometria diferente alrededor del do-
ble enlace 2,3: GPP o NPP, v 2Z2-trans o 2-cis-FPP, depen-
diendo del sustrato alflico usado. Ni el FPP ni el NpPP

son sustratos para ninguna de ambas actividades.
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Ambas enzimas fueron estabilizadas en solucidn

]

por DTT, EDTA y GPP, paro la enzima cis fue mucho menos es-

table. La misma caracteristica se observé en experimentos
éa ihactivacidn térmica.

La enzima cis fue inhibida fusrtemente por los
comoonentas colorsados del extracto, yva aue se obsarvd o
un aumento significativo en la relacifa cis/trans cuando
la preparacién ehzimdtica se 1librd de astos compuestos por
cromatografia en Sevhadax 5-100- esto =xplica que la nuri-
ficacidn de esta actividad fuera de unas 400 veces, medida
usando la velocidad de generacibn d= productos cis.

Esta es la nrimera vez que se describe y purifi-
ce esta actividad, lo que explica la generacifn de ¥PP, el

precursor inmediato de los monoternencs en Citrus.

1
i

mpainn.

Ia actividad

Q
“

fus independiente del sistema

D]

redox de isomerizacidn que transforma 2-trans en 2-cis-
farnesol, lo que sugisre que ambos sistemas son funcional-
mente independientes: asi, la enzima cis funcionaria exclu-
sivamente en la biosintesis de monoterrpenos, mientras gue
el sistama rodox podria operar en la sintaesis de gesgui-
terpenos.

¥o sz observd inhibicifn d2 las enzimas purifica-
das por fosfolipidos: por lo tanto, ¢l efecto inhibitorio
observado en el extracto podrfa deberse al refuerzo, por par
te de los lipidos, de una interaccién inhibitoria previamen-
te existente entre las enzimas y lcs componentes coloreados

del extracto.
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This Thesis reports two tyoes of results: a-an

analysis of the effect of phosnhc

ek

14
o

ipids con prenol hiosvn-
thasis and liposolubilitv, and b-the individualization and
parcial purification of two nrenvltransferases with diffe-
rant product stetreospesificity.

The transformation of znlﬂc-mevalonic acid into

vrenols by soluble enzymic gvstams nf Pinusg radista and

Citrus sinensis was inhibited by the addition of varinus

kinds of crude and nurified phosphclipids. Controls
showed that phospholipids increased marcedly the extrac-
tion of Cls prenyinvrophosphates by anolar crganic solvents.
This explains an apparent stimalation of prencl biosynthe-
sis previcusly reported.

Added phosphelipids inhibited the nrenvltransfe-
rase from a2 crude extract from an acetonz povwder of orange
flavadn by about 508%.

Prenyltransferase was purified from Citrus sincn-

sig flavedo by the following prncedure: acetone powder
ovrenaration, agqueous axtraction of the enzvme, two succa-
sive fractionations with ammonium sulfate, chromatography
on Sephadox G-100, on DEAE cellulose and finally on Sepha-
dex G-150. The purification thus achieved was 70~100
fold, and the overall yield, about 5%. Activity was mea-

sured as the initial rate of formation of acid labile



(nllvrlic) commounds nroduced from 4w140~IPP and an mmlaho-

1led z2llvlic substrate (IMLPP or GPP).

""J‘

2se praparations contain twe prenvlisvnthetases

wnich have the samc specificity for the subctratzs IPP and
MAPP oxr GPP, but generate products with different gecme-
tries arcund ths 2,3 doukle bond. The reaction »rceducts

af hoth enzymes are GPP or HPP {CIG}’ as wel as 2~§:a_

oY Z2-cis-Fpp (clE), denending on the chain length of the
allvlic suhstrate (DMARP or GPP, respectively). They
cannct use PP for furthar cendensation nor HPP as the C10
substrate. lHence these activities are called 2-trans and
2-cis~ITPP synthetases.

Both preavlsynthetasss wer:s nrotected from inac-

tivation by DTT, EDTA and 3PP, but the trans anzvme wes

mach more stable than the cizs transforase. The latter

activityv was comlztely lnzt (as seen bv the absence of
farmation of WPP and 2-cis PFPP) after two weaks of storage

at 4°C, sven in the prasence of these wrotegtors. ©n the
othar hand, the trans =znzyme retains 80% of its activity
after a month under the same conditions., IAnalogously, the
cis enzyme was inactivated much more rapidly than the trans
anzyme at temperatures higher than 59°. These facts cannct
be explained on the basis of a single transferase.

The cig/trans activity ratio increases signifi-
cantly after complete elimination of the coloured components

of the extract by Sephadex G-100 chromatography: this result

‘ . xvidl



also points to the existence of two stereospecific trans-
forases and suggests that the cis enzyme is strongly in-
hibited »v the pigments »f the flavadn extract. This
cculd exnlain the difficulties found in the ccnsistent
demostration of this activitv in orange flavedo extracts.
Aecordingly, enzvme vields over 100% were often obtainad
after one or two succesive ammonium sulfate fractiona-
tions, particularly with Clo synthetase activity. The
purification of the cis enzvme was about 400 times, mea-
sured by the rate of formation cf cis compounds.

This is the first report of the individualiza-
tion and partial purification of this cis transferase
activity., This explains the biosynthesis of ¥PP, an in=-
mediate precursor of cvelic monoternene hvdrocarbons in

Citrus sinensis and Citrus limonun flavedo.

The 2-cis-FPP svnthetase activity was proved

to he independant of the redox isomerization system wich

forms 2-cis-farnesal and 2-¢cis-farnesol. 2All these facts

suggsst that the cis enzyme i3 genatically and physica-
1ly independent »f the redox enzvmas,
the £irst gysten coald he specifically directed o mono-
terpene binsynthesis, and th2 seeond to sesquiterpenes
metabolism, including aswmisic acid syntheéis,

He inhibition ty phosphcolipids could bhe found

on the purified enzymss, suggesting that the inhibitory

xix



aeffect obhserved on tha pranvlsvnthetnase in the ecorude

extract was dua t~ a reinforcaement of inhibitory between

the enzvmes and the non-protein, coloured ccmponents of

the extract



INTZTRODUCCION

1. Desarrollo histSrico de los conceptos fundamentales de

la riosintesis de isoprenoides.

Los t2jidos animales o vegetalasz, asf come los
microorganismos, contienen una gran variedad de compuestos
Ge estructufa v tamafio muy diversos, pero aue tienen en
contin su relacién bioganética con una uvnidad fundamental de
5 Atomons de C, el isopreno, C5H8° Entre estos compuestos,
denominados isoprenoidaes, se encuentran los esteroides,
carotenoides, poliprenoles, hidrocarhuros hemi~-,mono- ,di-,
tyi=; v sesquiterpénicos,l v sus derivados oxigenados,

giberelinas, &cido abscisico, caucho, gutapercha, las ubi-

guinonas, ate.

La relacidn entre compuastos tan variados la esta-
blacid vor primera vez Wallach en 1887, cuando ohservd que
los toerovenos formados por tejidos vegetales possen una es-
tructura cue nuede rasulter formalmente de la vuxtaposicidén
de unidades isoprénicas (1). Luego Pobinson, an 1934, oxten-

ai8 este punto d= vista v formulsd por primera vez una

1. VYer levyenda d2 la Figura 6.
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hinStesis biogenética al postular, sohre una base puramente
estructural,que el colesterol podfa derivar del escualeno,
v éste, del isopreno (2). Fue mas lejos afin y postuld que
en los terpencs las unidacdes isopré&nicas se disponen siem-
pre de un modo recular: cabeza-cecla o paralela.2 Sin em-
bargo, cuando se elucidaron las estructuras de algunos iso-
prenos complejos comn el lanosterol, un intermediario en
la biosintesis el colesternl, se encontrd que la regla no
nodfa aplicarse, dado que la Adistribucidn de metilos gemi-
nales en el anillo 2 v en la cadena iscoctflica de este com-
puestn no era compatible con este tipo iterativo de conden-
sacién paralela (3).

Este hecho condujo a Leonold RBuzicka, Profesor de
Quimica Orgénica en Zurich a postular en 1953 la ahora uni-
versalmente acentada regla biogengtica ¢el isoprenc (4).
De acuerdn a esta regla, los isonrennidaes no se forman di-
rectamente del isopreno, sino que derivan e alechnles iso-
nrénicos de estructura conececida, de 10, 15, 20 v 32 &tomos
de carbono. Los sistemas binlégicos resmonsables de estas
transformacirnas simplemente aprovecharfen la reactividad
natural de estos compuestns, 7e tal modeo gque todas las es-

tructuras de los isovrenocides derivarian de aquellos

2. Sz entiende nor cabeza-ccla la Aisposici&n en qgue el
carbono 1 de un isopreno se yvuxtapone al carbono 4 de otro
(Figura 2). Se la denomina tamhi&n paralela.




precursores mediante dimerizaciones antiraralelas, cicla-
ciones o resrdenamientos prodecibles de acuerdo a las re-
glas conocidas ¢de la Quimica Orgfnica. A esto sa agrega-
rian procesos Ge hidrcexilacién, oxidacién v otras reaccio-
nes, hasta generar el vroducto final.

Ahora se sabe aque los verdadercs vnrecursoras son
los &steres pirofosfdricos de estos alcoholes isonré&nicons
o prencles. Sin embargo, la pronosicidn de Ruzicka se tra-
dujo en un r&pidn Adesarrnlln cde aste &rea de la Biogquimica.
Bl m&todon, las ideas v las técnicas emnleadas en este desa-
rrollo constituyen nrobablementa 1la m3s compnleta y fructife-
ra aplicacidn de la Quimica Orgé&nica a la Bioquimica moder-
na.

BEn 1956, Folkers y "right identificaron a la me-
valonnlactona crme uno de los componentes esenciales del

medic de cultive de2 una cena de Lactobacillus (5). En el

mismo anr, Tavormina v sus asociados encontraron gue el
Acido mevaldénico era un excelaente »nrecursor del ceolestarol
(6), enn 1o aque se tuvo la primera evidencia definitiva de
un intermecdiario esnacifico de la biosintesis da igoprenoi-
das. DResnuds se encontrd este mism~ resultado en una serie
tan grande de isoprencides que la incornoracidn de radiac-
tividad dz dcido mevaldnico en un determinadc compuesto lle=
g8 a usarse comn criterio para afirmar gue este compuesto

era un isoprenocicde (7). Sin embargo, ahora se sabe que




esto no es cierto =n todos los cascs. Por ejemplo, Popjék
ha demostrado que el &cido mevaldénico puede ser metaboliza-
Ao hacia Acidns grasos (3).

Bloch (9) y Cornforth (10) probaron que el esque-
leto completo del colestercl derivaba del acetato. E1 pa-
trdn de distribucidén de los carhonos derivados del metilo
o del carboxilo del acetato en la estructura del coleste-
rol, sugirid cque un compuesto de 5 o0 6 C era el precursor
fundamental de estos compuestos, lo gue se confirmd con
el descubrimiento del &cido mevalénico (Figura 1).

Si bien la regla &el isopreno era a priori una
prorosicién racionalmente aceptable, no encontré apovo ex-
perimental directo en sistemas bioldgicos hasta el descu-
brimiento en 1958 del isopentenil pirofosfato (IPP, 3-me-
til,3~-butenil nircfosfato) (11). Este es el primer com~
puesto de la ruta bicsintética de los isoprencides en el
que la estructura isoprénica se regonoce directamente
(Figura 2)

2. Biosintesis de isopentenil pirofosfato.

La biosfintesis de IPP se cdemostrd a nartir de
&cido mevaldnico (MVA) en levadura (12), bacterias (13),
plantas superiores (14,60) y mamifercs, (15). Este proceso
ocurre a través de tres reacciones que usan ATP:; las dAos
primeras generan secuencialmente el grupo pirofosfato v en

la Gltima el carboxilo v 2l OH del MVA se eliminan
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Figura

Acido 3=R-mevalénico




Figura 2

Isopreno e isopentenil pirofosfato

Isopreno

CiE

Isopentenil pirofosfato




concertadamente para generar el metilo terminal del IPP
(Figura 3).

Las enZzimas que catalizan estas reacciones son
la guinasa mevaldnica, la guinasa fosfomevalbnica vy la pi-
rofosfomevaldnico descarboxilasa. La primera enzima se
purific6é en 1970 partiendo de higado de cerdo hasta obte-
ner vna protefna homogénea (16). La enzima s8lo utiliza
el enantibmero B del Acido mavaldnico (17, 18), requiere
de un grupo S5H reducido v exhibe un mecanismo secuencial
ordenado de entrada y salida de reaccionantes y productos
(16) . La actividad es inhibida en un 50% por farnesil
pirofosfato 2-3 w! (19), lo que sugiere que esta reaccidn
es un punto de control metabdlico (19) (ver Figura 6). La

- ; + 5
actividad requiere de Mg “ o Mn s

;, siendo el primero més
eficiente (16). EL PM de la enzima de higado de cerdo es
de 98000 (16).

Las enzimas siguientes son mucho mencos conoci-
das. La pirofosforilacidn del &cido fosfomevaldnico exhi-
be un requerimiento de metales semejante al de la quinasa
mevalénica (20). La constante de equilibrio de la reac-
cibén es del orden de 1 )(21), v la actividad es fuertemen-
te inhibida por reactivos de tioles (21). No hay datos so-
bre el mecanismo de la reacecifn. La enzima se ha purifica-
do parcialmentz de higado de cerdo (20) y latex de Hevea

bragiliengsis (22), vy se la ha descrito o se ha inferido su

existencia por los productos intermediarios en Pinus



Figura 3

Biosintesis de isopentenil pirofosfato
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raciate (23), Cucurbita pepo (24), Citrus sinensis (63)"-

Y:on hojos e Hepeta cataria (76).

La pirofosfomevalénico descarboxilasa cataliza
la reaccidén entre pirofosfomevaldnico v ATP para formar
IPP, ADP, ortofosfato vy COZ' La enzima se ha purificado
parcialmente de higado de cerdo (20): el mecanismo no se
conoce con certeza pvero se han postulado dos hipStesis:
una de ellas sugiere qus durante la reaccifén se forma
3~-fosfo-5-pirofosfomevaldnico, pero este compuesto nunca
se ha detectado (25): seglin la otra, el carboxilo v el OH
del sustrato se eliminen en una reaccidén concertada, en la
que el fosfato terminal del ATP acepta el hidroxile salien-
te (Figura 3) (25). Ambas hiplitesis son consistentes con
la incorvoracién de isdtopo del 3. 18 0-MvA en el producto
ortofosfato (25). Cornforth ha demostrado que la remocidén
del COOH y del 0H es antiperiplanar, exactamente como en la
reaccidn quimica de descarboxilacién v debromacidn de &ci-
dos ‘‘-Br~carboxilicos (27).

La reaccidn requiere de Mg+2 y el pH Sptimc es
de 6,5 (20). No se conocen otras caracteristicas de la
reaccibén o de la enzina.

3. Isopentenil pirofosfato isomerasa.

En la siguiente reaccidn de la secuencia biosin-
tética, el IPP se transforma en ¢l compuesto zalflico dime-

tilalilpirofosfate (DMAPP: 3-metil-~2-hutenil PP), es
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decir, @l doble enlace migra de 03~C4 a C2-C3. La enzima
gue cataliza esta reaccifn se dencmina isopentenil pirofos-
fato isomerasa. Eata z2nzima se ha purificade unas 20 veces
de higado de cerdo (20), y de C. pepo (28), vy se ha demos-
trado su existencia en levadura (l1l), flavedo de Cigrus(29),
plantulas de Pinus (34) y suero de Hevea (31). La enzima

2 o) Mn+2, es inhibida por hajas concentracio-

raquiere de Mg+
nes de reactivns de ticles (29, 32), v el P se ha estimado
en unos 60000 daltons (32). La constante de equilibrio es
da alrededor de 9 (32).

La reaccidn procede probablemente a través de un
carbocatidn que se forma cuandc un protdn se adiciona al
carbono metilénico del IPP (Figura 4): luego, el carbocatién
se estabilize por eliminacidn del H 2-pro-R del 02 (33, 34),
lo que genera 21 doble enlace 2,3. E1l nuevo metilo geminal
queda trans respecto al grupo pirofosfatns (35). La adicidn
del protdSn ocurre sobre la cara reé del doble enlace 3,4
(36) . El mecanismo sc¢ muestra en la Figura 4.

4, Prenilsintetasas.

4,1, Definicién.

Se denominan prenilsintetasas o preniltransferasas
a las enzimas que catalizan las reacciones de adicifSn mostra=
das en la Figura 5. El IPP generado por la quinasa mevalsd-
nica, la guinasa pirofosfomevalfnica y la pirocfosfomevaléni-

co descarboxilasa, sirve como la unidad condensante




Figura ¢

Mecanismo de la reaccifn catalizada por la IPP isomerasa

/ OPP OPP

IPP DMAPP

COPP

El primer dibujo muestra la reaccifn general; en el
seggundo se muestran las transferencias de protén catali-
zadas en el sitio activo de la enzima que dan cuenta de

de la isomerizacifn. Un protdén se agrega al C dando

4'
un carbocatibn que se esthbiliza por la remocidn de

uno de los protones del Cz.

1 B 5



b&sica para estas reacciones de polimerizacidn. Los prq:
ductos de estas condensaciones son el punto de partida:ghw
ra la generacidén de todos los isoprenoides, salvo los he-
miterpenos (Figuras 5 y 6). OQuimicamente, estas reaccio-
nes de polimerizacién pueden considerarse como el resultado
de una adicibén de un electréfilo (el pirofosfato alflico)

a una olafina (el IPP), con eliminacidén de pirofosfato
inorgénico y de un nrotén del C2 (Figura 7): asi se genera
un nuevo doble enlace 2,3, =n un nuevo compuesto alflico
con 5 &tomos de C més. Este puedé'aéicionarse en una nueva
reaccién de condensacidn paralela a otra molécula de IPP,

v asf sucesivamente. Dependiendo de la especie o teijido,
el nfimero de condensaciones paralelas puede ser una o dos,
como en la biosfntesis de GPP o FPP (38), puede ser de 10

a 20 como en la sfntesis de poliprenoles (39), o llegar a
varios miles, como en 15 sfintesis de caucho o gutapercha
(40) (Figuras 5 y 6).

En la Figura 6 se nmuestra un esguema general de
la biosintesis de los isoprenoides a partir de &cido meva=
18nico: es obvio que la distribucibn de iscoprenoides carac-
teristica de cada tejido u 6rgano dependeré tanto dsl tama-
ho v la geometrfa de dobles enlaces de los prenil pirofosfa-
tos como de las transformaciones aespecificas que estos su-
fran. Ya que son las prenilsintetasas las enzimas que defi=-

nen el tamafio y la geometria de los prenilpirofosfatos, se

puade prever que deben existir muchos tipos de enzimas




€T

Figura 5

Reacciones de sintesis de prenil pirofosfatos
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Figura 6

/
Biosintesis de isoprenoides

; : 2 NPP ———> caucho
MVA —» ~—» —3 IPP — DMAPP < IZ- >-s momterpenos#*
l GPP

hemiterpenos* “//// \\\i‘
sesquiterpenos* «— trans—-trans-FPP cis-trans-FPP —» sesquiterpenos’
trans-GGPP escualeno &cido abscisico
esteroles
poliprenoles*
diterpenos* carotenos

*Los terpenos se denominan de acuerdo al nfimero de unidades isoprénicas que

contienen: hemi (1), mono (2), sesqui (3), di (4),etc.
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gue presentarén especificidad respecto a dos variables:
estas son el largo de cadena del sustrato alflico y por
ende del producto, v la conformacifn en torno a cada nue-
ve doble enlace generado.

4.2. Propiedades generales.

La FPP sistetasa se ha obtenido como una protei-
na homogénea de higado de cerdo (41), higodo de ave (42)
y de levadura (43), v sc¢ ha purificado parcialmente de Ri-
cinus _communis (44) y de £, pepo (45). Todas estas enzi-
mas catalizan la sintesis de GPP vy FPP. Otras prenilsin-

tetasas incluven una actividad GGPP sintetisica purificada

de Micrococcus lisodeikticus (46) vy detactada en semillas
de L. pepo (47) v de R. communis (141), una undecaprenil
pirofosfato sintetasa parcialmente purificada de Lactoba-
gillus plantarum (48), y una Cgs 2 C,, prenilpirofosfato

sintetasa de . lisodeikticus (48). EZEstas filtimas enzimas

catalizan la sintesis de C55 v de C35 a 040 prenilpirofos-
fato respectivamente, usando IPP v FPP como sustratos.

Las (nicas enzinas bien estudiadas, sin embargo,
son las prenilsintetasas de higado de cerdo e higado de
ace (41, 42). Estas enzimas tienen un PM de 85000 dal-
tons, usan DMAPP o GPP como sustratos alflicos y requieren
absolutamente de un metal divalente como Mg+2 {42, 50); el
Mn+2 es algo menos eficiente. L2 enzima es inhibida por

reactivos de tioles (50). Las Km para IPP vy GPP son de
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de 0,5 pM, con la enzima de higado de ave (42) vy de 1,5 ¥y
4,3 pM con la enzima de hfgado de cerdo (50), respectiva-
mente. Se ha determinado que las enzimas de hfgado de ave
v levadura estdn compuestas por dos dimeros aparentemente
idénticos (42, 43). 7Todas las farnesil pirofosfato sinte-
tasas descritas en la literatura catalizan la rsaccién de
sfntesis de GPP, es decir, son tanto DMAPP como GPP trans-
ferasas. Esta evidencia vino primero de la co-~purificacién
de ambas actividades, y luego de la demostracifn de que am-
bas FPP sintetasas purificadas hasta satisfacer varios cri-~
terios de homogeneidad proteica, exhiben también actividad
GPP sintetdsica (42).

El grupo de Rilling demostr6 recientemente que la
enzima de hfgado de ave posee un sitio de unidén de IPP por
subunidad, y un solo sitio para ambos sustratos alflicos,
DMAPP v GPP. Isto demuestra que las condensaciones de Clo
y de Cls son catelizadas en la misma regidn de la enzima.

4.3. Hecanismo.

La reaccifn sigue un mecanismo Bi-Bi ordenado (50)
como se muestra en la Figura 7; el primer sustrato es el
alflico, v el primer producto es el nuevo alilico de 5 C
m&s. El pirofosfato es el Gltimo producto en salir.

La reaccifn parece ocurrir con la formacién de
un C{ carbocatidn alflico, producido por .la ruptura hete-

rolitica del enlace carbo-oxigeno, probablemente inducida
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Figura 7
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por el IPP en el sitio activo; inmediatamente después el
catidn alilo se adiciona por la cara si al doble enlace
3,4 del IPP (27) - azf , la configuracifn alrededor del
C, se invierte (53). 2Asf se genera un nuevo carbocatién
gque se estabiliza por la eliminacifén estereoespecifica del
H 2-pro-R del 02 (34, 53), como se muestra en la Figura 8.
Aunque la inversién de la configquracién del Cl
del sustrato alilico es compatible con un mecanismo de con-

densacidén SN2 (53), recientemente se encontrS que la FPP

prenilsintetasa de higado de cerdo, cataliza la hidrélisis

del sustrato alilico GPP, v que esta reaccién es estimula-
da por pirofosfato inorgénico (41), También se forman pe-
guefias cantidades de hidrocarburos (41). La hidrélisis

procede con inversidén de la configuracién en el C, del sus-

i |
trato alilico., igual gue en la condensacién (53). Esta
evidencia sugiera que la enzima puede catalizar la forma-
cibn del catién alilo del GPP en una forma suficientemen-
te estable y especifica como para gue no se produzca reor-
denamiento alflico, que generarfia un alcohol terciario (li-
nalool o un homblogo), ni racemizacibn en el C;. El carbo-
catidn se estaebiliza por salida de protén dando un hidro-
carburo, o reacciona con agua para dar el alcohol primario.
La reaccién de hidr8lisis sflo se menifiesta en ausencia
del segundo sustrato IPP y procede a un 3% de la veloci=-

¢ad de la condensacidn (52).



Figura 8

Mecanismo de condensacién de IPP con 'DMAPP
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d.4. Especificidad por el largo de cadena.

Bajo ciertas condiciones, la FPP sintetasa de
higado de pollo puede catalizar la formacidn de GGPP a
partir de IPP y FPP (42), pero la velocidad de esta reac-
cibn parece demasiado baja como para ser fisiolégicamente
relevante. Por otro lado, una preparacién bastante pura
de GGPP sintetasa de Micrococcus cataliza la sintesis de
GPP, FPP, v GGPP (46), v una preparacifn de la misma en-~
zima obtenida de C. pepo exhibe tambi&n las tres activida-
des (47). Por lo tanto, la porcién del sitio activeo gue
acomoda la cadena alquilica del sustratoc alflico debe ser
relativamente poco especffica. Esta suposicidn se ha de~
mostrado experimentalmente, va que la FPP sintetasa es ca-
paz de condensar una serie de hom8logns de GPP modificados
en la regién del doble enlace 6,7 (52, 54, 55, 56). Ademés
la enzima es inhibida por octil PP y por una serie de piro-
fosfates y prenil monofosfatos de cadena larga (57). Estos
datcs sugieren que la regidn de unidn de la cadena algqufli-
ca del CPP ze puede describir como una hendidura lineal en
la estructura terciaria de la enzima: por lo tanto, uno de
los factores que determina la especificidad de la enzima
por el largo de cadena es la longitud de esta hendidura,
respecto a la longitud del sustrato alilicc.

La ligacidn del IPP a su sitio tiene requerimien-

tos estructurales mucho més estrictos (58), La fnica
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modificacidn que se puede introducir es el reemplazo del
metilo por un grupo etilo (59).

4.5. Especificidad conformacional.

Con excencién de los poliprenoles, los interme-

diarios prenil pirofosfatos.tienen estructura trans en a-
nirmales . En tejidos vegetales, en cambio, gue poseen un
metabolismo isoprénico mucho més diversificado se ha encon-
trado neril pirofosfato, el isdmero 2-cis del geranil piro-
fosfato (60) (Figura 1ll), y se conocen muchos productos con
docbles enlaces de conformacién cis como el &cido ahscisi-
co (61), ciertos poliprenoles (3%9) y el caucho (40). Sin
embargo, todas las prenilsintetasas descritas generan pro-
ductos trans y usan productos trans, con excepcidn de una
enzima de algoddn que participa en la biosintesis de gosipol:
€sta utiliza neril ovirofosfato como sustrato alilico (64),

v sintetiza el 2-trans,6-cis-FPP, diasteredmero del produc-

. to generado en tejidos animales (ver estructura en la Figu-
ra 11). Sin embargo, aun esta enzima posea la geometrfia de
gitio activo comlin a las demés prenil sintetasas, ya que el
producto es trans en torno al doble enlace 2,3 (64).

La geometrla de este doble enlace 2,3 se define
durante la reaccidn: despu&s de la adicién del metileno
del IPP al Cl del sustrato alflico se produce un carboca~
tidén terciario que se transforma en producto por la elimi-

nacién de uno de los protones del Cz (27, 53},
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(Figuras 7 y 8). Al estudiar la estereoquimica de esta
eliminacién de protén, usando enzimas parcialmente purifica-
das o sistemas crudos que catalizan la biosintesis de una

variedad de productos de conformacién cis o trans, se obtu-

vo un conjunto de resultados que se sistematizaron como
una regla biosintética (65). Esta regla establece que la
formacifn de doblss enlaces trans va siemprz acompafada de
eliminacién del protén 2-pro-R del IPP v gue la elimina-
cibén del protdn 2~«pro—-S conduce siempre a la biosintesis
de un doble enlace cis (65). E1 andlisis conformacional
de la Figura 9 nmuestra que esta generalizacidn no tiene
apoyo en aninguna caracterfstica estructural propia de los
sustratos o de los intermediarios, salvo la estructura de
la enzima. Dado que €l enlace simple 2,3 del carbocatién
no tiene impedimento de rotacidn, resulta obvio que si el
grupo X (Figura 2) queda sin-periplanar respecto al
-cazo-pno-p, tanto la salida del protén pro-R como la del
pro-S darén origen a un producto cis. Viceversa, la confor-
macidn antiperiplanar del carhocatidn generar8 productos
trans, independientemente de cual sea el protén eliminado.
Por lo tanto, el factor determinante en la estereoespecifi-
cidad de la reaccién es la disposicién espacial de los si-
tios ligantes de la enzima respecto a la base que facilita
la salida de uno u otro protén.

Bn resumen,; de acuerde a la hipbtesis corriente,

habrfan prenilsintetasas trans gue eliminarfan el protén
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2-pro-R, y prenilsintetasas cis, que eliminarfan el protdn
2-pro~5. La existencia de estas (ltimas, sin embargo, se
infiere de la geometria de los dobles enlaces de los pro-
ductos finales, (por ej. caucho), va gque su existencia
nunca ha sido demostrada. Sin embargo, como se describe en
la @réxima seccidn, el estudio de la biosintesis de monoter-
penos  condujo al descubrimiento del alilico cis de 10

C, neril pirofosfamp Es evidente que la investigacidén del
origen de este compueste y su relacidn metabdlica con los
monoterpenos podrfa conducir a la demostracifn de una acti-
vidad cis sintetasa, o a una mejor comprensién de los meca-
nismos de acecidn general de las prenilsintetasas. Estos
problemas se discuten en las prOSximas seccicnes.

5. Algunos problemas en la biosintesis d2 monoterpenos.

Los aceites esenciales de muchas plantas superio-
res contienen monoterpenos como geraniol, nercl, terpineol,
linalool, hidrocarburos aciclicos, aldehidos, etc., (66)
(Figura 190). Muchos compuestos isoprenoides de 10 &tomos
de C se propusieron como los precursores directos de estos
monoterpenos antes de la demostracidén de la existencia del
GPP como el nico intermediario C10 en la biosfntesis del
colesterol. (Figuras 6 y 1ll). Luego de este descubrimiento
en 1959 (38), v en particular luego de su identificacién

como uno de los productos del metabolismo del &cido mevald-

nico en plantas, el GPP se constituyd en el precursor com@n
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ohvio. 8in embargc esta hipbtesis no fue verificada experi-~
menﬁalmente durante una década. S8lo recientemente sge han
dilucidado algunos de los aspectos claves de estas vias me-
tavblicas en los vegetales.

Como ocurrid con la biosfntesis en general de iso-
prenoides, el primer ataque racional a este problema se
inspird en una base puramente guimica. Muchos monoterpenos
tienen estructura cfclica, incluvendo alcoholes e hidrocar-
buros (Figura 10) £En 19265, Cori (81) observ8 por inspeccidn
de modelos gque el geranil PP no serfa un buen precursor de
estos compuestos ciclicos desde un nunto de vista gufimico,
debido a la geometrfia molecular desfavorable (Figura 1l).

En camhio, el diasterebmero cis del GPP, neril pirofosfato,
(Figura 11), narecfa satisfacer los reguerimientos de distan-

cias v &ngulos del proceso de ciclacidén. Ya Zzitschel h

v

bfia demostrade en 1204 cuz el nerol se ciclaba en medio fuer-
temente &cido con mayor facilidad que el geraniol, de lo
cual se concluyd la estructura cis del primero de astos com-
puestos (26}.

Bsta hipbtesis de qua el NPP serfa mejor precur-
sor de monotermenos que GPP fue sustentada por exnarimentos
cin&éticos de solvdlisis no enzimética (67), v por el descu-
brimiento del NPP como un producto cnantitativamente impor-

tante fzl metabolismo de isoprenoides en extractos de pléan-

tulas de Pinus radiata (60).
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Més tardo co domostr8 an este mismo sistema que
@l 1IPP as précticamente 21 finico precursor de los hidro-
carburos cfclicos ¢« v i pineno (68). E1 GPP fue completa-
mente inactivo en el mismo procesc (68). En cambio, cuando

se exploraron estas actividades en flavedo de Citrus sinen-

sis (69) y de Citrus limonum (70), se encontrd que NPP y

GPP tienen efectividades semejantes como precursores de
hiérocarbhuros nmonotaerpé&nicos ciclicos. Las enzimas que
catalizan estas reacciones se han logrado purificar unas
100 vaces de €. limonum, usando una secuencia de fraccio-
namientos con polietilénglicol v cromatografia en DEAE
Sephadex (790, 83). Estas enzimas deznominadas ciclasas,
gintetizan « y 3 pineno, sabineno y limoneno, raquieren
Mn*z, son inhibidas por reactivos ¢z tioles y no usan como
sustrato neril o geranil monofosfato (70). Como lc indi-
¢can estudios preliminares de cromatografias hidrofébicas
en columnas de Sepharosa modificada, y dré@sticos cambios
en lasrazonesg de las actividades gue usan HPP o GPP duran—
te el almacenamiento, habrfan por lo menos dos enzimas es-
tereoespecificas, una para cada sustrato (83).

El hecho gus tanto WPP como GPP sean sustratos
igualmente buenos para la sintesis de estos hidrocarburos
cfclicos aun cuando en el Gltimo la ciclacidn directa pa-
rece difficil, nuede explicarse usando un argumento pura-

mente gquinico, sin invocar un cambio de reactividad indu-~

cido por la unién del GPP al sitio activo de la enzima.
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Fn el caso del NPP, el proceso podrfa comenzar
con la formacién del carbocatidn cfclico descrito por las
estructuras canbnicas III v IV, al salir =1 pirofosfato
(Figura 12). Este carbocatidn puede transformarse ripida-
mente en el carbocatidn cfclico més estable V luego del
atague de los electrones pi del doble enlace 6,7 sobre el
Cl parcialmente positivo. En el caso del GPP esta reac~
cidn es imposible en forma directa, ya gue el Cl esti de-
masiado lejos de la nube pi debido a la estructura trans.

Sin embargo, la solvdlisis catalizada por &cido
de NPP v GPP produce log alcoholes o(-terpineol y linalool
(67) (Figura 12): la velocidad de formacidn de «~terpineol
es.:.70 veces mavor a partir de WPP que de GPP, y la razdén
de productos en el equilibrio favorece ampliamente a lina~
locl cuando el sustrato es GPP; pero el hecho de que ocu-~
rra formacién del alcohol cfclico = ~terpineol a partir
del isfmero trans demusstra que debe haber rotacidn alrede-
dor del enlace 2,3. Esto es posible porque luego de la rup-
tura del enlace C-0 al salir el pirofosfato del GPP, se
forma un carbocatidn cuva estructura se puede descrihir por
las formas candnicas I y II; esta Gltima forma contribuve
m8s a la estructura ya qus es mas estable (142), v por en-
de, el enlace 2,3 tiene mis caricter de enlace simple que
de doble lo que hace menor la barrera termodindmica para
la rotacidén. Asf el catidn geranilo puede isomerizarse en

una etapa limitante de welocidad al catién nerilo,
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descrito por las formas canénicas III y IV, el cual se cicla
como se describe més arriba.

De este modo, las enzimas capaces de catalizar la
ciclacién de GPP y NPP a hidrocarburos monoterp&nicos, sim-
plemente aprovechan la réactividad inherente a estos comn~
puestos.

6. El origen del neril pirofosfato.

Log estudios detallados en el punto anterior esta-
blecen definitivamente a los pirofosfatos alflicos cis v
trans neril y geranil pirofosfato como los intermediarios
claves en la biosintesis de monoterpenos en Citrus. §Sin
embargo ., resta €l problema dzl origen biosintético del NPP,
En principio, dos mecanismos podrfan explicar la generacién
de este compuesto: sintesis a partir de DMAPP e IPP catali-
zada por una preniltransferasa gque genera especfficamente
un doble enlace cis en 2,3, o isomerizacidn de GPP a NPP.
Este problema fue abordado por Banthorpe, estudiando la es-
terzoquimica de la retencidn de protén en el C2 en la bio-
sfntesis de nerol y neril glucBsidos (62). Se encontré que
se eliminaha especificamente el protdn 2-pro-R; este resul-
tado se interpretd como una sintesis de GPP seguida de iso-
merizacidn, invocando la regla biosintética como una regla
sin excepciones (7). En experimentos similares en este La-
boratorio, pero siguiendo la marcacibn estereoespecifica de

NPP y no de nerol se obtuvieron resultados concordantes con
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los de Banthorpe (34), vale decir, eliminacién del pro-
t6n 2-pro-R. En acuerdo aparente con estos resultados,
Dunphv ha encontrado isomerizacidn nerol y geraniol me-

diada por los respectivos aldshidos (72), y el grupo de

Loomis encontrd que extractos de Menta piperita v Daucus
carota son capaces de isomerizar geraniml y ga2ranil mono-
fosfato a sus respectives diasteredmeros (74, 77). Este
mismo grupo ha descrito una quinasa que fosforila nerol
o neril moncfosfatoc en Menta (75).

Mecanismos de interconversién anflogos se han
descrito en este Laboratorio (71, 72) y en el de Overton
(73) para el cis v el trans farnesol; estos estudios,
mucho méds claros y limpios gue los similares descritos
arriba, han demostrado concluyentemente gue 2-trans,
6-trans farnesol puede ser isomerizado a su respectivo

isGmero 2-¢is,6-trans, por un proceso de 6xido reduccidn

que se describe en la Figura 13.

Estz conjunto de evidencia parecerfa demostrar
que el neril pircfosfato clo, no es sintetizado directa-
mente a partir de dos unidades de C5. sino que a través
de un proceso de isomerizacién cuyo punto de partida se-
rfa GPP sintetizado estereoespecificamente por una pre-
nilsintetasa. Este compuesto serfa hidrolizado a GP o
a geraniol los que go isomerizarfan fi¢ilmentey la fos-

forilacibn especifica de estos compuestos catalizadas
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por una quinasa producirfa WPP. Z&Ests es el punto de vis-
ta prevalecientz en la literatura (7). %in embargo las
velocidades de isormerizacidn (74, 77) v d= fosforilacién
(75) descritas parecen insuficientes para explicar los
altos nivelas dn MPP gus se encuentran con frecuancia en
estudios a partir de &cido mevalbénico 2n este Lahorato-
rio, (50). Por otra parte, la blsguoda sistamatica de
una isormorizacién de GPP a PP o viceversa ha dado rezulta-
dos consistentemante negativos usando sustratos radiac-
tivos que permitirian detectar hasta un 1% de intercon-
varsidn (2. 79). La misma ausencia de interconversion

trans-cis se ha encontrado en experimentos en que se ha

usado trans,.trans—-FPP como sustrato v tanto con enzimas

de Pinus (71) como de Citrus singnsis (70) o Citrus limo-

num (83).
Estos udltimos resultados sugieren gue a2l ma-

nos en Pinus v Citrus, el WPP no ra2sulta d= una isome-

rizacidn de GPP; sino gue @2 la actividad de una PP sin-
tetasa estercoespecifica guas utiligaria DMAPP o IPP como
sustratos. Sin embazrgo, si esta prenilsintatasa existie-
ra, le eliminacidén dezl protdn 2-pro-R del IPP usando sis-
temas acelulares de Pinus o de_Citrus (34) contradeciria
la validez general de la regla biogen&tica.

Esta breve revisidn histbrica del problema de

la biosintesis de los isoprenoides v, en particular de

la biosintesis de monoterpenos, sefiala una serie de
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lagunas que dejan una multitud de problemas bfsicos por
aclarar. Por ajemplo, un aspecte pocc conocido de estas
vias metabsdlicas ea su regulacidn (85, 137). Wo hay ejem-
plos claros de regulacifén en la ruta MVA a FPP, excepto la
inhibicién de la quinasz mevalfnica vor FPP (1%) v un efec-
to similar del colesterol sobre la IPP iscmerasa (138).
Otro posible mecaniemo de regqulacidén podria ser mediado por
fosfolipidos, como sugerfa un efecto activante de esta ruta
por estos compuestos, descrito nor George~Nascimento (79).
Este efecto, que fue el punto de partida de esta Tesis, se
describe a continuacién.

7. Efecto de fosfolfpidos en la transformacién de &cido

mevaldnico en prenoles.

En 19269, George-lascimento describié en este la-
boratorio (79) un efecto aparentemente estimulante de fos~
folipidos sobre la transformacifn de MVA en prenoles. E1
efecto exhibfa la especificidad caracteristica de este ti-
po de estimulacidén, ya que la fosfatidiletanolamina era la
inica especie activa si se¢ ensayaban fosfblipidos de proce-
dencia animal {cerebro). 8Sin embargo, la fosfatidilcolina
o la fosfatidi;serina de fuentes vegetales (soya, P. radia-
ta) podfan reemplazar a la fosfatidiletanolamina (79).

Este efecto era peculiar en dos sentidos. Prime-
ro, paracia haber un alto grado de especificidad por la .

poreién hidrofébica d2 la molécula del fosfolipido; la
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eficiencia d= la fosfatidilentanolamina como estimulante
dependia de la fuente de la cual se extrafa. Asi la
dipalmitoil-fogfatidiletanolamina sintética v la fosfati-
dilatanoclamina de orig=n bhacterisno no tonia ningun efecto
(80) ., paro la especie darivada dc cersbro de vacuno ara
muy activa 21 efecto estimulante parecia ser una funcién
de la composicifn de acidos grasos del fosfolipido. No se
logro establecer una correlacion definidz entre el tamano
y 1o insaturacidn dn los acilos del fosfolipido y 21l efec-
to hiolégico *(80).

La segunda pecualiaridad de ests efacto ara el
hacho c¢ue las enzimas involucradas son soludbles. de lo
cual hay muy pocos ejemplos en la literatura (135, 136).
El problema general de la sstimulacifn de actividades en-
zimaticas por fosfolinidos aun no se ha resualto desde un
punto de vista macanfstico (143, 144). Una de las difi-
cultades principales en el estudio de este efecto le cons-

tituye pracisamente el que las enzimas descritas en la

cién existen asociadas a membranas, lo que dificulta bas-
tante la labor da purificacibén. El caréfcter hidrofohico
de la mayoria dz estas proteinas hace imposibhle mante-
nerlas en solucidn al estado nativo an ausencia de deter-
gentes o de fosfolfipidos: estas adiciones tiendan a oz~

curecer la interpretacién de los resultados. De aqui
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gque la posibilidad de contar con una enzima que pueda man-
tenerse en solucidn sin la adicién de compuestos anfiffli-~
cos proporcionaba un sistema apropiado para el estudio de
este problema.

Por otro lado, este estudio podrfa agregar més
informacién én torno a los mecanismos de regulaciédn de las
primeras etapas de la transformacidn de &cido mevaldnico
en prenoles. Es probable que estos mecanismos sean més
compleijos en vegetales que en animales, va que en plantas
los mismos intermediarios de la cadena biosinté&tica de iso-
prenoides pueden terminar en una variedad mucho mayor de
productos finales.

El objetivo inicial de esta Tesis fu2 localizar
@l punto de la secuencia !MVA —» prenoles afectado por
fosfolipidos, aclarar el mecanismo de este efecto, identi-
ficar las aspecies lipfdicas activantes v relacionar estruc~
tura v accién en ellas. El logro de los dos primeros obje-
tivos implica una labor de purificacibdn de enzimas, v por
ende, implica resolver una serie de problemas derivados de
las caracteristicas de los extractos enzimidticos prepara-

dos de plantas superiores. Estos problemas se esbozan a

continuacidn.
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8., Algunas propiedades de los extractos enzimdticos de

vegetales,

Los tejidos vegetales contienen numerosos compo-
nentes no proteicos, normalmente adscritos a las vacuolas
y a otros organelos subcelulares, que se mezclan con las
protefinas dal citosol durante la preparacidn del extracto
(111, 117). Estos componentes pueden interactuar con las
protefnas y modificar profundamente sus propiedades (111),
lo gue se refleja tanto en su actividad biolSgica como en
su estabilidad o en sus patrones de separacifn. De aquf
que la existencia de estos compuestos constituve uno de
los problemas més serios en la purificacifn de enzimas vew- -
getales,

Por lo tanto uno de los criterios fundamentales
en la evaluacidn de la ruta de purificacifn de prenilsinte-
tasas que se desarrolld en esta Tesis es la eliminacidén de
astos componentes, fuera de obtener purificacidn sobre la
base usual de librar a la enzima de interés de otras protef-
nas. Aungue no conocemos con seguridad la composicidn de
los extractos crudos, e¢stos presumiblemente contienen clo-
rofila (en el caso de P, radiata), flavonoides, que absor-
ben fuertemente en el UV (Pkméx= 310 nm (139)), caroctenos y
pelifenoles. Algunos de estos compuestos son responsables
de la acidez del extracto, de su absorcidn en el UV

(AZBO = 928 , protefna = 1 mg/ml) y de la interferencia
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con reactivos capaces de ligarse a tioles (29).

Estos componentes aparentemente no influyen de
un modo determinante en la estabilidad de las enzimas que
proponemos estudiar {(ver Resultados), pero impiden utili--
zar los m&todos corrientes de determinacidn de proteinas;
de aguf que en este trabajo se usara para ello el insegu-~
ro y poco sensible métodc turbidimé&trico (112) en las
primeras etapas de la purificacifn. An8logamente es impos
sible utilizar ninguna técnica basada en la absorcifn de
luz en el UV.

No es sorprendente entonces gue se haya dedicado una
buena cantidad de trabajo a resolver el problema de sepa-
rar las proteinas de estos colerantes (111, 117, 140).

Los métodos descritos en la literatura son poco especifi-
cos y bastante endrgicos, como tratamientos con PVP,
Dowex, Polyclar AT, e2xc., (111). De hecho, ninguno de
ellos fue de utilidad en nuestro sistema (118). De aquf
que un punto fundamental fuera encontrar un método para
librar a la preparacifn de los colorantes.

En resumsn, el objetivo de esta Tesis fue ini-
cialmente al aclarar el efecto de fosfolipidos sobrs la en-
zima de la biosintesis de isoprencides, especialmente des-
cartando artificios nc enzimfticos debidos a particidn de
fages. Como consecuencia de este trabajo, se abordd el
problema de purificar 1s o las preniltransferasa separin-

dolas tanto de otras protefinas como de los compuestos de
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menor peso molecular del extracto,cdn el objeto de estu~-
diar en ellas el efecto de fosfolipidos y su estereoselec-

tividad en la biosfntesis de dobles enlaces.
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METODOS

1. Cbtencidn y conservacidn de material bioldgico.

1.1. Obtencidén de pléntulas dée Pinus radiata.

Treinta gramos de semillas selectas obtenidas en
el Instituto Forestal, por gentileza del Dr. Horman Smith, se
sembraron en bandejas sobre arena de cuarzo humedecida.
Previamente la arena se lavdé con agua v luego se hirvié du-
rante 2 horas con una solucién de &cido sulflrico al 1%.

El pH de la arena &cida 2sf obtenida so ajustd a 4 lavando-
la con agua de la llave. Luego de la siembra, las semillans
se cubrieron con una capa de arena de 1 cm de espesor, y se
dejaron a temperatura ambiente bajo una ampolleta de 1090 W

a 40 cms de distancia. El suelo se mantuvo continuamente
hmedo. La germinacién se produjo al cabo de una semana v
el desarrollo 6ptimo (10 em e altura, 170 mg de peso) se
alcanzd en unos 25 dfas. En @stas condiciones no se necesi-
td agregar sales inorgf8nicas para mejorar el desarrollo de
las plé&ntulas vy no hubo crecimiento de hongos sobre las plan-

tas.
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1.2, Preparacidén y conservacidén de extractos acelulares

de nlé&ntulas de Pinus radiata.

Las plé&ntulas se lavaron con agua destilada lue-
go de cortar la rafz, v se molieron en un mortero previa-
mente enfriado a -20° con un volumen de Tris.HC1l 0,1 M
pH 7,4 equivalente a 2 a 2,5 veces el peso de las pléntu-
las. La congelacién adecuada de la muestra se asegurd
agregando nieve carbdnica al mortero durante el proceso de
la molienda. Esto no afectd la actividad enzimética de la
preparacién. El homogenizado se centrifugd a 100000xgx90
minutos, luego de eliminar las particulas grandes por fil-
tracifn. Tanto la centrifugacién como el resto de las ma-
nipulaciones se efectuaron entre 0 v 4°, salvo indicacibn
contraria. El extracto asf obtenido contenia entre 2-3 mg
de proteina por ml, era de color verde v el pH fue de §,5.
Esta preparacidn se usd inmediatamante, o0 se almacend has-
ta una semana como una pella proveniente de una precipita-
cién de 80% d= saturacidn con sulfato de amonio. Para es-
to, se agregd al extracto sulfato de amonio sélido molido
durante 20 minutos hasta alecanzar una concentracibn equi-
valente a 80% de saturacibn, y luego se d=2j6 estabilizor
durante 20 minutos mfs. La suspensidn se agitd lentamente
con una barra magnética. Finalmente las proteinas se da~
cantaron centrifugando a 15000xgxl0 min. La pella asi ob-

tenida se guardd como tal a 4°, El1l rendimiento enzimédtico
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vari® entre 50 y 80%, medido por la incorporacifén de radiac-
tividad de 2-14C«MVA en prenoles. Alternativamente a este
procedimiento de precipitacifn, el extracto se liofilizé y
se guardS a-20° en una atmésferaz seca, por un perfodo no ma-

yor a un mes. El rendimiento de este proceso varid entre

30 y 50%.

1.3. Obtancifn de frutos de Citrus sinensis.

Los frutos se obtuvieron dz un conjunto seleccio-
nado de drboles, en los "Huertos dz Betania“ (Mallarauco),
por gentileza de Don Gonzalo Pérez, se trasladaron al labora-
torio y se procesaron de inmediato o se guardaron a 4° por
periodos no superiores a una semana. La coleccién de los
frutos se llevd a cabo entre junio y septienbre.

1.4. Preparacitn de polvo cetdnico de flavedo de Citrus

sinensis.
El sisteme enzim&tico de flavedo de Citrus sinen-
sis se almacend come un polvo czténico. Los frutos se lim-
piaron primero con una escobilla bajo el agua de la llave y
luego se lavaron con agua destilada. Se sacd el flavedo
(exocarpioc) sin alvedo (mesocarpio), v se cortd en trozos
pequefios para asegurar una homogenizacidn adecuada; esta se
~+13evd a cabo durante 5 minutos, interrumpiéndola cada 0,5
ninutos, en un homogenizador *Taring Blendor con acetonz pre~
enfridda a ~20°. La razén volumen de acetona / peso de

flavedo fue de 1. El homogenizado se filtré en papel




Whatman 1 v la torta se mantuve continuamenta frfa median-
te la adicidn de pequefios val(imenes de acetona a -20°,
Luego la torta se lavs con un volumen de &ter preenfriado

a -20°, similar al volumen de acetona usado en la homoge-
nizacifén. El 8ter se removid posteriormente semeticndo:la
torta en una campana de vidrio a un vacfo de 0,1 torr, vy
atrapando el solvente en un condensador a -25°, El trata-
miento con €ter no aumenta la actividad enzim&tica del ex-
tracto, pero permite extraer una gran cantidad de los colo-
rantes originales del tejido gue son insolubles en acetona.
Un Kg de naranjas rinde aproximadamente 10 g de polvo, y el
rendimiento enzimftico referido a la actividad FPP sintet&-
sica del extracto acuoso de flavado es de 50%.

Todas las enzimas involucradas en la biosintesis
de terpenos, desde MVA hasta farnesil pirofosfato, se con-
servan ¢n el procaeso. La preparacidn del polvo se lleva a
cabo usando partidas de 49 a 5¢ Xg de naranjas. Estas pre-
paraciones tienen actividades enzim&ticas diferentes debido
a la variacién estacional. D2 agquf que cada preparacién se
ensaya .independientemente, y luesgo las preparaciones de

actividad similar se juntan y se guardan a 4° en seco.
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2. Preparacifn de los extractos enzimdticos.

La preparacién de los extractos de pléntulas de
Pinus radiata se describe en la seccién 3.1.

2.1. Preparacidén del extracto de flavedo de Citrus si-

nensis.

Las naranjas se pelaron luego de lavarse cuidado-
samente con agua destilada y uana escobilla. El flavedo se
trozd con tijeras y se homogenizd con un volumen de tampén
Tris.HC1 0,1 M pH 7.4 o fosfato de potasio 0.1 M piH 7.4
igual a2 1,5 veces el peso del flavedo: la homogcenizacién
se llev8 a cabo por 5 minutos., interrumpi&ndola cada 39 se-
gundos, a 4° en un homogenizador Waring 3lendor o en un
Cmni Mixer. E1 homogenizado zgi obtenidn se pass por
gasa y se centrifugd por 20 minutos a 30000xg. El1 extrac-
to tuvo un color rojizo y un pid de 6,5, Lo concentracidn
de protefnas fus de 2 a 3 mg/mi.

2.2, Preparacidn del extracto de polvo cetdnico de flavedo

de Citrus sinensis.

El polvo se hemogenizé por 5 minutos con un volu-
men de tampdn igual a 15 veces el peso usado, en las mismas
condiciones anteriores. Cuando el extractec se prepard sin
intencién de purificar enzimas el tampdn usado fue fosfato
de potasio 0,1 M pH 7.4: en caso contrario, contenfa ade-

mis glicerol al 10% (v/v) y DTT 0,1 mM: esta difsrencia no



47

afect6 la actividad especffica de las enzimas estudiadas.
El procedimiento restante fue idéntico al descrito en 2.1.
El extracto resultante fue de color amarillo verdoso y gque-
d6 a pH 6,6; la concentracién de proteina fue de 0,7 mg/ml.
La prenilsintetasa no es extraida <del polvo cetdnico por
otros tampones, como succinato 0,1 M pH 6, o Tris . HC1 0,1 M
pPH 7,4; este efecto parece relativamente especifico, va que
la concentracidn de proteina de los extractos obtenidos
usando @stos tampones es la misma.

3. Determinacidn de actividades enzimfticas.

3.1. Determinacisdn de actividades prenilsintet&sicas.

A
21 métodn se basz en que el sustrato 1-4c-1pp

es estable en &cido 1 i, a temperaturz ambiente (84), mien-

. . X
tras gue los productos de la reaccidn, 1- 4C—GPP o
= - 7
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C-FPP, no 1o son debido a su carécter alilico (89).
100000 cpm de 1-t4c.1pp por ml (17,5 C/mcl) se incubaron

en tusos cfnices con tapa esmerilads, cen la cantidad de
enzima que se indica en cada exparimento, en Mg012 10 m,
mercaptoetancl 10 mM y fosfato ds potasio 0,1 M pua 7,4,
Cuando se ensavaron preparaciones enzimfticas contaminadas
con fosfatasas, por ejemplo el extracto, se incluyd tam-
bién ATP 2 una concentracidn final de 10 mM., Esta adicidn
no afecta la actividad de la prenilsintetasa, pero dismi-
nuye significativmmente la hidr&lisis de sustrato o producto

catalizada por las fosfatasas enddgenas. E1l medio de




reaccién contuvo. adem&s DMAPP, 21 aM final, al determinar
la actividad GPP sintetasa o GPP 8,5 pM final para determi-
nar la actividad FPP sintetasa. Estas concentraciones son
saturantes. La hidrdlisis de 1los productos alflicos catali-
zada por metal (86) es despreciable en estas condiciones.
El tiempo del ensayoc fue de 15 minutos, salvo indicacidén
contraria.

El extracto contiene actividades fosfat8sicas
que hidrolizan los prenilpirofosfatces, sustrato y productos,
a 1os alecoholas durante la incubacifn (87). La actividad de
estas enzimas as muchc mayer que la de cualauicra de las
enzimas de la ruta bicosint&tica cuandc se ensaya en condi-
ciones &Sptimaes (88). Por lo tanto, luego de detener la
reaccidn enfriando a 0°, los alccholes producidos por la
actividad fosfatédsica se extrajeron inmediatamentz en
1,5 ml dz &ter de petrdlen (40-60°). Dsta fraccidn se de-

nomina de “lipidos libres”, y, dependiendo del sistema bio-

18gico vy de las condiciones del ensayo, contiene alcoholes,
aldehfdes e hidrocarburos (70, 71, 72). Esta extraccidn

de lfpidos libres fue innecesaria en las etapas mis avanza-
das de la purificacifin, va que éstas no contenfian fosfata-
sas. Luego se agreg® HCl a la fase acuosa hasta alcanzar
una concentracifn final calculada de 1,2 M y se incubd du-
rante 10 minutos a 37°., En estas condiciones los produc-

tos alflicos formados en el cursc de la reaceidn enzim&tica



son completamente hidrolizados, perc no @l sustrato marca-
do IPP (89). Los alccholes reordenados resultantes se ex-
trajeron como antes y una alfcuota se contd en solucibn de
centellec. Esta fraccidén se denomina “alilica”, ya que pro-
viene de los pircfosfatos alflicos del medio de reaccidn.
Las actividades GPP y FPP sintet8sicas se expresan como la
cantidad de producto alflico formado en nanomoles por 15
minutos. Una unidad de actividad es por lc tanto 1 nmol

de GPP ¢ FPP formado en 15 minutos, por ml de medio de en-
sayo.

Durante la hidrdlisis catalizada por &cicdo se
forma un carbocatifn primario (89), que se reordena inmedia-
tamente a un carbocatién terciario, de modo gue lcs alcoho-
les formados en la fraccién alflica son reordenados:
dimetilvinilecarbincl en el caso cCel DMAPP, O{~-terpinecl y
linalool con NPP y GPP respectivamente, y Guggggguﬁerolidol

para 2-trans © 2-cis 6~-trans farnesil pirofosfato. Ya que

los dos isdmeros cis y trans farnesil pirofosfato dan el

mismo producte reordenado, la caracterizacisdn de los produc-
tos formados requiere de un métolo alternativo de Cetermina-
cidtn dec la actividald, la hidrdlisis enzimftica. En este en-

sayo, denominado de “prenol fosfatos”, la incubacidn se detie-

ne enfriandc, se extraen los lipicdos libres si &8 necesa-
rio, y las enzimas se desnaturalizan calentando a 100° duran-

te 3 minutos. Se enfria y se agrega tampGn Tris.HCl 1 M
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pH 8,3, hasta una concentracidn final de 0,5 M. Luego se

adicionan 5,2x10'2 unidades de apirasa de papa y 0,15 uni-

dades de fosfatama alcalina de E., coli, v =@ incuba a 37°
durante dos o més horas:; 1os alcoholes primarios asi for-
mados se extraen con &ter de petrfleo como antes, La frac-
cifn asf{ cbtenida se denomina de prenoclfosfatos.

3.2. Determinacién de la actividad iscpentenil pirofosfato

isomerisica.

Esta determinacifn se realiza del mismo modo gue
la de la prenilsintctasa pero omitiendo el sustrato alfli-
co GPP - DMAPP. El método se basa en la estabilidad del
sustrato IPP en un medic &cido, en contraposicién con la
labilicdad del producto, el DHMAPP (84). La actividad enzi-
m&tica se expresa del mismo modo gue para la prenilsinteta-

sa .

3.3. Determinacién de las actividades fosfatésicas.

El ensayo de la prenilsintetasa durante la puri-
ficacidén se llevé a cabo en tampén fosfato 0,1 M pH 7,4,
gue es un medio gue deprime drésticamente la actividad de
las fosfatasas originalmente presentes en el extracto (88).
Por lo tanto, la determinacifn de la radiactividad de la
fraccién lipidos libres del ensayo de prenilsintetasa, no
es un buen método para la cuantificacidn de estas activi-

dades fosfat8sicas. De aguf gue era indispensable contar
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con un ensayo rdpidpo y sensible para esta determinaq;ﬁn.
Esto se, consig .if apfbvechahdo una observaciéa de “
Chayet (118}, de gque el FPP parecia ser mejor sustra-
to gque el GPP, y &ste querel IPP, tal como lo indicabx
la radiactividad de la fraccifn lipidos libres de las
determinacicnes de IPP isomerasa, y GPP y FPP sintetasas.,
Tal como sé nuesiara en la Tabla 1, 1 FPP es hidrolizado
mucho més r&pidamente que los otrns prenilpirofosfatcs.

Por lo tante, la mayor contribucidn a la radiactividad

L G~

de la fraccién Iipidos libres en los ensayos anteriores‘i"ﬂ

estd dada por el farnesocl ; como la cantidad de FPP
formada en los ensayos de FPP sintetasa es mayor gue
la eformada en los de GPP sintetasa, y tste mayor que
‘12 generada en el ensayo de isomerasa ( cuando ambas
enzimas estén juntas, pcor ejemplco, en el extracto), obvia-
mente las actividades fosfatfisicas aparentes serfn cam-
biantes en el nismo orden.

De aqui que para la determinacim de eéb@

actividad se usara 1-3H-2—trags~6*trans~FPP (34,1 C/mcl).

la fraéciéﬁ egzimética se incubd con este sustrato duran-
te 15 minutos, usando una cencentracifn de protefna de
1/10 de 1la ﬁfilizada en el ensayo de sintetasa. El resto
de las condiciones fuercn las mismas , excepto que el

ATP se omitif, ya que este compuesto €s un inhibidor. La
concentraciﬁn de sustrato fue de 5,3 wM, vy la actividadﬂ§e

determiné contande una alficuocta de los 1ipidos 1i5res.



Tabla 1
Efecto de la composicidn del medio de reaccién sobre las

actividades fosfat&sicas del extracto de polvo cetdnico
de flavedc de Citrus sinensis.

Actividad especifica o= los

tomneneas

(nmoles/min/mqg)

Sustrato Succinato Fosfato
Ofl ;i'E; pH 5 Opl ?‘g’ p:‘! 7,4

Isopentenilpirofosfato 3,29 0,038
Geranilpirofosfato 3,37 1,54

Farnesil pirofosfato 16,33 n,98
14 3

: C-IPP, o 1-"H=GPP (1 C/mol), o lw3HwFPP s& incubaron
en las condiciones descritas en el texto con 6,5 ug de
proteina de un extracto de polvo cetbnico, en los tampo-
nes indicados méds arriba. La concentracién de los sus-
tratos fue 11,6, 12,2, v 13,5 u! para IPP, GPP y FPP,
respectivanante.




3.8 Determinacién de las actividades ciclé@sicas.

En este ensayo su utilizdé una preparacifn enzimd-
tica de flavedo de Citrus limonum, gue presenta una activi-
dad bhiosintética de hidrocarburos mucho mayor gue cualquier
otra descrita (70). La enzima se incubd con Hn012 190 mi,
mercaptoetanol 10 mM, 144 uM 1*3E-N?P (0,9 C/mol) por una
hora a 37°, en tampén Tris.HCl 0,1 M pH 7,8. La fraccidn
lfpidos libres, de un volumen de 2 ml, se agité durante 1
minuto con aproximadamente 0,5 g de Scido silicico, gue re-
tiene mds del 99% de los alcoholes preoducidos en la incuba-
cidn, perc no a los hidrocarburos (70). Luego la suspensidn
se centrifugd y lz radiactividad del scbrenadante, correspon-
diente a los hidrocarburos, sz determind contando una alicuo-
ta adecuada. Los alcocholes adsorbidos en el 8cido silfcico
se pueden eluir con &ter etflico (70).

3.5. Determinacién de lz transformacién de &cido mevaldnicco

en prenoles.,

En estos experimentos, la cantidad de enzima vy el
tampdn que se indican en cada casc se incubaron con 100000
a 250000cpm de 2--°C-RS-MVA (17,5 C/mol) , ATP 10 mM, MgCl,
10 mM, MnC12 10 mM. E1 tiempo de incubacifn varid entre 30
y 120 minutos, a 37°, El resto del procedimiento fue idén-
tico al usado en la determinacién de la actividad prenilsin-

tetfsica, (seecidn 3.1.).
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3.6. Determinacidn de2 las actividades quinasa mevaldnica

y quinasa fogfomevaldnica.

Se uséd 2~14CmRSwMVA como sustrato nara la deter-

minacién de la actividad de la quinasa wevaldnica vy
2m140wESwPMVA sintetizado come se describe en la seccibn
6.2., como sustrato para la determinacidén de la actividad
de la guinasa 5-fosfomevaldnica. In estos ensavos, las
cantidades de enzima y sustrato que se indican en cada ex-
naerimento se incubaron en ATP 10 oM, I:-sIgCl2 Yy E-t'.nCl2 10 w1,
mercaptoetanol 20 mM y Tris.i#Cl 0.1 M o 7,4, a 37°, por
tiempos variahlzs entre 5 v 20 nminutos, sac¢ln se indica en
cadz experimento. La reaccidn se detuvo calentando a 100°
por 5 minutos. Iunego del calentamiento, se centrifugs du-
rante 2 minutos o 3000 rpm vy una alfcuota del zobrenadante
se aplicé en linea en panel "hatman -1,

Z1 anAlisis ¢~ productos se llevd a cabo median-
te una cromatografia ascendente usando n~butanol:&cido
férmico:agua=77:10:13, o isopropanol:amonfaco:agua=3:1:1.
El primer solvente resuelve muv bicen entre MVA y PMVA, v
el segundo, entre PMVA y PPMVA., Por lo tanto, el primer
sistema se usé para la determinacibdn de la actividad de la
quinasa mevaldnica, y el segundo para la de la fosfoneva-

186nica. El procedinmiento se describe en 1z seceibn 4.2.
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3.7. Determinacién de la actividad de la fosfolipasa C.

Esta actividad se ensaydé por dos métedos: a) si-
guiendo el cambio de turbidez a2 550 nm de una preparacidén
cruda de lipoprotefnas de yema de huevo (920), v b) determi-
nando la cantidad de £f6sforo &cido soluble liberado por la
enzima (91). En este m&todo, gue se usé para cuantificar
exactamente la zctividad enzimética, el sustrato fue fosfa-
tidilcolina pura de soya, preparada en el Laboratorio, se-
gtn la técnica descrita en la seccidn 6.1.

La enzima, una preparacidn liofilizada de fosfoli-

pasa C de Clostridium ifelchii, se disolvid en agua o
en Tris.HCl 10 mM pH 7,4, v se guardd a -20°., En estas con-
diciones la actividad se mantuvo en un 50% luego de 2 meses,

4. Técnicas cromatogrificas.

4.1. Cromatografias gas~liquido.

En este trabajo se utilizaron 2 tipos de fases 1li-
quidas an estas cromatograffas: =silicona SE-30 y etilén
glicoladipato (EGA). La fase s6iida fue Chromosorb W ,
lavado con &cido, tratado con hexametildisilazano, de malla
60/80. Las fases liquidas se usaron en una relacién p/p de
2% (EGA) y 3% (SE-30); el relleno se llevdé a cabo disolvien-
do la fase liguida en clorcformo (SE-~30) o en acetona
(EGA) , ¥y suspendiendo el soporte sélido en el mismo solven-

te. Este se evapord a baja presién (0,1 torr) por




agitacién continua en un evaporador rotatorio. Se usaron
columnas de acero o de cobre de 0,64 cm de diSmetro exter-
noy de 3 m de largo. Las columnas se lavaron con las si-
guiente secuencia de sclvente antes del llenado: agua, &ci~
do nftrico (en el caso de la columna de acero), agua, amo-
nfaco concentrado, agua y se secbd perfectamente después de
un Gitimo lavado con acetona.

Las cromatograffas se llevarcn a cabo en un ins-
trumento Varian 1800; la temperatura del inyector fue de
250° y la del detector de conductividad t&€rmica, de 300°.
El gas portador fue He, cuyo flujo sz ajustd entre 40 y 70
ml/min,, dependiendo de la separacidn particular. La ra-
diactividad del elufdo se registrd continuamente con un
contador Geiger des fase gaseosa,; usando butano comercial
como gas d2 apagamiento. ELl velumen del detector Geiger
fue de 80 ml, 4= modo gue @1 ajuste de la velocidad de res-
puasta del contador a una constante de tiempo de 5 segundos
asegurd una buena relacidn sefial-ruido, aln con bajos nive-
les de radiactividad. La temperatura de este detector fue
de 250° y el voltaje de trabajo se determind rutinariamente
como el punto medio del “plateau”™. Para esto se utilizé
un estandar externo de 60Co. La contaminacidn del equipo
se eliminé reemplazando la columna cromatogrifica por una
vacia e inyectando varios ml de acetona y agua, en este or-

den. Cuando este procedimiento no dio resultados el
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contador se desarmd vy se lavd exhaustivamente con etanol.
En estas condiciones se midieron con seguridad masas de
portadores de unos 200 ug vy radiactividades correspondien-
tes a menos de 500 cpm eén cada compuesto.

Cuando se hicieron colecciones integrales del
elufdo, este se hizo pasar a través de un tubo en U sumer-
gido en una mezcla acetonawco? s6lido, a -75°. La recupe-

f

racidn de radiactividad en este proceso vari6 entre 80 y

100%.,

4,2. Cromatograffas en papel.

En estas cromatograffas se usé papel Whatman N9 1,
La muestra se aplicd en forma ds lfnea, se sec6 y el papel
se dejé estabilizar pver una hora en le atmésfera de la cdma-~
ra de cromatografia previamente saturada. Luego se sumer-
gid en la solucién cromatogréfica y se dejd correr toda la
noche a 4°. Finalmente el papsl se sect a temperatura an-
biente, se cortd transversalmente en tiras de 1 cm, que se
cortaron a su vez por la mitad y se colocaron en frascos de
centelleo (seccién 12). Alternativamente,se tifieron con el
reactivo descrito en cada caso

4.3. Cromatograffas en placa.,

En estos estudios la sflica gel se suspendif en
un volumen equivalente a 1,5 veces su peso en agua, o de

soluciones de nitrato de plata al 3 o 12%. La suspensibn
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32 extendid inmediatamente sobrz placas de vidrio de 20x20
cm o da 20x5 an, previamente desgrasadas con acetona, usan-
do un aplicador Desaga; las placas recubiertas se dejaron
secar un rato a temperatura ambiente, o toda la noche si
eran placas argentadas, v se activaron una hora a 110°.

La muestra se aplicd en lfinea o en un pnunto, se Aejé secar,
v se desarrolld en la cémara cromatogréfica a temperatura

ambiente.

4.4. Cromatografias en Sephadex.

X continuacidn se describe la preparacidn de las
eolumnas de Sephadex G-100 vy Sephadex 3-150, La matriz, ma-
11a 49-120, se prepard hinchando =1 producto en agua a 26°
segfin las instrucciones del fabricante (92). E1 gel, con-
venicentemente desairecado nor este procedimiento, se puso
en una columma de vidrio mediante una h»agusta larga. Des-
pués de llenar la columna, se estabilizd 24 horas, se agre-
gd mis gel v se estahilizd meclnicamente pasando agua ba-
jo una prosidn hidrostftica similar a ia utilizada durante
la cromatografia. Luego del ampacamiento corplato, la co-
lumna s2 cambid al tampbn de elucibn haciendo pasar un
volumen de tampbn igual a 4-6 veces el volumen del lecho.
Las columnas se utilizaron reiteradamente sin desarmarlas
y se guardaron a 4° en zazida durante periodos largos,
sin cambios en sus propiedades resolutivas. Las cro-

matografias se llevaron a cabo como se detalla en las



Fliguras pertinonto=z pyesontads= an Resultados. Los d@tos
se presentan como una funcifn 4del vnlumen del leche v no
del volumen real de eluci®n o del ntmzre dz fraccidn coloc-
tadn, wva que la primera forma de exprasar estes resultados
es més adecuadz para la discusidn de estons experimentos
(32).

A.5. Preparacida de golumnas de intercambio.

4.5.1. Preparacifn de columnas dez DEAE Sephadex, DEAE ce-

lulosa v Dowax 1.

Los intercarmbiadores DEAL Sephadex, DEAE Celulo-
8A v Dowex-l se prepararsn de senardn a las intrucciones del
fabricante, (83, 24, 95) nedionte lavados ciclicons con Acido
y base, vy luegco se estabilizaron con el tampén d= elucidn.
Para asto ¢l intercambiador se dejd 24 horas con un £xceso
de 19 veces on volumen del tampdn de elucisn, 42 una con~
centracidn da 1 M. Lusgo se montd en la enlumna, v el exce-
s0 da tammdn concentrado se sach pasando un volumen del tame-
pén dilufdn de elucifn, igual a 6-19 veces el volumen del le-
cho. Alternativamente, la primera etapa de estabilizacidn
con 21 tampdn concentrado s2 llevd a cabn directamente en
la columna, haciendo nasar un volumen de tamp®n equivalente
2 unos 5 wvollmenes de columna, Las cromatografias se lle-
varon a cabo como se describe en los experimentos prascn-

tadog en Resultados,
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4.5.2. Preparacifn de columnas de DEAE celulosa para la

purificacidn de fosfolipidos.

La preparaci®n de la columna se llevd a cabo de
acuerdo a Rouser (96). Una cantidad adecuada de DEAE ce-
lulosa, lavada con ciclos de &cido y base seglin las ins-
trucciones Ael fabricante (94), se llevd a la forma aceta-
to por estabhilizacidn contra 5 volimenes de &cidn glacial:
el Acide se elimind lavando exhaustivamente con metanol
en un filtro Ade vidric de porosidad mediaseste se 2liminéd

a su vez dojands el intercambiador 24 horas al vacio sobre

ROH: 15 grs de la preparacidn seca se resuspendieron en

b

\cido acgtico y se dajar~n impragnar toda lz2 noche. Luego
el intercambiador se colned 2n una columna Az 2,5 cms de
Adifmetro interno, para dar una altura de 29 cms.

4.6. Cromatografia de adsorcifn en fAcido silicico.

Una cantidad adscuada d= 8cido silicico (malla
100) se puso en un vaso y se lavd primero con tres volime-~
nes de clorofrrmo v luegn con 4 de metanol, vy se secd 24
horas a 110°. El products sece ge suspendis en clorofor-
mD v se montd an una columna de vidrio de 2 cm. de didme-
tro hasta una altura de 25 cms. 21 adsorbente se retuvo
en la columna con un te=én de lana de vidrio, Finalmen-~
te se lavd con un volumen de cleroformo desaireado que

contenfa BHT al 0,01%, eguivalente a 3 voliimenes del
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leche, inmediatamente antes de usar.

5. Praparacién de fracciones crudas e fosfolipidos.

5.1, ™M8tndc modificade de Clark.

Este m&tndo es una modificaci®n de la técenica
descrita por Clark (97). 8Se basa en que lons fosfnlipidos,
a difzrencia el cnlesterol v del rasto de los lipitos
neutros, son bastante soluhles en ter etilico pero poco
solublesen acetcna.

Un cersbro ds vacunce compradso en el matadero o
de porcino (gentileza de don José& Margonzzini) se conservd
en hielo y se cortd en trozos e avnroximadamente 50 gr
después de noc mas de 2 horas de muerto el animal. Un tro=
zo sa& usd en la preparacidn y el resto se guar?d congela-
do a =-20°: el almacenamients en estas condicionas no afec-
ta el estadn ni la composicidn feosfolipidica, por un pe~
riodo e algunos meses (28). El material se radujo a tro-
ZOS pequenos con una tijera y se molid por un minuto junto
con 200 ml Ae acetona en un homogenizador Tlaring Blendor.
El homogenizado se filtr® hajo pregidn negativa en un vi-
drio porose. La torte se someti? a2l mismo procedimiento
una vez nés, La torta resultante se extrajo suspendién-~
dola en 200 ml de &ter 1libre fa perdxidos durante 5
minutos con agitacifn ocasicnal. Se filtrd como antes ba-

jo un flujo continuoc de N,, v la extraccifn etérea se




volvis a repetir del mismo modo., Los £iltrados, colecta-
dos en frio vy bajo Hz, se combinaron v se concentraron en
un evaporador rotatorio » menos de 20 wl: esta solucidn

se agregd sobre 200 ml da scetona fria., El precipitado se
Aejs decantar una hora a 47, se £iltrd por papel Whatman

N¢ 2 bajc flujo de q, v el producto se guardd a -20°. To-
dos los sclventes usadss an esta preparacidn vy en la si-
guiente se Aasairearcn nraviamenta eon mz v todns contuvie-
ron BHT a2l 0,01% (p/v). Las extraccicnes se llevarnn a ca=-

bo & temperatura armbriente.

La t&cnica de Fclch (99) se basa en la utiliza-
cisn de una mezcla cleroformo-metanol (C/M) 2:1 (v/v)
es un excelente szolvente d2 lipidos. El procedimiento se
llevd a2 czbo comv: sigue: 50 gr Jd2 cerebro se homoganizaron
con 1 1t de C/M 2:1 por 1 minuto =sn un Waring Blendor. E1L
homogenizado se filtrd v la torta se volvid a extraer con

500 ml 2l mismo solvente, Al filtrado combinado se agre-

et

garon 150 ml de mestancl:agua l:1 (p/v), se agitd v se eli-
rnind la fase supericr acuonsa. La fase inferior sz econcen-
trs a sequedad mediante una bombo de alto vacfc. El1 liofi-
lizado se Aisolvid en acroximadanente 5 ml e cloroformo v

la soluci®n se virtid sobrz 50 ml de acetona. El precipi-

tadn se cnlectd v guardé como sa describe en la seccidn

- iy




63

-~

6. Purificacifén de fosfolfipidos.

Para nurificar las fracciones crudas de fosfoli-
pidos ohtenicdas por cualguiera de los procedimientos ante-
riores se utilizaron dos técnicas de cromatografia en co-
luma, vy cromatograffa en placa gruesa. La cromatograffa
en DEAE celulosa fue menos usada debido a los grandes vo-
liimenes de solventes que es necesario utilizar. Todos los
solventes usados contuvieron BHT al 0,01% v se desairearon

prreviamente con Nz.

6.1l. Purificacibn de fosfolipidos por cromatografia an

8cido silicien.

A una columna de 2,5 vor 25 cm preparada cono se
describe en la seccién 4.6,, se aplicaron 300 mg de= fosfo-
lipidos crudos, disueltos en unos 20 ml de cloroformo, vy
se eluyb con 150 ml de este mismo solvente; este volumen
se colectd en una sola fraccidn, gue contiene colesterol
v leidos'neutros. Sz continud eluvendo con una mezcla
clbreformOmmetanol 4:1 (v/v) de 150 ml, que se colectd en
tres fracciones de 50 ml. Luego se eluyd del mismo modo
con cloroformo-metanol 3:1 (v/v) v finalmente con cloro-
formo-metanol 2:1. La cromatograffa s= realizd a una so-
brepresidn de N, de 0,1 a 0,3 atm., para asegurar un flu-

jo uniforme de 2-3 ml/min. Las fracciones se recogieron

a 0°, bajo Nz.
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Los primeros 50 ml de cloroformo-metanol 4:1
vontuvieron camtidades muy pequaefias de fosfolipido, pero
en la sequnda fraccidn colectada con este solvente eluyd
aproximadamente ¢l 60% do la fosfatidiletanolamina inicial,
contaminada con vnequefas cantidades de fosfatidilserina,
comc se pudo demostrar por cromatograffa en placa fina
{seccidén 6.4.). La fraccisn 3:1 contuvo ambos fosfolipi-
dos en arroximadamente la mism2a cantidad. La fosfatidil-
céiina fua eluida de la columna con cloroformo-metanol
2:1, contaminada con cantidades pequefias de otros fosfolfi-
pidos, cuva naturaleza no fue adecuadamente demostrada; el
contaminante m&s importante narecid ser esfingomielina.

6.2. Purificacifn ds fnsfolipidos pocr cromatografia en

-~ L

DEAE-celulosa, .

Esta técnica se realizdé de acuerdo a Rouser (96).

La muestra (100-200 mgs) se oplicd disueclta en cloroformo
a una columna de DEAR celulosa prevarada como se describe
en la seccidn 4.5.2: s2 lavd con un volumen ds cloroformo
equivalante a @ wvseces el totzl de la columna para elimi-
nar los lfpidos neutrons. Lu2go se eluyd con un volumen

similar ds clorcformec metanocl 9:1 {(v/v) con lo que sale

la fosfatidileclina, contaminada con algunos lipidos com-
nlejos. La fosfatidilaeteanolamina es elufda del mismo mo-

Ao usando cloroformo-metancl 7:3 (v/v). La columna se

continua lavandn con solventes de polaridad creciente:
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cloroforne motarel 1:1, cloroformn-fcido acético 3:1, &ci-

do acético-metancl. Los Issfnlfpidos Acidos, come la foo-
fatidilserina, nc son elufdos hasta el lavado con Zcido
acético. En todas las elucinnes se conlectarcn voliimenes
de 350 ml,en frio y bajo Nz. Las fracciones se concentra-
ron hasta un voluman de 20 ml v se analizaron mediante
cromatografias en vlaca delgada y tincién con reactivos
especificos (seccién 65.4.).

6.3. Purificacidn de fosfolfpidos por cromatografia en

placa gruesa.

Cuarenta mg 42 fosfolipidos crudos o semipurifi-
cados por alguno de 1os procadimientos anteriores en co-
lumna, se aplicaron en linea a placas de 20x29 cnm de sili-
ca gel G, de 1,5 mm de espesor, preparada como se describe

en la seccidn 4.2. La ba
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los fosfolipidoes

de interés se identificd por su posicidn relativa luego

fo?
()

revelar con un pulverizadn de agua. La fraccidn se ras-—

‘g
i3

de la vlaca, el agua se €limind al vacio (9,01 torr),
vy los fosfolipidos se extrajeron 3 veces con volimenes de
5 ml de cloroformo-metanol 2:1 (v/v). Las fracciones se
juntaron Yy se concentraron a 3 ml. Luego se analizaron
por cromatografia en placa declgada y tincifén con reacti-
vos especificos (seccidn 6.4.). El1 solvente usado en este

proceso de purificacitn fue cloroformo:metanol:agua=

65:45:4,




$.4. Anélisis de fosfolipidos.

Los lipides se identificaron por cocromatograffa
con estandares en nlacas delgadas de silica gel v por tin-
cidn con reactivos especificos. Las placas, de 0,25 mm de
espesor, se prepararon cono se dascribe en la seccidn 4.3.;
la solucién de fosfolipidn se aplic® en un punto y la cro-
matografia se llevd a caho a temperatura ambiente. Los
solvantes usados fueron cloroformo:metanol - -agua=65:25:4 vy
cloroformo:metanol :&cido aciticoraqua=50:25:8:4,

Los valores de RfvariarOn en un 19% vy coincidie-
ron con los dascritos en la literatura (100,101). Los fos-
folipidos con grupos amino se revelaron con un pulverizado
de ninhidrina (102), v los que contienen un grupo cclina se
revelaron del mism» mods con el reactivo de Draggendorf
(103). Comn roeactivos de tincisn general de lipidos se usa-
ron Rodamina § B {(102) o Iz, aplicadn pulverizando sobre
la placa una solucidn de 12 en metancl al 10%.

7. Sintesis de prenil nircfosfatos.

A continuacidn se describe la gsintesis de iso-
pentenil pirnfosfato y farnesil pirofosfato: tanto el
DMAPP como el @PP usados en este trabajo se sintetizaron
del mismo modo por L. Chavet. Se utilizf la t&cnica de
Cramer (104), gue usa dinxano difosfato como - reactivo

fosforilante vy 10s prencles come sustratos.
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7.1. Purificacidn de los alcoholes,

2.1.1. Purificacisn de iscpentenol.

Fste aleohol (3-metil,3-butencl) se usf direc-
tamente en la fosforilagi®n ya gque el anélisis por cromato-
graffia da gases (columna d= EGA, 30°, 2l resto de las con-
diciones dascritas en 1la seccidn 4.1.), no mostrd contami-
naciones; y el isopentencl eluyé de la columna come un pi--
cn simBtrico, cuya Brea correspondi& a la esperada tedrica-
mente si toda la masa inyectada funra isopentencl. En las
condiciones de la cromatografia, el métndo habria detecta-
do un nivel de contaminacidn tan bajo como el 1%,

7.1.2. Purificacién de 2-trans.é~trans-farnescl.

Diez ml de una preparaci?n ccomercial (95% pura)
que contienc los 4 diasteredmercs del farnesol se estabili-
zaron durante 2 horas a una presidn de 0,2 mm de Hg en el
haldn de una columna de destilacidn de ban-a anular rotato-
.ria (Perkin~Elmer, mndielo HFT=51). 8Se calentd suavemente
hasta que la temperatura de la cabaza de la columna adiab&-
tica subif bruscamente a 921°, y se ompezd a recoger en es-
te momento usande una relacién de reflujo de 200:1; se co-
lectaron 10 fracciocnes cuvns volfimenes fluctuaron entre
0,5 ¥ 1 ml, hasta gque la temperatura Jde la cabeza de la co=-
lumna fue de 9%4°., La frecuencia de rntacién de la banda

anular se mantuvo en 20000 rpm durante todo el reflujo.
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La destilacisn durd 3 horas, y la presidn se mantuvo entre
6,18 vy 0,2 mm de Hg.

Lzs fracciones se analizaron por cromatograffa
de gases en columnas de EGA y de SE~30: los alechmlas se
sililaron antes de invectar en esta Gltima ecnluma. El or-
den de destilacifin fue el siguiento: cig-cis farnesol,

trans~cig farnesnl, cis-trans farnesol y trans-trans farne-

snl., El primer alcohnlsa obtuvo virtualmente purn en la
primera fraccién: las “dem@s fracciones contuvieron canti-
dades variables de 2 o 3 farnesoles. La fraccién de mayor
runtn A2 ebullici®n, que fue la utilizada en la sintesis,

contenia 80% del isfmern trans-trans v 20% del isémero

cis-trans.

7.2. Pircfosforilacisn fe alcoholes.

En esta sintesis se usa dioxanc difosfato como
agente fosforilante, acetonitrilo ec~mo solvente y tricleoro-
acetonitrilo comn catalizadeor. La reaccifn produce los
ésteres mono,piro v trifosfrrilados de los alcoholes.

El dioxano difosfatn se prepara mezclando
dicxano y Scidn ortofosfirice en una relaci®sn molar 1:1,
filtrando el precipitado en una atmésfera seca y removien-
An el exceso de dioxano por licofilizacidén., El producto
asf obtenide se wvuelve a disolver en dioxano, antes de usar,
para regenerar el dioxano difosfato hidrolizado y se vuel-

ve a liofilizar. El solvente orgfnico se librd de
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perfxidos paséndnlo por una coclumna de alGmina activada
(148) , v se destils sobre cribas moleculares. Todos los
reactivos usadns en la sintesis se destilaron y secaron
sobhre cribas moleculares v se guardarcn en un desecador
de vidrio sobre pentdxidn de fésforn. ELl material de vi-
“rio fue igualmente secado calentidndolo a 120° durante 2

horas v luego almacenindclo sobre el pentdxido de f£6sforo.,

e}

stas precauciones son necesarias debidn a la extrama sus-
ceptibilidad dz1 dioxano Aifosfato a la hidrélisis.

El prenol purificado (2.2 mmeolas) ,s2 mezcld con
0,81 ml de tricloroacetonitrilo v se agitd violentamente
durante media horaz con una pequesia barra magnética, en un
baldn da 50 ml de forma cfnica, cerrado. El dioxano di-
fosfato (0,84 g), se disnlvisd en una mezcla de 0,84 ml de
trietilamina v 30 ml de acetonitril~; esta solucidn se
agregd sobre la solucidén qua contenia el alcohol durante
4 horas mediante un embudo de decantaci®n y se dejd agi-
tands 10 horas més. La sclucisn final fue de color amari-
1lo. E1 proceso se llevd a cabc ¢on el sistema completa-
mente cerrads a temperatura ambiente. La reaccifn ge de-~
tuvn agregandc 50 ml de hidrSxidc Jde amcnio 0,1 M. Luego,
los componentes orgldnicos del medin de reaceisn se extra-
jeron 2 veces con 50 ml de &ter etilico libre de nersdxidos,
v la fase etérea se extrajo a su vez con dos norcinones de

50 ml de la soluci®dn amoniacal. Las fases acuosas se

.




juntarcsn, v el Ster disueltn se removif an un evanorador

rotatorio 2 nresifn reducida (0,1 torr). El prenil niro-
foafate se nurific? come se Jdaescribe en la seceifn 8.

8. Sinteais ¢ su strates radiactivos,

A et i Rt B RN A i 0 At b o t— . —— 1

R.1. Bicsintesis 7¢ iscpentenil nirofosfato.

La sintesis de este commuesto se realizd utili~
zand» una premaracifn del sucre de Hevea brasiliensis, cen-
trifugada a 1209989xg, qus contisne lag 2nzimas gue catali-
zan la conversidn de 3cido mevalénice en IPP. ceon bhuon
randimiente (40, 105). F£1 susro no tiensz actividad IPP
isomerﬁjicr fetnctabla (49), 1o aquz 1o hace adecuado na-
ra la hingintesis de IPP, va auz cste ovroductr no es trans-
£rrmado an DMEPP, De este modn, sa ruade ohtener un ren-
fdimiente considerahlemente superionr al que s2 leogra usan-
do las enzimas de higadn de eczrds, gqus es de un 60%. E1
nrocedimient~ ha sidn adacuadamente Aescrito. nor lo aqua
no se detallars agui (115).

82 usd como sustrato 3-R3 - 27 C-MyA, que se in-
cuhd con una cantidad adacuada &2 suern por 15 o 30 minu-
tes, junto con ATPaﬁg+2° A fin de corregir por los cam-

hios de actividacd @nzim&tica antre las diferontas partidas

I~

de suerc, o por aquallos ocurridcs curante =l almacenamien-
to, v para minimizar el efecto de las fosfatasas endige-
naz A21 sucrc. se llevd a cabo un ansave nequefce nara de-

terminar =21 tiemoo &ptimo de la reaccisn. Esto se hizc
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madiante exverimentos de pulsos Jde enzima, a 37°: se llevd
a caho una nrimera incubhacién. se detuvo calentando a 267,
v se repitid el mismo nroceso 3 veces mA3. agregando enzi-

ma cada vez. Il orogreso de la reaccidn se siquid median-

o

te cromatografias en npanel (nropanocl-amonfaco:acua=3:1:1,
geccibn 5.2) ., v el IPP producto se icdentificd »or cocromato
graffa con IPP? auténtico radiactivon. TListe ensavo se con-
£firmd con ensavos hioldgicos usando la mezcla 3-£€ MVA e
IPP como sustrate de la nrenilsintetasa purificada, v por
identificacién en el cromatdqrafo de gases, del alcohol li-
haerado de =2sta mezcla luego de una hidrdlisis con fosfata
sa alecalina v apirasa. Los rezultados fuaron coincidens

tas, excepto ~ue la cantidad de radiactividad recunerads en

p

a hidrdlisis onzimétice fue menor: esto z¢ deba nrohabla-
mant2 a2 la alta wvolatilidad 3ol isonmentenel 2 37, ELl ren-
dimiento de la biosintesis fue normwalmente de 80--85%, aun-
agus 52 nuedan consaguir valores ton husnos como 22%: el

naor rasultado gusz hemos obtenido es de 60%, que as lo ne-

jor en el procedimiento fque uses las enzimas de higado dz

cerdo (1l06). o 42 un lisado de levadura (197).

El 1-77°C-IPP asi ohtenido s& ovurificd coro s

©

descriha en lz sececidn 2.



8.2. PRiosintesis da 2-

14 . .
C-fosfomzvnlénico.,

3,25 uC e

-

14 : . -
2=" "0 DELIEIR gn incuharvon con 8.10 3

unidades de guinzts mevaldnica de hifcado de curdo, dona-

cidn a2l Dr, B. Rovii
5 =1 Mgll

1927, L~ incuHacicn

-
a, en 0.5 nl {2 una solucidn do ATP
HCL 50m. nll 7.4 v mercaptoetanol

se llevA » cano per 30 minutos a 39°

v sa detuvo calentando & 9567 vor 3 minutos. Los onroduc-

tes se analizan por

f6rmice agua=77:10:13

cromatografia en vwanel (butancl:8cido

}. T1 rendimisnto varid entre 30 a

99%. raspecto a la cantidad inicial 42 sustrate utilizahle,

3-R-MVA, La identidad del preoducte se verific nor trata-

miente con apirasa ¢

-

2 nona v fosfatnea alcalina, lo que

gz=nerd® un nroducto cuve R_. en la misma cromatografia co-

£

rraespondia » 12 &2 VA, v nor incornoracifn ée marca en

prencles catalizada por enzirmas de Pinus. Nl PMVA no se

vurificd, va qus noso
astuidio exhiaustive dg

mnevaldnico de Pinus

tros nn desafdhamos llavar 2 caho un
las propiedades de lz cuinecsa fosfo-

Titrus ni llevar 2 oo un Droceso

de purificacifn Ae la nisrma actividad. Loz componentes

-

édel medio de ensayn 4

@ la biosintzsis ~ue se agregan jun-

to con el sustrato PMVA 2n el ensavo de esta enzima, no

pueden tener un efect

v

o daletéreo,yva qus 1los mismeg se agre-

gan 2 se gsneran durante la incubacifn con los extractos

enzimdticos.




se puede sevarar del sustrato durmnte la cromatografia,

!!
Cuando se purifico ].4l ‘C~IPP, el maf'io de reaccifn se llavd

del mismo modo a 490 ml en Tris, ¥C1 .10 wM, perc so omitid

la incubacidn con pirofosfatasa.

kY
2

,-

continuacidén la muestra se 2plicd a una colum-
na de¢ 30xl.% cms de DEARE Sephadex N-25 preparada v estabi-
lizada en tampdn Tris.HCl 9,01 M pH 2,3, como se describe
en la seccidn 4.5.,con un £flujs de alredcdor de 27 ml/h:
los nroductos de la sintesis se eluvaron primero con un vo-
lumen dal mizmn tampdn equivalonte 2 4-6 volimenes del la-
cho: luago con @l mismr volumen Ae bicarbonato de amonio
0,1 M, v finalmente, con una gradiente linecal cuyo volumen
fua igual a 12 vellimenas de columma, de limites 0,1 v 0,35
M an bicarbonato de amonio. El pH se mantuvo en las dos
Jltlwas gluciones con Tris. HCL 10 mM oHE 3,3.
Bl orirer lavade eluya aquallos compuestos gue no
se¢ reticnen o se retisnen ddbilmente, come lns aleoheles no

fosforilades en las sinitssis orxg#inicas, ¢ comn el Acido

iR

-~

G-meval@nice vrovonients Ag la bicsintesis dz2 IPP, El lava~

Aa con 0,1 M bicarhonate de amonic eluye aguellos compuestos
con carga negativa suverinr, cornn el isopgnt2nil monofosfato

gue se genera an la biosintesis de IPP ¢ los monnfosiatos
v 21 ortofosfato dc las sintesis cuinicas. La gradients
permite senarar entrae difaosfatos vy trifosfates: los prime

ros eluysn a una fuarza ifnica de 0,2 M v los segundos




Ins productns asi okbtenidos se analizaron en una
cromatografia en papel,; como se “Aescrihe en la seccidn 4.2.,
usando n-propannl amonisen agua=3:1:1. Los sustratons no
marcados e revolaren con el reactive de Manoo "Ighorsood (14!

v la nrigracifn de los sustratos radiactivos se determi-

nd como so Adescribe en la seccifn 4.2, Luago los susktra-

)

i

tos ge trataron con fosfatasa alcalina v apiresa, nera dar

los respectivos alcohnles que se Analizaron pnor cromatcogra-
fia de gages. FErn 21l cagso A= andlisis 3o los sustratns ra-
diactivos alflicos (GPP, FPP) se determind ademfs su debi-
lidad a la hidrdlisis &cida, incubande unes canticdad adecua-
da de sustrato en HC1L 19 »or 10 min. 2 37, axtravando los

alcoholes reordenados con &ter de petrdlac v contando una

alfcuota da la faze o« erio fue su
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utilizacidn por enzimas de polvo cetbnicn de flavede de C.

ginansis.

19. Determinacifn de pr

19.1., !M8tndo turhifimstricn,

Bste métodc se utilizd en los extractos y an las
egtapeses iniciales de purificaciéin, B8l extracto contione co-
lorantes qgue interfisren con les métodos hasados en la ab-

sorcién fe luz al TV, asi como en las Aistintas reaccionas

=%

A2 nrotefnas ocue se utilizan corrientemente para la

5)
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determinacién de su concentracién (110, 111).

En este método 2.5 ml de TCA al 6% (p/v) se aqre-
garon sobre 2.5 ml de una solucidn gue contiene la muestra
y la turbhidez se commard con un blanco de agua en un colo-
rimetro Klett usando un filtro verde (112). E1 m&todo es

lineal hasta una cantidad d=2 3,0 mg finales da proteina v

s

detecta hasta 2,1 mg de nroteina por nuasstra.

10.2. !Método de Lowrv.

Este métodc se utilizd desp

o
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componentes fendlicos no proteicos del extracto eu. la.nuri-
ficacifn; rara eate o uhilizd cofy 2otandzr unn  prepa~
ranidn de prenilsintetasa purificada cuyvo contenido en pro-
teina se dz2terniné nor el método turbidimétrico; solo asi
son comparahles las determinaciones hechas con anbos méto-
dos.

11, Determinacidn de fosfato.

11.1. Determinacidn éz ortoinsfato.

Se utilizd el método dm Fishas vy Subbarow (114).

t8n de fésforo total

2o 138 21 mdtode de Ames (115).

o

un volumen Ae
muestra no mayvor que 9,1 ml se agregan 9,2 ml de Mg(NO3)2
2l 19% an etannl. La mezcln g2 sacn sobhre una llama suave

v luege se caleina hasta cenizas hlancas. 32 enfria v se

agragan 0,3 ml de HC1 1. 5= calienta a 1299° durante
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15 minuvtos, se enfria v determina ortofosfato como se des-
cribe més arriba,

12. Determinacifn do radiactividad,

Las condiciones da2 ¢fmputo de radiactividad vor
centellan sa ajustaf m con rasnecto al volumen de la solu-
cifn de cantellen, a la concentracidn del centelleador se-
cundario v al volumen miximo de &ter de patréleo qua pue-
de agregarse & la solucidin de centolleo fin disminuir la
eficiencia.

Se utilizd tolusno comn solvents nrimario con
gtancl al 10% (v/v) ., para solubilizar muastras acunsas.

Usando 2,5-difaniloxazel (4 g/lt) como centelleadnr prima-

rin, se& encontrd que una concentracidn

b |
-
i

\

0,125 g/1lt del
centelleador secundario {(1,4-bhig(2-(5-~foeniloxazolil)-~ben-

, o " 14 3
ceno (POPOP) da mixima aficizncia da cémpute para Cvyv "H

en dos ml de solucidn centelleante, amn luegs de la adi-
cidn de 0.5 ml de &ter da petrflen (40~80). Lz eficiencia

no cambi® al aumantar 1z concenitracién de POPOP o el volu-
men de la solucidn 82 centellszo hasta 19 ml
nar el 2tan~l: =an estce fiitime caso el mdximo del esnectro

fa energia se desplaza ligeramente, va que el etanol es un
apagador, perc esto se ccrrige simnlemente campiando la
atenunacién de 1ns pulsos de voltaije. Cuands se contaron ti-
ras de papel ¢ cuando se determnind la radiactividad d= una

solucifn de &ter do netrdlec de volumen maver que 0,5 ml,
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el volumen de la soluneifn dz contelleo se aumentd a 5 ml,

para mantencr la eficiencia del cfmputo.

La eficiencia del cémput~ an estas condicicnes
14 " 3
fue de 85% =2n el cago de C v de 35% para "H, an muestras

ne acuosas. La temperatura fus la dz21l ambiente. El apaga-

miento se determind rutinarizmente

g

or ¢l m3tado de razdn

o

de canales (14€), auc se calibr®d usando “4C“-H3GH \'4 3E~H20
Las soluciones acucgas se contaron en 19 ml de
esta solucidn, que admite fAcilmente hasta 190 pl de fase
acucsa, o en 17 ml de solucidn centelleante de Brav (147).
La eficiancia del cémputr @n esta solucidn fre del B8E% s2
el volumen de agua agregads nc e€s mayer gque un ml, El1 pH
gcido v la alta fuerza ifSnica disminuvaron dri3sticamente
la 2ficiencia del cBmputc de radiactividad de estas fases

acuosas: por 1o tanto, las muestras acuosas se neutraliza-

E.ﬂ

rcn y/2 diluveron antes de contarlas., Se utilizd un conta-
dor HWuclear Chicago modalo G801

4

13. Preparacifn de susrcnsiones de fosfolipidos.

Unzs ega
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an

cloroformo metanol l:1, se evapor® bajoc una corrienta de

¥,: 1 lipido seco se agregd agua o tempbn desaircados y

A

se snnicd. Este procoso se realizd durante 2-4 minutos

2

con un equipo Biosonik III (Bronwill) ., a 20 KHert , con la




méxima potencia. La formacidn de vesficulas sa completa“éngeg
te tiempo (i26, 127). La suspensidén tuvo un leve turbidez

(ASSO manor que §,05), gue no desanarecis cuando el tiempo
d2 la sonicacifin se aumento hasta los 30 min., Todo el pro-
ceso s& llevd a cabo en frio v bajo una corriente continua

de Hz. La sonicacitn se llevd® a cabos con intervalos de unos
o

30 segundos, a fin Jde mantener la temperatura en 4°.

iy
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ERIALES

Los resctivos gquo se indican 2 continu=cidn
se obtuvieron 4z las firmas mencionadas 2n cada caso
nerol v og=raniol, de FTritzche Brothers, Co., Wew York,
USA- farnesol, éimetilalilalcochol, de Aldrich Chem.Co.,
Milvaukee ,USZ  Acido 2ﬂlécﬂmevalénico v 3H~EaBHL, de
dew England duclear, Boston, USA:
2,5-difenil oxazol v 1l,2-bis{2~-(5~fcniloxazolil)) ben-
ceno, &2 Huclear Chicago, Illinois, USA
8cido silfcico (109 mesh), dc Mallinkrodt,Saint Louis,
UsSA-
cribas molaculares, de Union Carbide, U3R
Sephadex v sus derivados, de Pharmacia Fine Chem.,
Uppsala, Suecia:

DERE c2lulos=, de "Thatman Co., Kent, Inglaterra;
fosfatasa alcalina vy fosfolipasa C, de Sigma Chenm.Co.,
Saint Louis, US2:,

protefnas esténdares, de Tann Rascarch Co., New York,
USA,

Bl resto de los raactivns v solventes usados
se obtuvieron de diversas firmas, v fuscron de la mavor
pureza disponible, excepto el sulfato de amonio {p.

usos bioquimicos) v ¢l fosfato de potasio moncicido

(purfsimo) , de Merck, Darmstadt, Alemania.

80
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RESULTADOS ¥ DISCUSION

l. Efecto de fosfolipidos sobre las enzimas que transfor-

man Scido mevalénico en prenoles.

1.1. Eleccibn del mate.ial biol6gico.

Los primeros estudios ¢o es3te afecto se realiza-
ron con extractos enzimiticos de pléntulas de Pinus radiata
(79). Pesultados semejantes se obtuvieron con un sistema
similar de flavedo de Citrus ginensis (49). Por lo ﬁanto,
amhas preparaciones enzimfticas paracian adecuadas para es-
tudiar cste oroblama.

Las actividades enziméticas dz los extractos 42
flavedo de Citrus muestran grandes variaciones estacionales
por lo gue no es posible preparar extractos activos més que
durante la mitad del afo. -~ este efecto se agrega un alto
grade de disversidn debido a las diferencias individuales
entre los frutos de un mismo &rbol (118); da agufl gue cs
muy diffcil correlacionar cuantitativamente resultados ob-
tenidos de distintas preparaciones pequefias de flavedo, re-
quisito esencial en la exploracidn de métodos de purifica-
¢cidn de enzimas. Dstos problemas no existen en 2l caso de

las pléntulas de Pinusg cultivadas en el laboratorio, qus

son metabflicamente muy homogéneas. In camiio lc masa de
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material que se obtiene es muy peqﬁeﬁag cada plantula pesa
unos 179 mg, mientras cue el flavedo <2 una naranja pesa
antra 10 a 20 g. Por =2stas razones v con el fin de aclarar
algunos aspectos del efecto de fosfolipidos gue no recuerfan
de la purificacién de enzimas, se ernlzd inicialmente el
sistema enzimitico obtenido de Pipus Radiata. Sin embargo,
la mayvoria de loz experimentos sa renitieron con el siste-
ma de flavedo de {itrus »ara ssegurar la identidad de la
respuaesta de arhoes sistemas 81 es que era necesario planifi-
car nuevos exnerimentos en un sistema basado en conclusio-
nas ohtenidas con el otro.

El »rimer nroblema fue aentonczs encontrar condi-
ciones que permitieran optimizer la germinacién v el desa-
rrollo de las plé&ntulas de Pipus Radiata, va guz ¢l rendi-
miento inicial 42 las nlantaciones fus muy nobre. Con es~
te objeto sc estudiarcn sflo los efrctos da2l pH del suelo v
de la adicién de sales ihorgfnicas, va aue se habia demos-~
trado que la adicién d¢ hormonas vegetales no tenfa efecto
@n @ste nivel de dasarrollo 6@ las pléntulas (122} . Asf se
encontrd gue este desarrollo es Ontimo a pH 4: a un pH mis
fcido; las semillas mueren: a nH 5, pocas samillas son via-
hHlas, @l crecimianto es lento v ge nreoduce una exkensa con~
taminacién nor hongos gue atacan a las nlfintulas en 2l cue-
1lo de la rafz. La adicidn de sales inorgé@nicas descritas

en la literatura como esencialez (123) no tuvo ningln



an

efaecto en la germinacién o en el desarrollo de las nlintu-
las. Por lo tanto., 21 nH d&nl 8vii es lz Gnica variable
importante en este nroceso,; baijo las condiciones utilizadas

en 28te estudio.

Lizs prenaraciones de enzima de las pléntulas asi
obtenidas fuaron notablemente hcmogZineas raesnecto a activi-
dades enzimiticas v concantracidn de nrotefna.

.23 Bfecto de fosfolfpidos en lz transformacitn de Scido

mevaldnico en prenolas.

21 enfoogue exnarimental de este nrobleme se hasd
egn los criterios que se dascriben a continuacibn: 1. En
los primeros estudios (69, 79) 21 efecto de fosfolinidos
sobyre 2l metabolismo de isoprenoidzs sz dotermind caosi
siempre en la fraccibn lipidos libres, qus es un iIndice de
las actividades fosfatBsicas del axtracto, (ver “Stodos,
saeccidn 3.1.)}: los estudios del efecto de fosfolipides so-
bre las fracciones alflicas v prenol fosfatos produjeron
resultados noao claros (133)., Al mismo tiemoo se demostrd
gque la actividad dz las fosfatasas del exrracto no eara
afactada por 1z adicidn de fosfolinidos (79), v se consi-
guid evidencia contraria a la nosibilidad 42 que el efecto
de los fosfolfnideos ocurriera en alguna stars de la secuen-
cia entre MVA o IPP (124). Asf el sitio d=z accidn mis pro-
bable de los fosfolinidos parcecian ser las reaccinnes noste-

riocres a la sintesis de IPP, =28 Ad2cir, las catalizadas nor




la IPP isomerasa v la nranilsintetasa. Ya que los nroduc-
tos de la actividad de 2ztas enzimas son compuestos alili-
cos, parecid immortante determinar de rutina el efecto d=
fosfolipidos tanto sobre la fracci®n linidos libres como en
la alilica.

2. La determinacién de¢ la transformacidén ds &ci-~
a0 mevalénico a2n prencles se basa an la extracei’n de astos
alecholes con &ter de netrflen. Log rircofosfatos remanen-
tes en la fasa2 acuosa son transformados en aleoholes por hi-
ArSlisis quimica ¢ enzimdtica, v extrafdos del mismo modo:

los fosfolipidos son compucstos anfifilicos muy hidrofbhicos

19

(concentraci®n micelar critica de 10 M (125), 1o que ha~

ce prohahle mme interfieran con &l procesn fisicogquimico
da la extraccifin v produzcan un artifici~s en la extracecidn.

Por esta rezfn se incluyd siempre un contrel en el gua los

fosfolipidces se agregarcn al m

1)

dic de incuhacifn despuss de
detener la reaccidn: este control Jdi8 una medida cuantitati-
va del efecto de 1lrns 1lfnidns an la partici®fn de fases.

Log experimentos se hicieron habitualmente agregan-
do 1os fosfolirides a2l medio comn una susnensidn sonicada:
las condiciones de la sonicacibn se ajustaron de meds de ob-
tener la mavor disparsidn posible (126, 127). En otros ex-
narimentos los fosfolfpidos se agregaron al medio comd una
sclucidn etéren, an un volumen muy naguafn. o se observa--

ron diferencias debidas 2l modo de agregar el linidoe.
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A continuacién se nrasenta un conjunto de exneri-~
mentos (Tabla 2 a Zabla 10) rapresentativos Ae coda efecto
estudiadn. Casi todos estos exnerimentos se repitieron con
fosfolinidcs crudos vyouros ~e Aistintas fuentes (cerebro de
poreine o vacunc,; soya v en elgunos casos de flavedo da Ci-

trus sinensis) v en ellos se utilizan los sistemas enzimdti-

cos Ae nléntulas “e Pinvs radiata, flavedn de Citrus ginen-

sis o de extractc de polvo cetdnico de flavadn de Citrus si-
nensis. Lcs resultados fueron cualitativamente similares,
indepencdientemente del sistema usado,

Cuandn se repitieron leos exnerimentos Je incorno-
racidn 632~14C~MVA Jescritos nor George-Wascimento et al
(79) , bajo condiciones esencialmente ifénticas, se encontrsd
el mismn efecteo de astimulacidn sobre la fraccidn lipidos
libres. De acuil cquz se realizaron exnerirentos en las cue
las actividades fosfatfsicas del extracto se redujeron Adrés-
ticamente (fosfato 0,1 i, KF 0,14 M) (60), cm el chijetn de
determinar el efzctn de fosfolipidns s88lo asnbre la fraccién
alflica, es “aecir, el efacto de fosfrlinilns schre la bio-
sfntesis e los pirofosfatos alflices sin interferencia de
las fosfataseas.

“n la Tabla 2 se muestra este efecto en la incor-
poracidn de dcide mevaldnico catalizada por enzimas de Pinus

racdiata bajc las condiciones descritas antes. Bl experimen-

to se realizf sobre un extracte de pléantulas v sobre un



Tabla 2

Efccto de fogfatidiletanolamina en la transformacifn de acide mavalénico en

nranoles por dos preparacionaes enzimaticas da nlantulas 4o Pinus radiata.

madirctividad on prenolaos

(com)
Pravaracidn Fraccion Control sin Control da 2dicidn do
' foafolipide ertraccicn® 3 5 ng de
fosfolipido

Extracto IAApicos 72 1029 820

litres

Alilicos 1220 22972 312
Pracipitado Linidos a0 653 1135
de 80% de libres
saturacitn
con (EH&)ZSOﬂ Alflicos 882 2354 380

225000 cpm de 3~Rsn2w14CvMVA se incuraron durante una hora con 1 nmg dc proteinas
de cada prevaracién enzimética, en un velumen de 0,5 ml bajo las condiciones des-
critas =n Materinles y M&todos. E1l tampdn fue fosfato de potasio 0,1 M pH 7,4,

y la sclucidn contuvo KF 144 w!t final. La fosfatidiletanolamine de cercbro de ca-
cuno se agread comoe una snlucidn acunsa sonicada.

*En este ensayo, la reaccifn se llavd 2 cabo como en el primer control, pero se

¥

agragd ¢l fosfclipido inmediatamente antes de dstener la reaccisn.

L8
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precipitado de 80% de saturacidén en sulfato de amonio, pre-
narado a partir del mismo extracto. Los fosfolinidos aumen-
taron claramente la incorporacidn de radiactividad en la
fraccién lipidos libres. Como el control de extraccidn por
fosfolfpido exhibe el mismo resultado, es claro gque este
efecto no resulta de una accién sobre las enzimas durante
la transformacién del sustrato, sino que de un efecto =n la
particidn fase acuosa/hexano (columna 1 y 2 de Tabla o),
El efecto del fosfolipido es mucho mavor (582%) sobre la
particidn de radiactividad entre hexano v équa que el po-
sible efecto estimulante (71%) sobre la o las reacciones en-
zimfticas (Tabla 2). Un rasultado cualitativamente simi-
lar se obtuvo con la nreparacidn enzimdtica precipitada con
sulfato dc amonio. Este efecto dal fosfolipido scbra la
particidn fue poco reproducible,; como es caracteristico de
este tipo de equilibrio (128).

Al comparar la incorroracién de marca en presen~
cia de fosfolipido con la de los controles, se ohserva una

profunda inhihicién de 1la i

i

cornoracidn an la fraceidn
alilica cue puede ser interpratado como un efacto relacio-
nado con las reacciones enzirfticas mismas, (Tabhla 32).
Tanto an la fracecifn lipnidos libres como alfli-
cos el contrnl 42 extraccidn ruestra que la radiactividad
extralida en hexano por f0zfolipido aurmenta significativa-
mente si se comwara con al ensavo auz2 no lleva lipido.

Este efacte arreja dudas sobre la valicdez del método de
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ensavo, va aue sugiere, en principic, que una fraccién im-
vortente 72 los alcoholes generados =2n el curso de la reac-
cifén enzimética son arrastrados hacia la fase orgfnica sélo
an presencia de un compuastns anfifflico. Sin embarge las si-
quientes ohsarvaciones anoven la volidez del métedo: la ex-
traccifn de los alcoholes -~radinctivos no as cuantitetiva

an los axperimontos sin adicidn de fosfolinidos, 74lo an

75% d2 l2 radisectividad es removida desde la fase acuosz ror
una s0la axtraceidén., RNece valor 238 notabhlaponte constanta

v no aumnta cucndo sa agragon nortadnres ni a2l semisaturar

la solucidn =2n 1oCl (151), m2todo aste Gltimo usado nara

majorar la extraccidn d2 prancles @

i
fo

a fase ~cuosa a la
fase no »olar. Ademds, loz exporimentos sin fosfolipides
son reproducibles dentro de un 15%. lo gu2 es buzno si se
congidera aque an asktn ensavo da transformacibn de Soido me-

valénico =2n pranolaes se

T

:5td midiendo simulténeamente la ac-

{

tividad ds nor lo menns 6 anzimas., HEstos hachos sugieren
aqur el rétodo Ao 2narvo o8 en sf corraete,. nero qua la adi-
cién de fosfolipidos introduce alterrcionss Jua no sS¢ nus
dzn sxonlicar con el tino de axnerimantos mostrado an 1o
Taniag

Pase o astas limitacionzs, los raeultados de la
Takla 2 mucstran cue, contrariamente a los datos anteriores

a astn trabajo (72), no hay estimulecidn @2 la2 cadena biosin-

o
[
i+
e
Q
o
S
M
g
¥
o
A

n un extracto de »lAntulas, sino oie »nare-

ceria ocurrir una inhibicibén de alguna actividad. Este
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filtimo efecto fue poco renroducible v dehe considerarse co-
mo una tendencia mds que como un afacto dA~finitivamente de-
mostrado.

Los experimentos como ¢l deserito en la Tabla 2
no vermitfian extraer conclusiones resmecte al origen v al
punto de la vosible inhibicién vor fosfolinidos, va aqua el
anélisis del sictems =& hace en condiciones da régimen asg-
tacionario;: la t&cnica cmpleada sclo mide los niveles da
los productos finales de la secuencia. De aguf que se da-
cidid determiner ¢l =2facto de los fosfolinidos en experi-
mentos an condiciones de wvelocidad inicial v en perticular
sobre las primeras v las fltimas enzimaz do la secuencia
biosintética: quinasas mevaldnicas, IPP isomerasa v prenil-
transferasas.

1.3, Efecto de fosfolipidos sobre quinasas wmevaléniga v fos-

fomevaldnica.

En la Tabla 3 se muastra el efecto de fosfolipi-
des sobr= la actividad de la primera enzima de la secuen-
cia, la quinasa mavaldnica. Bl ~nilisis de procductos no
recuiere en este casc 4z una particién de fases sinn que
se analiza Adirectamente la fase acuosa por cromatografia
@n panel. Con astp metbdica no se espera, ni de hecho se
ohserva un efecto insspecifico del fosfolipido. Sin em-
hargoe fue necesario precipitar la mavor nartz de 1los lipi-

dos agregados calentando a 100° durante 5 minutos en
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Tabla 3

Efecto de lecitina de sova en la actividad de quinasa meva=
l6nica de extractos de pléntulas de Pinus radiata v flave-
do de Citrus sinensis.

Actividad enzimitica
(Radiactividad en fosfomevaldnico, {(cpm))

Extracto Control sin Control de Adicidn de
fosfolipido extraceidn fosfolipido
2,2 mM
Pinus radiata 10006 238391 9256
Citrus sinensis 138276 17233 18276

N,05 mg de proteinea seﬂincubaron durante 15 minutos con
202000 cpm de 3-R2-2-14C-MVA en un volumen de 8,1 ml. Bl

tampdn fue Tris.HCl pi 7,4, 0,1 ¥ final. El resto de las
condiciones y la doterminacidn de actividad se describen
en Materiales y M&todos.

La lecitine de soya fue una preparacifn comercial no puri-
ficada gue contiene alrededor de un 30% da fosfatidileta-
nolamina. La concentracifén del lipido se expresa en fun-
cidén del contenido de fésforo.
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presencia de una cantidad adaecuada de nroteina (Smg/ml)
para eliminar nnsibles artificios dehido a la migracién
de los linidos sobre el pavel. El métodr alternativo
disvonible. cronmotografia sobre Dowex-formiato (23), d4did
rasultados noco confiables debide a extensgo apagamiantce
Aurante el cfmputo de radiactividad de los eluides de
la columa. El1 m8todo usual de ensavn de esta activi-
dad, gues deternina 21 ADP formado rediante reacciones
acopladas que generan NM2DH (16) , no se puede utilizar va
que el extracto absorbe infinitamente en el ultravioleta
a la concentracisdn requerida para la determinaciédn de
actividad. Lz Tabla 3 muestra claramente cue no hay nin-
gén efecto de foéfolipidqs en la guinasa mevaldnica de
Pinusg o Citrus. El mismo resultado se chtuvo en 21 ensa~-
vo del afecto de fosfolipidos sobre la enzima siguiente
d= la secuancia; la auinasa fosfomevalénica (Tahla 4),
Betos experimentos fueron completamente reproducibles.
Incidentalmente, estos resultados ilustran so-
bre la estereoselactividad de la quinasa foefomevalSnica:
@l sustratn~ de csta enzima ¢s ¢l enantifmero 3R del fci-
do 5-fosfemevaldnieo. va que la quinasa mevalfSnica de hi-
gade da cerdo usada en la biesintesis de este sustrato as
absolutamente especifica por el 3-B-MVA. El heche de aue
la guinsa fosfomevaldnica de Pinus use a2l enantitimero

R obviamente no excluve que puzda utilizor ¢l isfmero S.
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Tabhla 4
Efecto de leecitina d= soya en la actividad d=2 la guinasa
fosfomevaldnica de un extracto de pléntulas de Pinus
radiata.

Actividad enzimftica

Radiactividad % da transformacién

en PP--MVA del sustrato
{epm)
Control 4394 13,7
Control de extraccidn 4471 14,0

de lecitina de sovya

0.5 mg de un precipitado de 80% de saturacibn previamente
dializado contra Tris. HCl 0,1 HI pH 7,4 se incubaron 20
minutos con 32000 cpm de 3-R-2-+*C-PMVA, en un volumen de
0,2 ml: el tamp6n A=l ensavo fus 21 mismo de la di&lisis.
El lipido, el nmismo del experimento descrito en la Tabla
3, se agragd como na suspensidn sonicada. El resto de
las condiciones del ensavo v la dsterminacién de activi-
dad se dascriben en Moteriales v Métodos.
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Sin embargo, las 2snzimas del extracte de P. radiata oueden
transformar solo el 50% de la radiactividad de la mezcla
racémica comercial del &ci'o mevaldnico, en experimentns
prolongados (82). Porx lo tanto es posible dque ambas quina-
gas tengan la misma esterecesnecificidad por los enantidéme=

ros R,

1.4, Efecto de fosfolipidos scbre las actividades isopen=-

tenilpirofosfato isomerfsica y prenilsintetésica.

Cuando se¢ estudié el efecto de fosfolipidos sobre
la IPP isomerasa vy las activicdades prenilsintetédsicas, se
encontrt 1 misan tipo 4o efecto que en los exnerimentos de
transformacién Ae &cido mevaldnice en z2lilicos, es decir,
resultados poco reproducibles con un efecto que tiende a
ser iInhibitcoric., L» Tabhla 5 muestra un experimento en el
que se ve claramente esta inhibicién.

Pars analizzr estos resultados, es importante te-
ner an cuenta que durants el ensayoe de la isnmerasa se en-
cuentra que més de un 50% de 1la marca del nroducteo esti
asociada 2 los prencles de 10 v 15 dtomns de C. Este afec-

5 resulta de la maver actividad preniltransferasica, ro-
lztiva a la de la isomerasa, en el extracte, v de la marca-
cifn doble v triple de los productos <= Ci0 ¥ Cq5 8l se¢
usa IPP marcadn comn fGnico sustrate (78). La contribucidn

As la actividad prenil transferdsica hace dificil distin-

guir cunal de estas enzimas es la afectada por el




Tabla 5

Efecto de fosfolipidos totales de cerebro de vacuno en la
actividad 4de la IPP isomerasa, v de GPP y FPP sintetasas
de extractos de polvo cetdnico de flavedo de Citrus ginen-
sis v plantulas de Pinus radiata.

ketividad especifica

{U/ml)
Contxrol sin  Control de Adicién de 2 mg
fosfolipidos extraceidn de fosfolipidos
crudos de cera=-
bro
IPP isomerasa
ds Oikviis 0,31 0,22 0,27
GPP sintetasa
de Citrus 0,97 0,57 1
FPP sintetasa
de Citrus 1;36 2,80 1,19
FPP sintetasa 0.51 9.31 8 65

de Pinus

Citrus sinensis: 1= C-IPP (100000 cpm), se incubd 15 min
con 1 mg de proteinz, en un volumen final de 1 ml, bajo
las condiciones descritas en “ateriales v M&3todos. La de-
terninacidén de actividad se detalla en el mismo capftulo.

Pinus radiata: 1- 3C-IPP (20000'crm), se incubS 15 minutos
con 0,4 mg de proteina de un precipitado de 80% de satura-
cidn de sulfato de amonio, en un volumen de 0,2 ml. El res-
to de las condiciones y @l ensayo de actividad se describen
en Hateriales v MEtodos.

21 fosfolipido se agregd como una suspensién sonicada, a una
concentracién final de 2 mg/ml en cada caso.
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fosfolipido en el ensavo de la isomerasa.

Las actividades ClO Vi C15 sintetésicas fueron in-
hibidas en aproximadamente la misma proporcidn, que es lo
gue se espera si es gue ambas reacciones son catalizadas
por la misma proteina (42).

La interpretacidén mis simple de aste conjunto de
resultados es que la finica enzima afectada por fosfolipi-
dos es la prenilsintetasa, v gue el efecto observado en la
IPP isomerasa es un reflejo de la inhibicidén de la primera
enzima. La ausencia de efecto dc fosfolipidos en las qui-
nasas mevaldnicas, determinado tanto nor experimentos de
régimen estacionaric (124), como de velocidad inicial, su-
gieren gue el efecto inhibitorio de fosfolipidos en la
transformacidén de Scido mevalbnico en compuestos alflicos
se ejerce por lo tanto en el nivel de la prenilsintcetasa.
A fin de corroborar esta conclusidn y estudiar 21 mecanis-
no de este gfecto 2ra imprescindible contar con una prepa-
racidn de enzima sustancialmente purificada, lo que se in-
tentd como se describe mids adelante.

1.5, Efecto de fosfolipicdos sobre la actividad ciclésica

da Citrus Limonum.

Los datos hasta aqui presentados sugieren que el
efecto dascrito de estimulacibn por fosfolinidos de la in-

corporacién de &cido mevalénico an  los lfpidog libres, es

un artificio de la técnica de extraccidn. 3in embargo,
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estos experimentos no descortan un efecto de fosfolipidos
sobre los sistemas enziméticos cue sintetizan hidrocarburos
monoterpénicos en Pinus, va que en este sistema no mas de
un 0,05% de MVA es transformado en hidrocarburos (82). Por
lo tanto, la contribucidn A2 estos compuestos a la radiac-
tividad de la fraccidn lipidos libres es tan pequefa gue
dificilmente nodria apraciarse un efecto estimulatoric, si
es que lo hubiera. Por =sta razén se decidid utilizar un

extracto de flavede de Citrus limonum, que contiene una ac-

tividad ciclésica nmucho rayor (70). En la Tabla 6 se mues~
tra la ausencia de efecto de fosfatidilcolina da sova sobre
la ciclasa de Citrus limonum: el mismo resultado se obtuvo

al utilizar fosfatidiletanolamina de la misma fuente v fos-
folipidos totales de cerebro de porcino sobre una prapara-

cién parcialmente purificada do lz misrma enzima.

1.6. Efecto do fosfolipnasa C en la transformacidn dz acido

mevaldnico en prenoles.

Para complatar este eatudio era necesario librar
la preparacidn enzimética de fosfolipidos 2nddgenos, tratén-
dola con fosfolipasas; =2sto podria adem&s poner en eviden-—
cia un requerimiento absoluto de fosfolfpidos. Para esto
se utilizd fundarmentalmente fosfolinasa C, aungue se hicia~

e

ron alguncs experimentos con veneno de Crotalus 2damanteus,

que contiene varias actividades fosfolipfsicas (130).

Estos estudios plantearon inicialmente dos




Tabla 6

Efecto de lecitina de sova sobre las actividades fosfaté-
sicas v ciclézicaz d= un extracto de flavado de Citrus
limonum.

Actividades enzimadticas

{(nmolas/hera)
Ensavo Control Control de Adicidn de
extraccidén lecitina
1.2 nM
Fosfatasas® 60 79,8 69,2
Ciclasas 6,34 6,7 6,48

110009 cpm de l~3HwMPP gse incubaron 30 min con 1 mg de pro-
tefna en un volumen de 1 ml. Il extracto se prerard del
mismo modo que el de flavedo de C. sinensis, excento gue
2l tarmm8n fue Tris.UCl pH 7,8 v contuvo mercantcetanol a
una concantracidn final Ae 10 m/., Las condiciones del en-
savo v da la determinacifn de productos se datallan en
Materiales v M&toden.

El fosfolipido, lecitina dz sova comaorcial, se agregd como
una susvensién acuosa sonicada: la concentracibn se expra-
sa en funcién del contenido de fésforo.

*Calculada a vartir Jd2 la hidrSlizis del NPP.
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problemas: el nrimero fus encontrar un método para inacti-
var o separar la fosfolipasa C de nuestras enzimas antes

del ensavo de actividad. El segundo tenfa relacidn con la
mantencidn da la actividad de estas enzimas durante una pre-

incubacién a 37°,

Cuando se estudia el efecto dz la fosfolipasa C
sobre enzimas microsomales el m&todo usual para @liminarla
z2ntes del ensayvo de actividad consiste en centrifugar el
medls - de preincubacidn a 100000xg: asf se recuperan los
microsomas en la pella, v la fosfolinnsa queda en el sobre-
nadante, Este ndtodn no ara anlicable a nuestro sistema
engindtico no particuladn, de modo aues para inactivar 1la
fosfolipasa se apwovachd su carfcter de metaloenzina depen-
diente de Zn'? (122). Usando unz preparacidn cruda da li-
poproteinas de yema de hucvn, 8e encontrd que la enzima es
inmediatamente inactivada por la adicién de o~fenontrolina
0,1 mM final, v aue este efacto no es revartido por la adi-
cidn de Mg+” o Mn+2, que son nacesarios en la transformacidn
de &cido mevalfdnicn. El EDTA no inactiva a la fosfolinasa
aun luego de media hora en las mismas condiciones,

Por otra varte era necesario saber si los compo-
nentes ~gregados a2l medio, indispensables para la actividad
lipisica tenfian efecbo sobre la transformacidn de MVA. En
la Tabla 7 se nmuestra el efecto de Ca+2, Zn+2 v o-fenan-

- 3 3 - l -
trolina en la incorporacidn de 2- dc-rva por un extracto
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Tabla 7

+2 +2 . -
Efecto de Ca ™, IZn v o-fenantrolina en la incorporacién

de 2~14CMMVA por extractos de pléntulas de Pinus Radiata.

Porcentaje de incorporacidn relati-
vo al control

cat2# znt 2% o-fenantrolina*
2,3 mM 2 mt
Lipidos Libres 100 41,5 48,2
Alflicos 191 60,4 225,17
Prenol fosfatos - 40,5 81,3

#Experimento 1: extracto Rinus, 2 mg en 0,5 ml., incuba-
cibn de i hora, en bufer TrisCl 93 mM, pH 7,4: 130000 cpm
an RS-2-L4C.ryn, Bl resto de las condiciones como se des-
cribe en Materiales vy Métodos.

#Experimento 2: aextracto &2 Pinus, 3,1 mg en 0,5 ml, 1
hora de incubacibdn. 3. 14
TampbSn: TriscCl, 0,1 M pH 7,8; 225000 cpm en RS=2-" C=MVA

Uik ¥ e DE CHILE

T G CRIENTE

CENTRAL
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de Pinus. Se ve que no hay efecto de Ca+2 2 mM en la in-

corporacibén de marca ni en la fraccifn lfpidos libres ni
en la fraccifn alflica. La o-fenantrolina disminuyd lige~
ramente la incorporacidn en la fraccién prenolfosfatos
(IPP+més pirofosfatos alflicos) y el Zn+2 blogqued la sinte-
sis de IPP, va que la cafda en la incorporacién de radiacti-
vidad en lfpidos libres v alflicos se debe a la disminucidn
de la incorporacién en la fraccién prenol fosfatos; proba-
blemente este catidn interfiere en las primeras reacciones

2 +2 . ..
2 olMn ©, BEsta inhibicién

de la secusncia que requieren Mg+
desaparecid al agregar un exceso de o~fenantrolina.

La actividad de transformacibn d= &cido mevaldni-
co se pierde por complato aun luego de preincubaciones tan

cortas como 15 minutos en ausencia de fosfolipasa C. Este

problema se resolvid agregando WA no marcado v ATP al medio
de preincubacidn;en rresencia /e astos su~traktes, la inan-
tivacibn ¢l gistera enmirftice se reduje drfsticanente,
Aparentemente la enzima més 13bil de la secuencia es la qui-
nasa mevalénica ya qus no se consiguid estabilizar el siste-
ma en experimentos andlogos ni a2l agregar PMVA ni IPP. No
se hicieron intentos adicionales para aclarar este efecto,

y estos resultados se utilizaron directamente en los expe-
rimentos siguientes con fosfolipasa C.

Como se muastra en las Tablas 8,9 w14, la fosfo-

lipase C no tuvo ningfin efecto sobrz 1a transformacién de
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Tahla 8

Efecto de fosfolipasa C y fosfolinidos totales dacerebro
en la transformacitdn de &Acido mevalénico en prenoles por
un extracto de pléntulas de Pinus radiata.

Condicidn Incorporacidn de marca en prenoles
(cpm)

Lfpidos libres 2lflicos
Control no preincubeado 296 3220
Preincubado sin fcsfolipasa
Control 120 2356
Control de extraccién 128 2228
AdiciAn de fosfolipidos tota- 66 808
les de cerebro, 2 mg/ml
Preincubadno con fosfolipasa C
Controel 181 2480
Control de extraccidn 98 2052
Adicién de fosfolipidos tota-
les de cersbro, 2 mg/ml L 2032

0,72 mg de fosfslipasa C se incubaron 30 minutos con 6,7 mg
de proteina de un extracto de pléntulas de Pinus radiata,
en un volumen fihal ¢ 1,52 ml, a 37°, en un medio que con-
tenia Tris.HCl 15 md pi 7,4, 5,2 nil WA no marcado, 19 m%
MgClgp 19 m't 297 v 10 mM mercaptoetanol. La reaccidn se
detuve agragande o-fenantrolina hasta una concentracidn de
0,5 mM final, y alfcuotas dc 0,45 ml se ensayaron en un vo-
lumen final de 1 ml, por 1 hora, con 270000 cpm de &cido
mevalfnico radiactivo, bajc las condiciones desgscritas en
Materiales y M&todos,

La preparacidn de fosfolipidos, obtenida de cerebro de vacu-
no, sa agregd al medio de ensayo com> suspensifn sonicada
en Tris . HCl 10 mif pH 7,4.




Tabla 92

Efacto de fosfolipasa C y fosfolfpidos totales de cerebro
sobre la quinasa mevalfnica de un extracto de polvo cetd-
nico de flavedo ds Citrus ginensis

Letividad enzimftica
(cpm en PMVL)

Condicién Control Contrcl de Adicidn de
extraccidn fosfolipidos
1 mg/ml final

Extracto preincubado

sin fosfolipasa C 1043 834 892

Extracto praincubado

con fosfolipasa C 1028 1123 806

4,4 mg de protefna del extraeto se preincubaron con 5 mg
de fosfolipasa C en un volumen de 5,5 ml durante 40 min. «
en las condiciones descritas en la leyenda de la Tabla 3.
Alicuotas de 0,05 ml se incubaron en un volumen final de
0.1 ml con &cido mevaldnico radiactivo, 20200 cpm finales.
Las condiciones del ensayo y determinacién de actividad
se describen en Materiales v !18todos.
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Tabla 10

Efecto de fosfolivasa C sobre las quinasas mevaldnica y
fosfomevaldnica de un extracto de polvo cetdnico de fla-
vedo de Citrus sinensis

Incorporacidn de marca en

(cpm)
PrMVA PPMVA
Extracto no preincubado 7238 680
Extracto no preincubado
sin fosfolipasa C 6023 658
Extracto praincudade
con fosfolipesa C 8110 185

1,4 mg de proteina de extractc se incubaron 30 min cecn

2 mg de fosfolipasa €, en un volumen de 2,5 ml, en las con-
diciones descritas en la leyenda de la Figura 8; de &ste

se usé una alfcuota de 0,06 ml para la determinacién de ac~
tividad, en un volunmen de 0,1 ml, afadiendo 20200 cpm de
dcidc mevaldnico radiactivo., Tiempo del ensayo, 15 nin,

La incubacifn v la determinacifn de actividad se realiza-
ron como 3¢ describe en Materiales v Mdtodos.



ot
<O
v

fcido mevaldulceo @n prenoles ni sobr: la actividad de leos
Quinasas mevaldnica v fosfomevalénica. Estos resultados su-
gieren que «ste sistema enzimi2tico no es absolutamente de-
pendiente de fosfolipidos, y que los fosfolipidos origina-
les del extracto no intarficreon en el efecto de los liipidos
agregados.

Los experimentos con venano de Crotalus adamantous
que se realizan en condiciones esencialmente idénticos, ex
capto por la adicibn de albiimina de suero al final de 1la
preincubacién, arrojaron cualitativamente el mismo resulta-
do que los experimentos anteriores. E1 veneno no se utili-
26 rutinariamentc, ya que posee una potente actividad »ro-
te8sica estimulada por Ca+2 (131), lo quz tiendz a oscurecer
los resultados.

Un problema dificil de esclarecer fue si a2lgfn com-

ronente del extracto de Pinus o Citrus inhibe a la fosfoli-

pasa C., En expnerimentos en que se utilizd como sustrato
fosfatidileolina* pura preparada en el Laboratorio vy la ac-
tividad fosfolipfsica se determiné siguiendo la liberacién
de fésforo &cide soluble(2]l), =¢ encontr8 una profunda in-
hibiecifin de la reaccibn al agregar una alfcuota de axtracto,
acompaiiada por una extensa floculacidn de la suspensidn de
fosfolipidos. La dispersidn de los linidons &s esencial pa-

ra la manifestacidn de la actividad de la enzima (132).

Asf, no es posible determinar si la inhibicifn de 1la
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fosfolipasa fue un efecto directo sobre la actividad o un

efecto indirecto sobre el estado fisicoquimica del sustra-
to, los fosfolfpidos. Un método més correcto para determi-
nar la actividad @2 una fosfolipasa en el sistema enziméti-
co en estudio as seguir directamente cambios en la composi=
cién lipidica Jel sistema. Esto no se puede llevar a cabo

en nuestro extracto anzimdtico soluble de P, radiata, cuvo

contenido fosfolfpidico es idetectable por el siguiente mé-~
todo. Una vnreparacién corriente de extracto (30 ml, 60 mg

de proteinz) ', se liofilizd para concentrarla v se extrajo

con cloroforrmo-metanol 2:1: el extracto orginico se concen-
trd v aplicd en nlacas de sflica gel 5, que sc desarrolla-

ron y tifieron con Rodanina come so describe on Materiales v
"Metodos,

Logs coxperinentos aqmmf rroseantades maucstran que

ne hay ofecte catimulaterie de fesfolipides scbre lan enzi=-

nas cue tranafornan fcido mevaldnico en promcles; nor lo

tante, las astudies antaetiorss dobon cxplicarsce achra una
basc gue excluya a las reaccirnes conzinftieas on si, Sin
enbargo, estos experinentos sugieren one existe un ~fecte

irhibitoric 9c leos feosfolinides onsayados sobre una de

123 reacciones de la secuencia. Teta cbservaci?®n ncs llevd

a la etora quo gn describe n continuecifn,
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2. Purificacibn de prenilsintetasa de Citrus sinecneis.

2.1. Obtencibn d=1 raterial bioldgico.

La purificacidn de enzimas de fusntes vegetales
plantea serios problemac derivados de las caracteristicas
de estos sistemas, como la variacidn estacional éz las ac~
tividades enzimdticas (11¢), las bajas cantidades 4« pro-
taina de la cé€lula vegetal, la resistencia mec8nice de la
narad Ffegaluler, v la nresaenciz de componentes coloreados
desnaturalizantes 2n los aextractos (117).

De acuf que 1o prinera meta en un Droczso de pu-
rificarsibn es conseguir una fuente de enzima homoofinea v
estable gua nucda prenararsa en grandas cantidades durante
la estacibn de mayor actividad. En el caso de lz prenilsin-
tetasa de Citrus sinensis; el periodo activo estd entre ju-
nio y septiembre en Chile (118).

Este problena se resolvid con la preparacidn de
un polvo cetbnico d2 flavedo de Citrus sinensis (118), que
es completamente estable hasta por dos aios: el contenid)
da colorantes de esta preparacién esté notablemente dismi-~
nufdo respecto al sistenc original va que huena parte se so-
lubiliza en la acetona vy en ¢l &Ster etflico de la prepara-
cidn del polvo. Todas las znzimas involucradas an lo trans-
formocién de Scido mevalénico en »renoles se conservan an

el proceso. La prenil sintetase se extras del nolvo

homogenizando en tampdn fosfato de potasio 2.1 M, pH 7,4:
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parece existir un cierto grado de gspecificidad an la ex-
traccibn por fosfato, va que otros tamponas, como succinato
0,1 M pid 6 o Tris.HC1 2,1 M nH 7,4, nroducen extractos con
bajas actividades a2specificas.

2.2. Estahilizacién de 1z prenilsintetasa.

El extracto en fosfato 0,1 M pH 7,4 es bastante
inestable, va gue generalmente pierde 1a mitad de la activi-
dad en unas 24 horas, lo que impone una severa limitacibn a
los estudios an el extracto. En los estudios preliminares
de purificacibn de esta ‘:actividad (72), se habia encontra-
do aque la prenilsintetasa sra estabilizada durante un frac-
cionamiento con sulfato de amonio 81 el extracto contenfa ‘gli-
cerol 10%, 40 m* EDTA v DTT 0,1 md (78). Sin embargo cstas
adiciones no modifican la inactivacién durante =1 almacena~
miznto en solucidn ni cuando el extracto s¢ guarda congela-
do. De amui gue fuera imvderativo intentar la estabiliza-~
cibn de la enzima en el extracto. Como se vae en 21 experi-
mento mostrado en la Figura 14, la actividad decae rédpida-
mente 31 el extracto, obtenido en tampdn fosfato phi 7,4, se
Adializa contra el wmismo tarmpén. En cambio la valoeidad de
inactivacidn es significativamente menor cuando el extracto
se dializa contra succinato 0,1 M pH 6, o cuando se dizliza
contra su@cinato pH 6 v se redializa contra tampén de fosfa-
to pH 7,4. La interpnretacidn mis simple do este resulitado

es gue la didlisis a pd dcido permite remover un inactivante
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Figura 14 %

Efecto de diflisis a distintos pH en la estabilidad de
la prenilsintetasa d& un extracto dée polvo catonico de

flavedo de Citrus sinensis

Dos volimenas de 92 ml de un extracto dz polvo cetdnico
preparado como se describe en Materiales v létodos, se
dializaron contra 1 1lt de tampdn succinato 50 mM pi 6;
una de las fracciones dializadas se quards, v 1la otra se
redizlizd contra fosfzato 0,1 M, pH 7,4. Otro volumen
adicional del mismo extracto, & ml, se dializé contra
fosfato 29,1 M pii 7,4, sin Adiflisis previa contra el tam-
pén succinato. Todos los tampones contuvieron EDTA 2 m
DIE 0,1 mM,

En las fracciones asf obtenidas se determinaron las ac-
tividades FPP sintetasz e IPP isomerasa:; la actividad de
la primera se obtuvo restando la contribucién de la se-
gunda, aqu2 fue casi despreciable en las condiciones del
ensavo. A—A: extracto dializado contra succinato,0—e
extracto dizlizado contra fosfato, V—V extracto dia-

lizado contra succinato v fosfato.
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de bajo peso molecular: esto no ocurre a pH 7,4, Se ve
tarbién en la Figura 14 gue las dos fracciones de extracto
dializada contra fosfato, idénticas salvo por la diilisis
praevia de una de ellas a pH &cido, muestran distintas ac-
tividades especificas iniciales, lo que sugiere que el
inactivante es también un inhibidor.

Los rigmentos del extracto no son los responsa-
bles de esta inactivacién répida, ya quc el espectro de
absorcidn del extracto no se altera ni la solucidn de di&-
lisis tiene absorbancia medible entre 2560 y 320 nm.

Cualgquiera sea =21 inactivante y el mecanismo que
permite su =liminacidn a oH 6, la suposicidn mfs simple
respecto, a la interaccién del inactivante con el siste-
ma es que 2sta .es do carfcter polar va qus su remocidn se
logra bajando el pH en solo 1,4 unidades. Por lo tanto,
cualauier tratamiento que interfiera con este tipo d=a inte-
racciones deberia aumentar la estabilidad de la prenilsine-
tetasa. Como se ve en Tabla 11, la estabilidad de la pre-
nilsintetasa aumenta luego de un fraccionamiento 2n sulfato
to dc amonio. La alta concentracidn de sal durante este
proceso podria interferir directa o indirectamente en la
interaccifn inactivante-proteina.

La estabilidad dz 12 prenilsintetasa depende tam-~
hisn de sus caracteristicas: la GPP transferasa de higade

e cerdo es inactivada ncor reactivos de tioles :
a do e o da r t 3 tiol {50)



Tabla 11 111

Estabilidad de una preparacifn de prenilsintetasa purifi-
cada por dos fraccionamientos sucesivos con sulfato de
amonic.

Tiempo Aetividad residual
almacenamiento
(dfas) (%)
0 100
4 108 ,4
7 96
12 65

La enzima, preparada por dos precipitaciones sucesivas con
sulfato de amonioc centre 45 v 65% de saturacidn, comn se
describe en el texto, se almacend a 4° en fosfato 0,1 M,
pH 7,4, EDTA 2 mM, DTT 0,1 mM, a una concentracién de pro-
teinas de 2 mg/ml.

El ensayo de actividad se llevd a cabn comn seé describe

en Materiales y IHétodes.
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esto permite comprender el efecto DIT vy EDTA en nusstra en-
zima (78), va que esta se inactiva répidamente en cualguie-
ra de los estados de purificacifn, en ausencia de estos com
compuestos. Un efecto similar s2 ha descrito recientemen-~
te para la sintetasa de hfgado de ave (51).

La adicién de glicerol al extracto (10%, v/v)
nernite obtener excelentes rendimientos en los fracciona-
mientos con sulfatc de amonio. Se ha descrito un efecto
estabilizante de glicercl en varios enzimas (112, 120, 121)
pero este alcohol no mej-rd la estabilidad de la sintetasa
durante el almacenamiento. La estabilidad de la enzima no
mejora en ninguno de los estadns de pureza descritos en esg-
ta Tesis cuando la preparacidén enzimdtica se ccongela. Sin
embargo, si la solucidn de enzima congclada se deseca por
liofilizacidn se obtiene una preparacién indefinidamente
estable, aun para &l casoc del extracto.

2.3. Dogcrincifpo aonoral de’ 1~ murificaci®fn,.

La nurificacifn dr las actividades nrenilsinte-
t&aicre ocun sa foaaribs an cgte trabajs s llev® o
cabo an 1na aiculentes otnwas:
A. Fraccionamiento # 1 ~&ftracst o sulfiat- <o arends on=-
tre los limites de 45 y 65% de saturacidn.
B. Fraccionamiento con sulfatc de amonio de la preparacién

asi obtenida entre los mismos lfmites.

C. Cromatograffa en Sephadex G-1090.
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D. Cromatograffa en DERE Scphadex o DEAE celulosa.
E. Cromatograffa an Sephadex G-~150.

2.4, Primer fraccionamiento en sulfato de amconio.

El extracto de polvo cetdnico, preparadeo en 0,1 M
fosfato pH 7,4, glicerol 10%, DTT »,1 mM, al gque se agregd
despuds de la extraccidn EDTA hasta una concentracidn final
de 45 mM, sc fracciond entre 45 y 65% d2 saturacidn en sul-
fato de amonio. Para esto, se agregd sulfato de amonic sb-
lido hasta alcanzar una concentracisn equivalente a 45% de
saturacidn: la sal se m0lid previamente s51lo hasta eliminar
log grumes. La precipitacién se llevs a caho en cémara
fria, con agitacién suave (69 a 80 rpm) con una hélice de
vidrio , v durante 20 a 25 nminutes. Luego se dejd estabi-
lizar con agitacidn durante 15 minutos s y la suspensién
sea centrifugd a 15000xgxl0 minutos. La pella se elimind v

el scbranadante se 1levd del mismy modo a 65% da saturaci®n,

i
o

a purificacidn fue de 1,5 a 3 veces v 21 rendimiento varis
entre 80-123%, para la actividad FPP sintetésica: el rendi-
miento para la GPP sintetasa fue usualméntée . 20 a 30% mayor.
El rendimiento fue alto 385le observando estrictamente las
coendiciones descritas. Aparentemente hay un efecto especi-
fico de glicerol en la proteccidn de la actividad déuranto
ol fracoicnaninnts~, va cun asto ne ge ~hgervs ~n ~trns cta-
a3 Qo la vardfiicacifn, Una interpretacién d2 este efecto

es que el glicerosl modifica las interaccionaes n»nroteina
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colorante durante el fraccionamiento+ estas interacciones
podrian ser drfisticamente alteradas en un medio de alta
fuerze ifnica, segin se infiere del compartamiento de una
fraccidén de enzima sometida a este tratamiento en una co-
lumna de Sephadax 5~100, comparada con una fraccidn no tra-
tada (seccibn 2.6) . Esta preparacién de enzima contuvo una
cantidad apreciable del color original.

25. Seguncdo fraccionamiento en sulfato de amonio.

L2 pella obtenida en la precipitacidn anterior se
disolvié en fosfato de potasio 0,1 M, pH 7,4, EDTA 40 mM,
DTT 0,1 mM, glicernl 10%, en un volumen tal que la concen-~
tracifén de protzina fue de 2-3 mg/ml. EL pH de 2sta solu-
cifn varié entre 7 v 7,2. S repitid el fraccionamiento con
sulfato de amonio, del nismo modo.

Este proceso fue menos reproducible cue el anterior,
va que una fraccién variable dz la actividad prenilsinteté-
sica se distribuyd entre las pellas 0 y 45% v 45 a 65% de
saturacién. Aparentemente esto resulta de una combinacidn
de efactos de la concsntracidn de nroteinas vy del pH. Cuan=
Ao la concentracién de proteina inicial fue de 6 a 2 mg/ml,
el pE resultante de la solucién fue menor aue 7, probable-
mnente dehido a 7ue en estas condiciones los compuestos dci-
dos originales del extracto estén tamhién en mavor concen-

tracidén. Hasta el 50% de la actividad prenilsintetésica

precipitd en el fraccionamiento de 0§ a2 45% de saturacién
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en alta concentracién de proteina y bajo nH. En cambio
cuando le concentracién inicial de wroteina se ajustd en-
tre 2 a 3 mg/ml no mé3s del 20% de la actividad se encontrd
en esa fraccibn., Esta actividad perdida en la primera pre-
cipitacibn parece aceptable si se considera el alto rendi-
miento del proceso v 12 alimihaci®n partial de la IPP iso=-
nerasa ¥ las-fesfatasas; el rendinients vari®d entra 80 a
109% y la purificacifn entre 3 w T vecns,

2.6. Cromatogrzffa en Sephadox G-~100.

La pella obtenida en el Gltimo fraccionamiento
se disolvid en un volumen minimo de tampédn fosfato 0,1 M,
ol 7,4, glicerol al 10% (v/v), DIT 0,1 mM, v 40 mit EDTA.
Bsta solucibn (30-60 mg/ml) se aplicd a una columna de
Sephadex G-190, preequilibrada en fosfato 0,1 M, pH 7,4,
EDTA 2 ml v 0,1 oM DIT, v se eluvd con el mismo tampén.

En algunos experimentos se utilizd un tamndn succcinato
pH 6, que contuvo EDTA vy DIT & la misma concentracibn an-~
terior, lo que no introdujo alteracionas ni en el rendi-
miento o la purificacién enzimitica, ni en el patrén gene-
ral de ~lucibn.

Como se ve en la Figura 15, toda la proteina
eluy6 de la columna en un solo ancho pico separdndose de
los componentes coloreados de la muestra (determinados por
A319 en la Figura 15). El pico de protzinas no se puede

resolver, independientemente de cualquier factor como
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Figura 15

Cromatografia en Sephadex G-100

2,9 ml (46,1) mg de la 2a. pella 45-65% de sulfato de

. ; 3
amonio, se aplicaron a una columna de 108 cm

{digmetro
1 cm), estabilizada en succinato de potasio 0,1 M, pH 6,
EDTA 2 m¥ v DTT 0,05 mM. Las fracciones fueron de 1 ml y
el flujo se ajustd a 7 ml/hora. En el elufdo se determi-

né A

sica (gp----6) como se describe en "ateriales y Métodos.
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relacién volumen de la muestra/volumen de la columna, geo-
metria de la columna, flujo o tampén usado. Todas las ac-
tividades enzim&@ticas que se han ensayado en el eluido,
prenilsintetasa, IPP isomerasa (29), fosfatasas (78) (de-~
terminadas por radiactividad en lipidos libres), v 1“3H—GPP
fosfatasa (82), se reparten a todec lo ancho del pico sin
separacién significativa. Este comportamiento se mantiene
2l racromatografiar en la misma columna la fiaccién de pro-
teina (78). Por lo tanto, an ests sistema prevalece un
alto grado de interaccién protefna-proteina.

Esta stapa se usé rutinariamente para librar a

la preparacidn enzimdtica de los componentaes coloreados,

v

gue interfieren en la cromatografia de intercambio siguien-
te. La condicién para lograr este objetivo es la presen-

cia de sulfato de amonio en la muestra. S5i se cromatogra-
fia un axtracto no pracipitado o un pracipitado previamen-

te dializado no hay sevaracidn de proteina y color. E1

o

§

rendimiento de la etapa fue d2 un 80%, ein nurificacién, si
es que esta se refiere a la actividad enzim8tica total re-
cobrada en el procesc, pero la purificacidn as virtualmen-
te completa si la actividad esvecifica se refiere a la con-
centracién de colorantes, expresadns por su absorbancia a

310 nm.
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.27. Cromatografie de intercambio anidnico.

£l eluide de vroteina de la cromatograffa ante-
rior se concantrd por ultrafiltracidn en un egquipo Amicon
(membrana Pi1~30) , o por liofilizacién, v se¢ estapilizé por
di8lisis en fosfato 0,01 o 0,015 M pH 7,4, D2T 92,1 mi', BDTA
2 mil. Zuego se aplicd a una colurmna ds DEAE Sephadex o
DELE - - celulosa preequilibrada en =21 nismo tampén, v se
eluyd inmediatamente con una gradiente lineal de fosfato
entres las concentracicnes de 48,01 a 2,1 %, o 0,015 a 0,15 M,
Bl wvolumzn total de la gradiente fue igual a 6 voltmenes
del leche,

La mavor parte do la protefina (925%), incluvendo
la actividad fosfatfsica residual, cluy2 an el volumen
“vacfo" de la colurmna, sin retenerse, mientras gue la pre-
nilsintetasa es eluida cuando la concentrzceifn calculada

del tampdn alcanza a 65070 mi.

Tl
(]

Estas cromatograifas s:o ensavaron orimero an DEAE

Sephadex (Figura 16): aunque la purificacidén obtenida osci-

6]

18 entre 30 a 50 vecas resnecto al extracto inicial, el
rendimiento fue solo de un 10%. Este valor se pudo aumen~
ter hasta un 30% cuando la cromatografia se llevd a cabo
an presencia del sustrato alflico GPP, gue estabiliza a la
prenilsintetasa en solucisn: en estas condiciones la acti-
vidad se distribuy® en un nlmern muy grande de fracciones

(Pigura 17), de tal modo que una fraccidn importante de la
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Figura 16
Cromatografia en DEAE Sephadex

15,1 ml del eluido selecto de la columa de Sephadex
G-100 se estabilizaron por diflisis en fosfato 30 mM

pi 7,4, EDTA 2 wi, vy DIT 0,1 mM. 8¢ aplicé a una colum-
na de 39 cm3 (diémetro de 1,5 cm) v la concentracidén de
fosfato se aumentd linealmente hasta 150 n'; el volumen
de la gradiente fue da 200 ml., Se colectaron fracciones
de 4 ml, a un flujo de 33 ml/hora. En el elufdo se de-
termind %580 (O0---.¢) v actividad FPP sintetdsica

(0 ——0), como se describe en el texto.

Purificacién: 32 wvaces, rendimiento: §6,4%, respecto al

extracto. — —— ,ccncentracidn de fosfrin an ol eluido.
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actividad cocromatografiaBa con la actividad IPP isomeri-
sica, gque eluye un poco después (Tabla 12). : La inactiva-
cidn gg mincr 'al usar DEAE celulcosa: en la Tabla 13 se
muestra una comparacifin entre dos experinentos explorato-
ring con ambos intercambiadores. Estos regsultados sugie-
ren que la nrenilsintetasa se inactivaria irreversiblemen-
te 21 unirse a la matriz del DOAE Sephadex,Yy2 que la nérdi-
da de actiwvidad no se debe a la remocifin de un activador
o a la destruceci®n de una estructura cuaternaria activa,
sagfin 32 demostr’s en experimentns de recombinacidn da las
fracciones eludéns . E1l patrdn de elucidn en las columnas
de DEAE celulosa fue idéntico al de las de DEAE Serhadex.
Cuando la mumstra no se librd por completo de
colorantes en la cromatograffia anterior, una fraccifén impor-
tante de la actividad eluy® con el pico principal de protei-
na (Figura 17); este artificio se debe nrobeblements a gue
las sustancias coloreadas modifican la interaccifn de la
prenilsintetasa con las demés proteinas. La mayor parte
del color se retiene en la columns de intercambio. Esta
interaccifn es tan intensa que los pigmentos no se pueden
remover lavando la columna ni con NaCH C,1 M, ni con fosfa-
to 1 M pH 7,4, o succinato 1 M pH 6 (88). S6lo un solven-
te de fuerza ifnica muv alta, come el sulfato de amonic sa-
turado (aproximacdamente 5,2 M, ~ =35 M), es capaz de rom-

per estas interacciones '(83).



Tabla 12

Distribucién de IPP isomerasa v FPP sintetasa en elufdos
selectos de una cromatograffa en DEAZ Sehhadex

Actividad especifica

ae

(U/maq)
Fraccisn IPP isomerasa FPP sintetasa
T 002 0,07
11 0 1,06
ITT 1,15 1,49

Lags actividades se gnsavaron ccomoe 52 describe en Materia-
les y Métodos, 2n un tiempo de 15 min., Las fracciones se
cbtuviercn ds la cromatograffia en DEAE Sephadex mostrada
en la Figura 17.

En el cilculo de la actividad de la sintetasa se restd la
contribucidn de la isomerasa.



Tabla 13

Commaracidn de la recuperacidn de actividad FPP sintetisica
2n cromatografias en DEAE Sephadex v DBAE Celulosa.

flatriz Actividad on Actividad re- Porcentaje
la muestra cupcerada an racupcrado
el eluido ac-
tivo
(0)
DEAE-Sephadex”™ 2,86 0,84 29 .3

(Tampén de elucién
con GPP)

- D
DEAE-Celulosa "
(Elucién sin GPP) 15,8 16,2 102,5

a. 5.8 ml de una preparacidn de prenilsintetasa purificada
por cromatografia en DEAE-Sephadex, en fosfato 0,03M pH 7,4,
EDTA 2 mM, DITT o,1 m¥, GPP 1,9 u'l se aplicaron a una colum-
na d= 10,3x0,9 cm astabilizada en 2l mismo tompén. Se elu-
v6 con 10 ml €21 mismo tampdn v luegs con 15 ml de fosfato
0,1 M pH 7,4 EDTA 2 mM, DIT 7,1 mM, GPP 1,9 ui., Flujo =
1,25 ml/min.; se colectaron 23 fracciones de 1,1 ml. las
fracciones 12 a 29 se juntaron y concentraron inmediatamen-
te en un equipo Amicon (membrana PI=30}. El1 conjunto de
fracciones 1 a 11 no tuvo actividad FPP sintetisica. HNo se
recobrd actividad al eluir la columna con fosfato 1 Ii pH
8 3

b. 0,6 11 de un elufdo de Szphadex G100, en fosfato 17 mM,
PE 7.4, EDTA 0,3 mM se agplicaron a una columna de DEAL ca-
lulosa estabilizada con fosfato 10 mM pd 7,4, EDTA 2mM, DTT
o,1 mM, Se eluyd con 12 ml d2 fosfato 10 mM, fosfato 0,1 ¥
v fosfato 1 M., Estos tampones contienzn ademds EDTA 2 niM
y DT o,1 mM,., BSe colectaron fracciones de 10 ml. Flujos =
1 ml/min. 36lo el eluido de 0,1 M fue activo.Las dimengin-
nes 9o esta colume fueren las nisnmas de la antericr.
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Figura 17
Cromatografia en DEZE Sephadex en un tampén que contiene

geranil pirofosfato 2,5 w1

342 mg de proteina en un volumen de 11 ml, se aplicaron

a una columna ds 35 cm3 (didmetro 0,9 cm), estabilizada
en tampén fosfato 0,01 M pH 7,4, EDTA 2 mM, DTT 0,1 mM,
GPP 2,5 muM. La cromatografia se desarrolld aplicando
una gradiente linecal (vol. total d= 200 ml) hastae 0,15 M
fosfato. el resto de los componentes a concentracién =
constante. Se colectaron fracciones de 7 ml a un flujo
de 0,7 ml/min. En el elufido se determind ARSO (=}
v actividad FPP sintet8sica (©O——0). La actividad en-
zimdtica qua cocromatograffa con el pico principzal de
proteina es un artificio 32 las condiciones: la muestra
no fue totalmente desprovista de colorantes antes de
arlicarla 2 la columa (ver texto).

Los nimeros romanos indican las fraccionas que se maz-
claron para la determinacidn de actividad mostrada en

la Tabla 12.
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2-8. Cromatografia en Sephadex G-150.

Bl an&lisi

4]

de 12 »reparacidn enzimiAtica obteni-
da en la cromatograffia anterior por elsctroforesis en ge-
les de poliacrilamida reveld la presencia de dos protefnas

principales contaminadas con otras tres bandas muy débiles.

o]

£l hecho

le gque estas proteinas cocromatograffzn en la co-
lumna de intercamble sugiere gue e¢llas ticenen una carga ne-~
gativa mis o menos equivalente a pH 7,4; por lo tanto, la
separacidn durante la electroforesis deberia resultar de
una diferencia en tamafic més que en carga. Esta hip8tesis
se puso 2 pru=ba en una columna de Szphadex G-159, que tis-
ne un rango de resolucién de PM mayor gue la forma G-1920
{32), va que =21 P de lz prenilsintetasa es des 86020 en
otros sistemas (42, 43).

Con aeste fin =21 eluido activo dz la cromatogra-
fia de intercambioc se concentrS por liofilizacibn, ze di-
solvid en 1 ml de agua v se 2plicd &n una columna de
Sgphadex G-150,de 792x%0,8 cm. La columna se estabilizd
praviamente en fosfato 0,1 M, sin agregar los nrotactores
v la cromatografia se desarrolld usando un flujo ds 2,6 ml
ml/hora. Como se ve en la Figura 12, aparecen dos fani-
lias de proteinas limpiamente separadas en el elufido. La
prenilsintetasa se distribuy6 en dos picos levemente ade-
lantados al primer pico de proteinas. Estas fracciones

enzimfiticas son idénticas en cuanto a la proporcidén de



Figura 1%

Cromatograffa en Scprhadax G-150

2,81 mg de proteina purificada por una cromatograffa en
DEAE celunlosa se aplicaron a una columna de 40 cm3 (aia-
metro 0,8 cm), =2stabilizada =n fosfato 0,2 41 pH 7,4. Vo-
lumen de las fracciones, 0,54 ml; flujo, 2,5 ml/hora. En
el eluido se determind Aoen (————) y actividad FPP sin-
tetésica (p--- -0), como se describe en Materiales y Méto-

dos.
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productos cis v trans que generan, vy respecto a2 la velocidad

de desnaturalizacién térmica. 2sf, esta disociacién de acti:.
vidades se podria deber simplemente a un equilibrio de aso-
ciacién proteina-proteina, v no a dos distintas prenilsinte-
tasas. El rendimiento de esta cromatografia fues de un 50%,

v la purificacién de 70 a 100 veces, respecto al extracto.

2.9. Evaluacién de la ruta ds purificacidn.

2.9.1. Eliminacifn de la actividad isopentenil pirofosfato

isomerfsica.

Como sa nuastra 2n la Tabla 14, la actividad IPP
isomerasa se recobra en un 140% luago del primer fracciona-
miento con sulfato de amonio. Ecste valor oscild entre 80 vy
140% v la purificacifén entre 1,5 v 3 veces. 8in embargo, du-
rante la segunda »recipitacidn esta actividad se redujo con-
sistcntemente a un 20-30% de la actividad inicial, sumando
la actividad remanente en las pellas de 45 y 65% de satura-
cibén. WMo hubo actividad en el sobrenadante. ¥ste hecho su-
giere que la enzima es irrevarsiblemente inactivada cuando
el pH inicial del fraccionamiento estf alrededor de 7, va
que no hay ninguna otra diferencia con el primer fracciona-
miento fuera de la composicién proteica.

La actividad IPP isomer&sica remanente en el segun-~
do fraccionamiento de 65% de saturacidn cocromatografid con

la prenilsintetasa durante la cromatograffa en Sephadex G-109,
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Tabla 14

Distribucidén de la actividad IPP isomerasa en las primeras
fracciones de la purificacisdn

Fraccidn Vol. Prot. Act.es- Act.total Recupe Purif.

total pecif, racién

(ml) (mg) (U/mg) (U) % (veces)
Extracto 155 119 0,19 205 1
iR, £03C.  ou e 49 0,68 31,8 140,7 3,4
45-65% ’ ' v 20, ’
G o S 01 U - L 48 6,4 7.3
2(‘0 f a - o
ety 1,5 18,5 0,3 555 24,5 1,6

Elufdo se-
lecto Sepha-13 12,5 0,58 7 .25 32,1 3,05
dex G-100
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paro se retuvo mAs en la cromatografia de intercambio, de
modo gue se pude separar ¢ficientengnte de la prenilsinte-
tasa por la elucidn con la gradiente lineal de fosfato. Por
lo tanto, la actividad isomerdsica fue tan baja en las frac—
ciones de prenilsintetasa obtenidas finalment= de la colum~
na de Sephadex G-150, gus no se la detectd por ensavo di-
recto de alflicos ni por anflisis de productos en el croma-
tSgrafc de gases.

2.9.2., Eliminecidn d= las fosfatasas.

El segundo fraccionamiento con sulfato de amo-
nio sirvi8 para eliminar casi toda la actividad fosfaté8si-
ca,come se ve en la Tanla 15: alrededor de un. 10% de la
actividad inicial, o 3% dc la del =xtractc. zcompaié a la

P

prenilsintetasa en la »21la 45-65% de saturacidn., Dsl mis-

mo modo cue para la distribucidn de la sintetasa, s ob-
serv® un cierto gradc de dispersifn en la distribucilsn de
esta actividad entre ambas nellas. Aparentemente, igual
que antes, los factores fundmmentales en la distribucidn

son la concentracisn de protainas v el pH. 2 baja concen-
tracién de proteinas v pHE mayor qus 7, la fosfatasa (deter-
minada usando IPP o FPP como sustratos), caz casi cuanti-
tativamente en la pella de 45% de saturacién,

La actividad fosfatésica remanente se pudo sepa-

rar completamente de la prenilsintetasa durante la
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Tabla 15

Distribucidn de la actividad ln3HﬂFPP foefatasa en las "

primeras fraccicnes de la purificacidn.

Vol., Prot. Act.es- ZAct, total Recupe Purif,

total wpecif. racifin

{ml) (mg) (U/mg) (U) % {vecas)
Extracto 500 535 12,4 6634 i
e 183 0 0 0 0
la. frac. 20 1 215 18.9 1064 1.5
45-65% 2 g ' =0 GY.3 P
9
oo T R 112 17.4 1948 29,4 1,4
2a. £ :
4?a65§ac 2 19 19,2 194 2,9 0,8
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cromatogaafia de intercambio (Figura 1%, determinada usan-
do IPP ¢ FPP como sustratos.

2.9.3. Eliminacién 4z los colorantes del extracto.

En la Figura 15se muestra el retrasc del color
respecto a las proteinas en la cromatografiz a2n Sephadex
G-100. Virtualmente todo el color nuede ser separado de
la proteina bajo condicicnes cromatogrdficas adecuadas.
Zsta resolucidn sclo se produce cuando la muestra proviene
de una precipitacidn con sulfato de amonio vy se ha aplicado
a la columna, en consecuencia, en un solventez de alta fuer-
za ifnica. 5i se omite 12 etara de precipitacidn el color
v la protefina eluven en el =mismo volumen.

En la Figura 20 se muestran 1lns espectros de ab-
sorcidn UV del extractn, eluide d= nrotefna v elufdo de co-
lor de la columna de Senhadex. Se ve que *max=280 nm 2n el
extracte: este maximo no se deba a los cromdforos de las
proteinas va aque en esta determinacién del espectre, el ex-
tracto se diluyS hasta una concentracién de proteina de
0,02 ma/nl.El mismo maximc aparece en el elufdo de pigmento
de la coclumna de Sephadex G-~100, gus no tizne proteinas,
determinada nor =21 método turbidimétrico a la méxima sensi-
bilidad (alrededor de 0,1 mg/ml). Por lo tanto la absor-

cisn del extracto en el UV resulta de la absorcidn de 1los

pigmentos v no ée la proteina, cuva contribucidn es casi




Fiqura 19

31

Flucién de la actividad fosfatisica en una columma A=

intercambhio

764 mg ‘e nrotnofna se 2nlicaron a una columa de DRMAE ca-

lulongsa da 1.,.5x24A

o,

te total da 280 ml, como

antye los limitas de a 1590 mH

las condicionas como dascriha

se

Tn A ; a a2 mi 7
En el slufdo de determind A,q, (

sua 82 9nsarrolld usando una gradien-

so muastra 2n la Figura,
fosfato, el rasto dz

en Materiales v “M&todos.

C=—-¢), v actividad fos-

fat&gzica (¢---~C) como se dascrihe en Matariales v M8to-

dos. Gradiente de fosfato..
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Figura 20

Ahsorcifn UV del extracto v de las fracciones obtenidas en
la cromatografia en Sephadex G-100.

Se muestra el espectroc de absorcidn entye 240 vy 360 nm
para: A. extracto dilufdo 50 veces, ceoncentracién de pro-
teina en la cubeta, 0,02 ng/ml.

2. Blufdo de nroteinz de la columma de Sephadex G-100:
concentracién de protefna en la cubeta, 9,5 mqg/ml,

C. Elufdo de pigmento de la columna de Sephadex G-~120,
dilufdo 20 veces en la cubeta; la fraccidén original no
contiene protefnas,

La concentraci8n de protafnas de cada muestra se deternind

por 21 método turbidimétrico.




240

280 320
Longitud de onda

340
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despreciable.

En cambhio, el elufdc de proteina de la columna
de Sephadex G-100, muestra el tipico espaectro de proteinas,
con un méximo en la regidn de 289 nm v un minimo en 250 nm,

Zn principio, la separacibn de los pigmentos de
la proteina podria rasulter de dos efectos, como se discute
a continuacién. La interaccidn entrz es5tos compuestos po-
drfa ser de carfctar polar, probablemante idnica, como lo
indica el hecho que lz resolucifn resquiere de alta fusrza
iénica =n el solvente en qua se disuelvz la muestra antes
de la aplicacién para la cromatografiaj; ademis los pigmen-
tos se retienen fuertermente en columnas de intercambio,
mientras que cesi toda la protefna cluye sin retenerse, ba-
jo las condicion=2s usadas en este trabajo. Fsto sugiere
que la carga de los colorantes es fuartemente negativa a
pH 7.4, mientras quc la de las protefinas podrfa ser positi-
va: la intaraccidn colorante-DEAZ Sephadex (o celulosa) es
ifnica : puade ser removido de la colurma por una solucidn
saturada ¢de sulfato de amonio, pero no por urea 4 M (83).
De este modo, el primer factor involucrado en la separacién
de pnrotefinas en la columna de Sephadex podria ser la ruptu-
ra de interacciones ifnicas por €l sulfato dz amonic del
medio. El segunds factor se puede deducir de la observa-
cifn del patrén de elucidn de la cromatograffia mostrade en

12 Fioura 15. Se v2 que los pigmentns eluyen elaramente
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despuds de un vwolumen de columna, lc gque indica interaccidn
entre ellos y la matriz de dextrano del Sephadex (152). Se
ha descrito a los flavonoicdes como compuestos capaces de
formar puentes de H con macromoléculas (111), por ejemplo,
proteinas; esta capacidad podria explicar la d48bhil reten-
cién de los colorantes cen la columa de Sephadex.

Per lo tanto, la resolucifn entre proteina y co-
lorantes se c¢onseguiria combinando la ruptuia inicial de 1la
interaceidn proteina-colorantes con el desarrollo a través
de toda la cromatografia de una interaccidn colorantes-—-dex-
tranc. Est2 hinftesis es formalmente similar al esquema de
la cromatografia cdz "intervenci®n®, de Rierkegaard (153).
Lz separacifn complata de ambos componentes requieres de co-
lumnas muy largas bajo las condiciones descritas 2n esta
Tesis; sin embargo, si 12 hipStesis planteada més arriba
es correcta, podria ser posible resolver completamente en-
tre ambos en columnas pequefias usandc sulfato de amonio en
el tampSn de estabilizacifn v elucibn, que actuaria como
un “interventor” de acuerde al esquema des Rierkegaard.

Fuera de la aplicacidn para ¢l extracto de pol-
vo cetfnico, laz secuencia precipitaciZn con sulfato de
amonio-cromatograffa ‘en Sephadex 6-120 se ha usado exito-
samente en el Lahoratorio para la separacifn de proteina

y color 2n extractos de flavedo de C. sinensis (78), fla-

vedo de C. limonum (29), v de plé&ntulas de P, radiata,
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Todos estos extractos tienen un eelor diferente, lo que su-
giere gque contionen distintos pigmentos. Por lo tanto, el
método nodria ser aplicable a un amplio rango d2 sistemas
crudos vegetalas. por lo gue nodria sumarse a la lista de
tratamientos “Aescritos nara la separacidn de protefina v nig-
mentos en sistemas vegetales (11ll): sin 2mbarco, el procedi-
niento aqui descrito parece mucho MmAs suave v eficiente gue
estas metddicas, suponiendo que la enzima de interés soror-

te una precinitacidn salina v una cromatograffa en Sephadex.

2.9.4., Evaluacion da la purificacidn de la sintetasa.

El desarrollo 42 la ruta de purificaci®n aouf nre-
sentado (Tahla 1) estuvo écmplicado por la inestabilidad de
12 enzima en solucidn, en todos los nivzsles de la nurifica-
cién, v nor la desnaturalizacidn de la enzira durante la
cromatografia dc intarcarhio en DREAR Serhadax, EL nroceso

tiene un buen rendimiento hasta la etana 42 Sephadex 3-190

H

(alredador de 817%, ver PUabhla 16) . o2ro eén la 2tapa siguien-
te se pierda aproximadamentz el 20% de la actividad inicial,
Debido a las limitacionez en la cantidad d=2 material Aes par-
tida disvonibla v 2 las dificultades nricticas involucradas
en su obtencidén. no es posible desarrollar un proceso des—
tinado a conseguir la purificacifn sustancial de una enzima
de flavedo de Citrus, si el rendimiento-enzinético del proce-
dimiento 25 nohre, Por esta razén so gastd mucho tiemro y
trabajo en la exploracién de las condiciones adecuadas para

aumentar el rendimiento de la cromatoorafia de intercambio




Frac.

Extracto

la.frac.
45—65%

2a.frac.
45-65%

Elufdo
Seph.
G-100

Elufido
Selecto
DEAE cel.

Combinac.
elufdos
activos
Seph.
G-150

Tabla 16

Resumen de un proceso de purificacidén de prenilsintetasa

Vol.
(m1}

1950
430

16,8
18,3

1,9

2,56

Conc.
Prot.
(mg/min)

2,42

60

0,08

Prot. Act.esp.

total (U/mg)
(mg)
2587 1,08
1040,6 2,45
808 3,44
706 ,4 8,11
3,6 55,9
0,2 77,71

Act.total

(U)

2794
2549

2779
5728

4381

1:55

Rend,
(%)

100
91

99,4

205

17

0,6

Purif. Raz6n*
(veces) ClO/Cls

2.y
2.26 . 1.48
3,18 1,44
7,4 1,39

$1.7 1,44

* Se refiere a la razén de actividades especificas de GPP y FPP sintetasas.
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en DEAE Sephadex: esto no se pudo conseguir, come se des-
cribe sumariamente en la saccién 2.7. de este Capitulo.
Sin embarge, cuando dispusimos de DEAE celulosa, encontra-
mos que el rendimiento de esta cromatografia podia aumen-
tar simificativamente.

Por otro lade, la cromatografia siguiente en
Sephadex G-~150 se llevd siempre a caho en aussencia de los
protectoras DTT y EDTA, El rendimiento enzim&tice de esta
etapa, rolativa a la antarior, fue da 50%: este valor po-
dria aumentar en oresencia del reductor v 21 covnlejante.
Es probable aue la adicidn de GPP al tamndén de elucidn
anmaente aun mds  1a recuperacidn do actividad en esta ctapa:
sin embargo, aste sustrato oodria alterar el natrén de elu-
cidn, como ocurre en lz cromatograffiz de intercamhio.

Aungue l2s cromatografias en DEAE celulosa v
Sephadex G-1597 ne se exploraron axhaustivamantz, s puads
asnerar anhra la basa da 1ms considzracionaes anterioras,
cue 21 rendimiento fin~l Aal nroceso majorz notablemente,
al afinar =21 detalla ds las condiciongs.

Ya quo estAbamos nis interesados en conseguir
mna fraccién doenrovista de los contaminantes enzimaticos
(IPP isomerasa v foszfatnsas), vy los no nmroteicos; gue en
oﬁtener un> prenaracidn enzimdtica homogfnez, se dedicd
comperstivamente poco tiempo 2l andlisis de la composicién

nroteica ds las distintas fracciones nor clectroforecsis
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en gel. Ademés, nos parecid mis importante la exploracidn
de las dos prenilsintetasas estercoespecificas en la pre-
paracién nurificada, guas caractarizar definitivamente su es-
tado de oureza. Los estudios de zlectroforssis se compli-
caron por la extensa inactivacifn de la enzima durante el
procaedimientor se racobra menos dal 1% dn la actividad ini-
cial lueqgn do la electrofdresis ~» nH 8.9: esto dificulta 1la
asignacifn 9~ una de las baondas de protefinas como la(s) »re-
nilsintetesa(s). El primer sluido activo dz la cromatogra-
fia an Sephadex G5-150 no contiene m%s de 3 protelnas, si es
gue una de estas asnecies corresnonde a la prenilsintetasa,
lo aue no se pudo determinar con zbsoluta certaza.

3. Purificacidn de 2-cis-farnesil pirofcsfatc sintetasa,

El afacto inhibitorio de los fosfolfipidos sobre la

la actividad prznilsintetisica en axtractos de P. radiata o

de polvo cztdnico de flavedn de C. sinensis, podria inter-
pratarse alternativamente a la inhibicién dirscta d2 la en-
zima, cornn una e2stimulacidén dal metabolisme del FPP: por
ejemplo, aumentandr 12 vzlncidad de la transformacifn d=
farnesol en aldehidns sescuiternénicos (72, 73). Como es-
tos dltimns comnuastos aparzcen én la fraccidn lfpidos
libres, se llevd a cabo un anfdlisis por cromatografia en
fase gasecsa dz los nroductos de la reaccién en esta frac-

cién: asf s2 encontrd un pice de radiactividad que cocro-

matograffa con 2-cis-farnesol auténtico (Pigura 21). La
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Figura 21

Biosfntesis de 2-cis,5~trans v 2-trans, 6~trans-farnesol
por un extracto A= nolvo cetdnico re flavedo de Citrus
ginensis.

0,3 myg de un extracto de polvo cetdnico se incubaron nor
tiempos variables (ver Tigura 22) con IPP radiactivo
(145000) cpm), bajo las condiciones descritas en Materia-
les v MBtodos, excepto gue el tampdn 4decl ensavo fue suc-
cinato de potasio 0,1 ¥, en un volumen final de 1 ml.

La enzima se dializd previamente contra el mismo tampén.
A lo tiempos indicados en la Figura 22, la rsaccién se
catuvo enfriando, v los alcohcles se extrajeron como se
degerihe en llateriales v Mé&todos.

A cada fraccifn lipidos libres se agregaron 200 ug de -~.

cis vy trans farnesol v 2--cis,b6~trans vy 2-trans,f-trans-

farnesol, se concentrd a unos 290 nl, a »regidn reducida
(0.1 torr), v la fracciéin concaentrada se silildé usando

20 ul Ae his-(trimetileilil)-acetamida: el producto sili-
lado se invectd al cromatdgrafo. S= usé una columna da
SE-30, a 155°, isotérmico: el flujo de Ha se ajusts a

49 ml/min. El resto /=2 las condiciones Aa andlisis se
describen en Materiales v MZtodos.

2l cromatograma mostrado corresponde a un tiempo de incu-
bacién de 3% minutos (ver ¥igura 22) Bl trazade surerior es
d narfil de radiactividad del elufdo.cFsal=cis-farnesal,

Fsal,trans-farnesal;cF v tF, cis v trans-farnesol.
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biocfntesis de este compuzsto 2 »artir de MVA se describid

en 1572 an este Lahoratorio {(71). v mAs tards se demrstrd

e
11"

o

i-l

o)

axistencia de une via ague conducs a la ganeracidn de es-
alcohol: zn a2ste nrocaso. 21 2-cis-farmsol rasulta fe
isomerizacién trans cis de 2-trans-farnesol madiada nor

formacisdn de los rasnectivos aldchiders sasauiternénico

73). 8in embergo, el ~nélisis €= nuestra fraceibn de

1fnidos lihres no rostrd aldshidns, la 2dicidn de fosfolini-

dos no tuvo afzcte en la distribucidén de productns,
Bstos resultados nos llavaren a2 investigar la sin-
tesis de aldehidos sesqguiternénicos cn ¢l extracte de polvoe

cetdnico. El1l extracto fresce de flavzdo ¢2 naranja forma

: i nocT
aldehidng en rPusencia de HAD (71), prokablemente fAebido a

; Wispo D G e
lz rresencia endSgena de este ccfactore la adicién de WAD

AL

al medic de ensayc acelera la transformacién de 2-~trans

farnesol en aldehidcs. En carbio, en el extracto de polwvo

cetdnice Loy unz ctana de mirificacién intermedis, la nre-

-

r . -
tenido do HAD enddgenc Geberia ser menor, v la vealocic

paracifn de esta material de trabajo. Por lo tanto el con-

{L

\

dz formacidn d= zldcohides sesquiterpfnicos, concomitante-

mente

més lenta. De azagui gue se Ais=280 un experimento en

mie la roaceifin entre IPP v GPP se Aaid procaeder Adurante

hora

2 Bt - 4
hora en =2usencia de UAD agragadc, en tampén succinato

para acelerar la formacidn de 2-trans-farnesol; a le

se agrzg8 el cofactor., Tal coro se ve en la
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Figura 23, la sfntesis de trans-farnesal s6lo se evidencia
después de la adicién de NADY v el cis-farnesal aparece des-
pués de la formacifén de su isbmero, exactamente como se ha-
hia descrito antes (71). 5in embargo, el 2-cis-—farnesol
anarece mur temprano en &l curse Je la reaccidn, antes de

1a adicidn de aapt 2 independientemente de una formacidn
cetectable d=2 los aldehidos. stos hechos sugerfian que el
diastera6mero cis se formaba no por un mecanismo de isome-
rizacidn trans-cis, sino que por condensacién directa de

GPP con IPP, Por lo tanto, se llavd a cavo un experimento

a

©

condansacidn 42 corta duracidn, v luego de extraer los
lipidos libires d21 incubado e hidrolizar logs nirofosfatos
remanentes con fosfatasa alecalina v.apirasa, se analizaron
los alcoholzas nrimarios asi formados. Bl 2luido del croma-
tégrafo de gases mostrd radiactividad asociada a Z-cis-far-
nesol v 2-trans-farnesol (Figura 23). Es ruy diffcil inter-
nratar este resultade por una hinbdtesis ou2 excluva la for-
macién de 2-cis~FPP, ez decir; que no implique una reaccidn
de condensacidn ¢irecta catalizada nor un&'prenilsintetasa.
Sin erbergo, nara descartar definitivamente la posibilidad
dchidos (72), se reoitid =l exverimento en presencia de ani~
lina:. este compuesto forma una pase dec 5chiff con el
2-trans-farnesal, blogueando la transformacidn de este al-

dehicdo en €l isbmero 2-cis (72), e impidiendo asf la
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Figura 22

Biosintesis de farnesoles v farnesales »or un extracto de
polvo cetdnico de flavado de Citrus sinensis

82 estudid la formacibn de aldehidos incubando varios tu-
hos tal como se descrise en la levenda de la Figura 21:
la reaccidn s2 detuvo en dos de ¢llas a la medic hora y

g + , Lol e
2 la hora, v al resto se agregd NAD (0,23 mii final) en

0]

este instante, v se de2j8é procader durante dos horas més.
Bl andlisis de cada fracciba se detalla en la Figura 21.

& radiactividad asociada a trans-farnesol
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Figura 23

Biosintesis de 2-cis,b6-trans—farnesil pirofosfatoe

0,65 mg de proteina de un =2xtracto de polvo cetdnico de

itrus sinensis sc¢ incubaron 30 minutos con lml4C~IPP,
(131000 cpm) en un velumen de 1 ml, bajo las condiciones
descritas an Materiales y M2todos, excepto qus el tampdn
fue succinato 0,1 2 pH 6. E1 extracto se dializé previa-
mente contra el mismo tampbn. La fraccidn 1lipidos libres
se extrajo y en la fase acuosa se¢ realizd el anflisis de
rrenol fosfatos; como se describe en Matcriales y M&todos.
La nueva fraccidn ctirea se concentrdé 2 presisn reducida
(0,1 torr) luego de agregar 400 ug de 2-cis y 2-trans-far-
nesol como vortadores: la fraccidn concentrada sz sililsd y

analiz8 comn se describe en la levenda de la Figura 272



——— tefF  ctf . 133
6 min
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formaciédn del cis farnesol mediada nor este mecanismo. Co-
mo se puestra @n la Figura 24, la gzneracidén de cis-FPP
nor un extracto de polvo cetbdnico nrocedid independiente-
mente de la presencia de anilina en 2l medio da reaccibn.
Estos hallazgos denmuestran que este sistema de polvo cetd-
nico es capaz dec formar el diasteredmero 2-cis del farne-
sil pirofosfato.

La sintesis Ae este compuesto podria, an oprinci-
plo, resultar de tres mecanismoz independientes:

1. De la actividad de una cis-prenilsintetasa
quz forma 2-cis-¥PP condensande IPP con GPP.

2. De la actividad de une isorarada covaz de

transforrar el 2-+rans-FPP en su isdmero 2-cis.

-

3. De una actividad orenilsintetisica no especi-
fica respecto al onroducto (34), cue condense IPP v GPP para
dar ambos isdmeros.

o =2 hizo ningun intento por discsrnir entre es~
tas pesibilidades en el extracto, va que la disponibilidad
de una ruta do purificacifn v @2 una praparacidn de enzima
purificada deberia en principio excluir alounas de las alter-
nativas sefialadas.

En la Figura 25 se muestra la distribucidén de
productos e los 2lufdos activos ohtenidos de la columa
d2 Sephadex G-159%. Se ve que amvas sintetizan PP, GPP, v

ambos cdiasteredmeros del FPP 2n ung razdn trans/cis de
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Figura 24
Bfecto de anilina 8 mM en la biosintesis dz 2-cis,6-

trans~farnesil pircfosfato

0,011 mg de una preparacidn de enzima purificada por cro-
matografia en DEAE Sephadex se incubaron con l*léC-IPP
(90300 cpm), por 30 minutos, 2n un volumen de 0,5 ml.

El resto de las condiciones sa describe en Materiales v
M&todos, excepto cue a uno de los tubos se agregd anili-
na a una concentracién final de 8 nM. E1 ané&lisis se

llevd® a cabo como se indica en la Figura 23.



TSin anilina

6min

T Anilina 8 mM

6 min
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Figura 25

Biosfintesis de neril nircfosfato, 2-cis-farnesil pirofos-
fato, geranil pirofosfato vy 2-trans-farnesil pirofcsfatn ©
por la preparacidn enzimdtica purificada.

15 ng de las fracciones enzimdtica: purificada: por croma-

ot

ngrafia en Sephadex 5-150, se incubaron con IPP radiac-~
tivo, hajo las condicicnes descritas en “eteriales v Mé-
todos, excepto por la nmisifn de AP v »or 21 uso de un
tamp®&n succinate 2,1 ', i &. Se determinaron las acti-
vidades ClO v Clﬁ sintatasas usando DMAPD? vy PP, respec-
Ln reaccifn se detuvo calentando 1 minuto a
100°, v 1ns pirnfcesfatos se llevA a2 caho un anflisis de
prenol fosfatns, como se describe en Materizles v MEtodos.
Los alecoholes asi nroducidos se extrajeron con &ter de
vpetrSleo: las fracciones en gus se determin® actividad

4=C1LS

B )

J

ClO sintetasa se agragd 200 pg de nerol, geraniol,
v 2-trans-farnescl: una alficuota adecuada se concentrsd
a unos 299 pl, la fraccifin concentrada se invectd al cro-
matfAgrafo: se usé una columna 42 BGA, a 110°, oue se lla-
vd a 165° luzgo de la 2lucifn de garanionl: 2l flujo de He
fue de 47 ml/min. Z1 an8lisis de la sintesis de C se
llev® a caho del mismo modo, pern usando s8lc los sesqui=-
terovenoles como portadnres, e invectando a 165° 2n una
columna de SE-30; la fraccifn concentrada 82 silild antes

de la invecci®n comn se describe en la Figura 21.
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2: productos cbtenidos usande lo fraccidn enzim8tica de
menor volumen da elucifn de la columna 4= Senhadex 5-150,
B nroductns ohtenidos usando la fraccién ds mayoy volu-
men de 2lucidn de la misma columna.

HN: nerol: G: gzranicl: cP: cis-farensol; tF: trans-far-

nesnl,

I : sintesis de Cyq prenil pirofosfatos; A, usando la
fraccién enzirftica de mayor PM de la cnlumna de Senhadex
G-150; B,idem, pero usando la fraccitn de menor PM aparente
IT : sintesis de Cyy rrenil pircfosfatos; A y B, igual

que antes,



148

aproximadamente 1.5. Estos datos apovan la hipdtesis de
que arhas fracciones dz la columna de Sephadex G-150 no =zon ¢
mAs ~ue distintas formas de agregacién de ambas enzimas
(seccién 2.8.).

La razdn de producteos trans/cis se ha alterado
drasticamente respecto a la del extracto, como se ve al
comparar con el »natrfn de nroductos obtenido en el extrac-
to, (Figura 23), lo gu= es muvy diffcil d= explicar si exis-
te una sola sintetasa inesnecifica respecto al producto.

2si la formacifn “e los dos diasteredmeros cis v trans po-

dria deberse a la existencia de dos enzimas: Ados prenilsin-
tetasas o0 una transferasa mds una isorerasa.

A f£in de descartar dafinitivamente la tercera
posibilidad se Aisefid un experimento de estabilidad t&rmi-
ca 3e determinaron las condiciones de tiempo, temperaturea
v concentracidn de protaina 2n qua se pierds alrzdedor dal
50% de 1la actividad totml, medida »or el ensavo de produc-
tos Acido-1l8biles (Tablz 17) 1la pravaracibdn Je enzima se

nraincubd on astas condicionss, v lusgo se

fL
53
=
3
=
I
3

s

los oroductos de condinsacién de Cig ¥ S5 formados en el

-

ansayo usual. Como s¢ ve on la Figura 26, la actividad

cis sintetasa, medida vor la formacibn de HPP y de 2-cis

FPP. sc destruye conmrletamente v sélo GPP v 2~trans-FPP se

detectan como productos <2 reaccidn. En condicicones da

diferente concentracidn de-proteina o diferentes
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Tabla 17

Inactivacién térmica de la actividad farnesilpirofosfato
sintetasica.

Actividad residual
Eluido 1% Bluido 2*

A. Bfecto de la temperatura

Preincubacién de 5 min. a Q° 100 100
537 893 23
i ol 82,6 82

i 63° 9,6 Tl

B. Cinética de inactivacién

a 60°
Preincubacidén ~de 0 min. : 100 100
2 ' 83,5 74
L 5 72,6 55,3
; 10 52:3 46,2

Condiciones de la nreincubseién: GPP 2.5 u™, MgCl,, fosfato
0,1 mM, pH 7.4, DTT 0,2 mM. En el experimento B “se hizo
88lo una preincubacién por cada vpreparacidn enzimdtica, v

se fueron sacando alicuotas a los tiempos indicados sobre
tubos preenfriados. El1 ensayo se llevd a cabo como se deg~
cribe en Materiales v M&todos.

* Elufdo 1l: corresponde 2l elufdo activo de mayor PHM aparen-
te de la columne de Sephadex G-150: el eluido 2 es el segqun-
do pico de actividad.
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Figura 26

Inactivaci®sn té&rmica de la cis-sintetasa.

Este exnerimento se llevd a cabr~ nreincubando la prana-
racifn Az enzima en Sevhadex G-159, a una terperatura de
§2° v un tiempo de 10 min, pero multiplicando los volflime-
nes por 4 v determinande la activided exactamenta comn
g2 Aescribe en la Figura 17. E1 an8lieis se llevd a ca-

bo como se describe en la Figura 25.
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En esta determinacién se utilizéd la nreparacién de enzi-

ma ohtenida en la cromatoorafia ¢do intzrcambic Pniédnico.

La actividad se detarmind® on las condiciones
en Materiales y MM&todos.
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igura 28

Determinacidn del peso molzcular anarente de las fraccio-
nes de prenilsintetosa obtanidas vor cromatografia en
Serhadex G-150.

La columna se calibr8 usando p~-glohulina, albfimina de
suero, ovoalbfimina v cuimotripsina (2 mg de cada una),

aue se cromatoqgrafiaron en la misma columna de Sephadex
G-150 bajo condiciones idénticas a las usadas en la nu-
rificacién Ae las sintetasas (Figura 18).

1, ovoalbfimina

2, sercalbfimina humana

3, ¥=globulina

I, eluido activo de mayor volumen de elucitn (Figura 12)

II, eluide actiwo de msnsx volumen de elucidn.



Vol.
elucidn
(ml) L TE

&2 ¥
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de inactivacidén de las sintetasas cis v trans, junto con

un efecto indeterminado de la concentracién de proteina.
El primer argumento 23 aroyado nor la forma de la cinética

comienzo del

i
=

de inactivacifn° esta es siempre mas rénida
proceso (Figura 232),; v Adurante la inactivacidén répida la
actividad cis sintetasa desaparece por completo (Figura 26).
Adem8s, esta misma actividad se vierds por completc cuando
la nreparacidn purificada de enzima se guarda en solucidn
un mes en 2 ril DTT y 5 uM GPP- en cambio la actividad trans
se manticne en un 802 an =1 mismo perfodeo, en las mismas
condiciones. En ausencia de 3PP, z=n coambio, ambas ~ctivi-

Rambq decazn a 0 en un nar da

0

emanas. 5stos hachos, cue
se aprovecharon prara aumentar la estabilidad dz la enzima
en solucidn, demuestran que el GPP =28 capaz de zstabilizar
ambas enzimas, v que la cis sintetasa es intrinsecamente
menos estable que su homSloga trans.

5. Efecto de fosfolinidos sohre la actividad prznilsinte-

asd.

En la Tabla 19 se muestra el efecto de fosfatidil-
colina comercial de soya, que contiene alrededor de 30% de
fosfatidiletanolanmina, sobre una prevaracidn de prenilsin-
tetasa proveniente de una columna d= Sephadex 5-150. Esta
preparacién no tiene actividad fosfohiidrol&sica de IPP ni
de FTPP: de aqui que, como se ve en &l control, no hay incor-

poracién en la fraccién l1lipidos libres, Sin embargo, se ve
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Figura 29

Efocte de los snstictes alfl{eong on 1z inactivaecidn ti8r-
wica de la=s sintetasas.

0.0 mg /2 enzima mwrificada nor cromatograffa =n DELE
Senhaday se incunaron a los tiempos de la Figura, a 590°,
en fosfato 0,1 M ol 7,4, -'.‘-Egcl2 7,5 m7, en presencia de
GPP 19 M (O0—=——cC), DMAPP 53,5 nM (H—A ), 0 en ausen-
cia d2 estos sustratns (0—C ). v 1la actividad se de-
terminé desouds a 37°, en las condiciones dascritas en

-

Materiales v M&todna, excento por la onisién dec NTP.



(min)

Tiempo

100

(3) PepPTATIOV

607
40




159

nfoect~ de lecitina e srva srhre la rrenilsintatasa
purificadn

Sustrato ¢ nroductn Actividad
en lipidns libres* rnrenilsin-
tetisica

(nmoles) (U/ng)

Contrel 4 79,9
Contrnl de extraccifin n,26 aj A

Adicitn de lecit

Img/ml

fohe

nn 0,28 101

o]

11 ensayn de actividad se llev® 2 caho por 15 n
nnhdicionas degeritas en Materiales v M&todo
g de enzina nurificade.

0

n las
s, usandc 3,6

o

i
La lecitinAa s susrendisd por scnichcifn antos de agra-
gnrla al radieo ds ensnye,.
*Calculade a nartir de la radiactividad e 12 fraccidn
1inidos libres; ne se runde expresar ooy nctividad
frafatfsica va qua estn nreraraci

vista de astes activid=“es.

cnzira aestA despre-
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Q‘

e la adicifén de fosfolinifos ontes o después de lz incu-

J

acién imrlica onaricidn de radiactividad

13

Bste rasultado fusrza a concluir aue los fosfolfnidos nusz-
den tranzoeortar nreniloirofosfatos (las finicas especiaes ra-
ciactivas en solucidn) haci= lan fase orgénice. o nay ua
afacto significativo sokre la actividad prenilsintet8sica,
determinada nor la incorporacién on alfilicos. Este resul-
tado indica our no hav efecto dc fosfolinidos sobre la nre-
nilsintetasz. v que los eizctos observados en 21l extracto
s2 Azhen a alguna interrecifn commlaja cus prouablements
involucrs aloln otro comnonanta,

%l experimento e la Pobla 29, hecho con la misma
enzima apovs 25tz oninibn. In este exnarinsnto 3¢ nreincu-

H& la prenilsintatass

0

on una ccacantracidn mur alta de
fosfolinasa C: el ohistivo fuo destruir linidos aun liga-

dos a lz enzima 2 nesar 621 nroceso &= ourificacibn. A

esta concentracifin A2 fozfolivases,; sc observa un avmento an

de fosfolipasa C cuz ne '2s inhibidz »or 1o o-fznantrolina
usada nara deter la accidn de ezta Gltima enzima. Qourre
icualrente una insctivacisn pmarcial de 1a nrenilsintetasa
aque prasumiblement: se debe a una protease do 12 orapara-

cidén comarcial de fosfolimaza,
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Tabla 20

Efecto de fosfolipasa C v lecitina de sova sobre la acti-
vicdad de la prenilsintetasa purificada

Condicidn nmoles da* Actividad prenilsintet8sica
sustrato ©
productc en

lipiédns libres=* (0/mg)

Enzima nc prein-

cubada con fos-

folipasa C

Control 0 77,9

Control de

extraccidn 0,25 2856

Adicifn de leciti~
na de sova, 18 103,8
4 mg/ml

Enzima preincuba-
da con fosfolipa-
sa C

Control 0,39 39.4
Control de
extraccisn
Adicidn d=z
lecitina

de saya, 4 mg/ml

0,35 85,

P

0,18 83,8

En cada =2nsayo, 3,6 ug dc enzima se praincubaron con 1 mg
de fosfolipasa C an un volumen de 0,22 ml, durante 15 min.,
a 37°, en tampdn succinato 59 m¥ pH 6,5, mercaptoetancl

10 mM, GPP 2,5 uM. La reaccidn s= detuvs con S-fznantro-
lina (Tabla 8), v la actividad se determind como se descri-
be en Materiales y MEtodos.

*JYer Tabla 10,
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6. Zfeacto fde fosfolinidog en la particidn agua/hexano de

pirofnsfatos 1qcﬂr$q3c0q

e S F e e e -

Tal como lo sugiere el exnerimento anterior, los
fosfolipidog son canaces de transferir orenilnirofozsfatos
en solucidn acunsa hacla una fase organica. Sin embargo,
aste exnerirento no nexmrite sutraer conclusinnes resrecto

a si hav o no alyin grado de esnacificida? 2n la extraccién

?'l'i

A=z los nirofosfateos. va gue en ¢l medio &2 reaccidn hav

IPP w FPP radiactivos. En el 2xrerimento mostrado en la
Tahla 21, se en3avd 2l afacto Jde lacitina de sova comercial
sobre la particicn fase acunosa/solvinte adolar d& los tren
nirofosfatos IPP, GPP v ™D . aen condicion:n 2sencialmaente

id3nticas 2 las utilizadas =2n los 2nsavos. Como S vae en

la Tahla 21. los »renil pirofosfatos no wacan a2 la fama or-

l

ganica 2n ausencia 492 fosfolinidos. »nero sn pPra3encia de
estog hav una transforsncin ararontementa eanacifica dna PP
hacia ¢l madio anolar. fste regulitade refuerzz la conclu-
sién del eynerimento antariur, v amnlica rasultados coro

los dz la Tzbla 2: en este . Tabla 2o mostrd &1 efacto de

fosfnlinidos en la transformacidn de fcido mevaldnico en

nrencles entalizads por enzZimas A2 Pinus. &l exveriment
s disefid 2¢ mdn de reducir Ar8sticar:ante la actividad

fosfatasica del axtracto. lo cune afectivamaent: se conai-

guid, como se ve en el control rsenoctive da la Tabls 2;
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Tabla 21

Efecto de lecitina de sova en la particién agua/hexanc
de prenil nircfosfatos.

Transferencia a la

fﬁsﬁ andlar
Sustrato

(prnles/nmol de sustrato)

Contzrrl Mas locitina
Isopentenil pirofosfatc ) 6.9
Geranil pirofosfatc ¢ 3,4
Farnesil pirofosfato 0 N
3 » 14 3. » " .
Un mol de 1~ "C-IPP, o 1-"E~FPP, 0 10 nmoles d=2 1-"H-GPP
(1L C/mol) . se mezclaron con una solucidn de fosfato 0,1
pH 7,4, Mgtlg 10 mM, la que se agregd 1 ng de ieCltlaa de
sova comerciial previamente sonicada, nasta completar un
volumen de 1 ml, La solucidén se extraje inmediatamente
a temperatura amiente con 1,5 ml de Bter de petrxdleo, vy

o o
£
[y}

a
2D 2
se determind la radi vidad d2 una alfcucta. En todos
a
(=}

oki ¥
los casos se 1llovd czho un ensavo control iddatico, sal-
vo por la omisién del fosfolipido.



164

libres aumento notablemente en presencia de fosfolipidos.
Estos resultados demuastran gue el efecto estimulante des -
criteo por George-ilascimento v colaboradores (79), no se

deba a una accicn de los fosfolipidos sobra las esnzimas

que'catalizan la conversitn de ™V en prenoles, sino a la
transferencia del farnesil pirofosfato generado en la in-
cubacion haciz la fase organica, durante la dzterminacion

da la actividad
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NDWHCLUSIONES

{0

1. Interaccidn entre fosfolipidos v las enzimas gue trans-

(RS, Al o, 4 e il RS A gttt

B e

forman dcido mevalbnico enm orenoles.

La vronosicion da la existenci» de un efecto de
fosfolfvidos en la transformacidn de dcido mevalbdnico en
nrenoles, catalizada por enzimas veg=tales, tuve origen en
dns clases de evidencia experimental: primero, un aumento
en la cantidad de »rencles en presencia dz fosfolinidos,
determinado por la radiactividad de la fraccifn 1lfpnidos li-~
bras, v segundo, en la avarente espacificidacd de aste efec-
to respecto a la estructura del fosfolipido (30, 73). Por
lo tanto, aeste trahajo se¢ planed inicialmante como una se-~
cuencia de dos etapas fundarentales: encontrar primaro la
¢ las enzimas activadas, usando los fosfolipidos daseritos
coro estimilantaes e investigar despufs los requarimientos
astructurales del fosfolirnido usande ¢l sistema znzimitico
nurificado.

Con este obiato, s& usaron mezclas totales de
fosfolipidos provanientes de coraebre de vacuno, porcino v
soya en el estudio del efacto activante de fosfolipidos
on la transformacién de &cido mevalbnico en pranoles. 2l

mismo tiermo se utilizd fosfatidiletanolamina,
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fosfatidilcolina,v en algunos casos fosfatidilserina to-
dos purificados 4dc las mismas fusntes. Uno de los siste~
mas enzimdticos utilizados fue un volvo caténico de fiave-

do de Citrus ginensis, en cuva preparacidén se han elimina-

do una gran cantidad de los lfpidos neutros y polaras en-
dégenos, daebicdo al tratamiento con acetona y &ter. ©In as-
t2 sistema, por lo tanto, cualquier efecto de fosfolipidos
deberia haberse ohservado mucho mds limpiamente gus en el

extracto de P. radiata o el de flavedo fresco de . si-

e

nensis.

Sin embargo, los resultados demuestran categdri-
camente que no havy un efecto estimulatorio de la transfor-
macidn de &cido mevaldnico en prenoles, indevendiente dzl
sistema enzimdtico v del fosfolipido usado. Esta conclu-
sién, hasada én unos 40 experimentos de incorporacidn de
marca de 2wl4C~HVA en prenoles, fluye ds la comparacién en-
tre los ensayos en que se intentd determinar el efecto del

fosfolinido.v los controlcs en que se datermind el efecto

o

¢

dr estos compuestos e&n la rmetddica de ensayo en si. EL
efacto descrito por George-Nascimento (72) se debe & un
artifico de la té&cnica, causado por la transforzncia del
farnesil pirofosfato hacia la fase orgénica por los fosfo-
1fpidos, v nosiblemente, por una interferencia de estos
compuestos en la unidn de farnesol 2 las proteinas del

extracto: Beytlia v colahoradores (60) demostraron gue una
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. 14
centidad sicnificativa de farnesol proveniente de 2-7 C~MVA

permanace unido a una fraccidn de protefna de extractos de

plé&ntulas de P. radiata, aun desnuss de varias pracipitacio-
nes con sulfato de amonio v subsecusnte cromatografia en
Saphadex G-100. El farnesol unido no se extrae con éter

de petrbdlec, pero si con butanol (60): e este modo, un
efecto fisiconuimico adicional del fosfolinido puede consgis-
tir en la transferencia del farnesolunido a proteinas hacia
la fasz orgAnica en la determinacidn de actividad.

Por otra parte; la esnecificidad estructural en el
requarimiento de fosfolipido punde explicarse sobre la bhase
de:la probahle influencia do la estructura del fosfolipido
en su interaccidn con farnesil nirofosfato. Tal como se va
en la Tabla 21, s8lo el farnesil pirofosfato es transferido
por lecitina de sova hacia la fase orgéZnica, 2n tante que
IPP y GPP permanzcen en la fase acuosa. Esta diferencia
surge obviamzsnte de la cadana hidrofébica més larga dal FPP:
se ha calculado gue la adicidn de un metileno 2 una cadena
algquflica disminuve la c¢nergia libre de transferencia desde
agua 2 una fase apolar en unas 0,8 Kcal/mol (153). Clara-
mente, la interacecidn FPP-fosfolipido resultar8 ds la com~
binacifn de dos interacciones, una polar, v otra hidrof6hi-
ca. Es evidente de los datos de la Tabla 21 oua &sta Glti-

ma es la determinante, va que el grupo polar es 21 mismo en

el IPP; GPP y FPP. DPor lo tanto, la capacidad <el -lipido
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a desarrollar interacciones hidrofébicas también es un fac-
tor importante. Esta capacidad se expresa en los valores
da la concentracidn micelar critica (cmc) para moléculas
anfifilicas: por ejemplo, s2 sabe que el valor de este pa-
ré&metro @5 mucho menor cuando la longitud d= las cadenas
hidrofébicas sustituyentes en el grupo polar aumenta (154)
lo que implica que la interaccién hidrofébica se ha hecho
conccmitantemente mavor: anflogamente, la cme de la
dipalmitoilfosfati&iléolina aunenta en cinco Srdencs de
magnitud cuando aste par@metro se determina para su liso-
fosfatido, es decir, para el mismo fosfolipido con un acilo
menos (125).

Por lo tanto, se puede asnarar cue la interaccidn
FPP~fosfolipido serd mucho menor en el caso de un lisofos-
f8tidc o en el caso de fosfolipido de cadena corta, que
cuande se utilice un fosfolipido de cadena larga; en el
trabajo anterior se encontrd cue ni la dipalmitoilfosfati-
diletanolamina (Clﬁ) {79) . ni fosfatidiletanolamina bacte-
rial, fundamentalmente C16 (30), ni lisofosfatidiletanola-
mina (79), tenfan efecto estimulante aparente en la trans-
formacidn de &cidc mevaldnico en prenoles. En cambioc este
efecto se veia claramente al utilizar fosfolipidos de cere-
bro, que contienen un buen porcentaje de fosfolipidos de
cadena larga (162). /

En oposicién a la ausencia de efecto enzimético
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de los fosfolfpidoe medido sobre la fraccidn lipidos libres,
se encontrd una inhibhicidn variable de la cat8lisis de la
transformacidn de &cido mevaldénico en prenoles 2n la frac-
cién alflica. La dispersidn intrinseca de estos experimen-
tos introduce cierto grado de incerteza en la interpreta-
cidén de estos experimentos: de aguf gque este efecto debe en-
tenderse como una tendencia.

l En sl extracto se idantificd a la prenilsinteta-
sa como la enzima inhibida por fosfolipidos, pero cuando
estos estudios se repitieron sobre la enzima purificada no
se pudo demostrar ninglin cambio en la actividad enzimdtica.
Este hecho puede interpretarse suponiendo que el efaecto in-
hibitorio d2 los fosfolinidos =n el extracto involucra.aiﬁﬁﬁ
otro componente del sistema, por ejemplo, los colorantas,
va que no hay razdn alguna por la gue la prenilsintetasa
haya perdido una canracidad especifica de ser inhibida vwor
fosfolipidos Adurante el »rocaso da purificaciétn. 2 nuzsstro
conocimiento, nunca se ha descrito un cfecto de asta clase
'para las enzimas cue interactilan con fosfolipidos.

Por lo tanto, la explicacidn de los datos de in-
hibicibn se podria exnlicar suponiendo que el fosfolipido
refusrza una interaccidn enzima-inhibidor. Hay una serie
de datos indirectos quz apoyan esta hipbtesis: por ejemplo,
existe una fu2arte interaccidn proteina-proteina-colorante,

cque se manifiesta =n la imposibilidad de separarlos durante
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una cromatografia en Senhadex G-100, en ausencia de una con-
centracién salina inicial adecuada. Por otro lado, cuando
el extracto sz somete 2 una diflisis a pH dcido, se remue-
ve un inhibidor, v la estabilidad de la enzima aumenta sig-
nificativaments. 88 afin, cuando se dzatermina la activi-
dad cis-sintetdsica después de la cromatograffa en Sepha-
daex G-100, se encuentra un aumento significativo en esta
actividad: esto sugiere gque los componentes coloreados del
extracto, que se separan durante esta cromatograffa, inhi-
ben fuertemente la actividad cis. Por lo tanto, no es im-
probable que la inhibicién de la prenilsintetasa causada
por fosfolfipidos se bas2 en una modificacidén de la interac-
cifén sintetasa~inhibidor.

Un aspecto interesante de estos estudios lo cons-
tituye la transferencis del farnesil pirofosfato hacia una
fase apolar por fosfolipidos. In vivo, csto podrfa expre-
sarse como una tendencia de este sustrato a dirigirse a es-
pontineamente a un sistama de fosfolipidos. Esta mayor hi-
drofobicidad del FPP, en contraposicidén con los intermedia-
rios que lo pracedsn en la biosintesis, podria aclarar el
que las enzimas involucradas zn la sintesis de FPP no estén
anarentemente asociadas a ningfin sistema de membranas, en
tanto que las cenzimas dque condensan FPP o GGPP por su ex-
tremo polar o las que manejan sustratos isoprénicos de ma-

yor PM se encuentran siempre asociadas a mempranas.
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Por ejemplo, la escuzlenc sintetasa, un comple-~

jo formado por dos enzimas que tranforman dos moléculea

€
0]

farnesil pirofosfato en escualeno, el precursor direc—
+o de tedns los triternenos, as nicrosomal (155). Igual-
mente microsomal s el sistema anéiogo que transforma ge-
ranilgeranilpircfosfatc en fitcenc, en la biosintesis de
carotenos {(156). Las enzimas involucradas en el metabolis-
mo de algunos polinrenclas. come la 255 isoprenilnircfos-
fato sintetasa (48) v 1la 055 isoorenil quiness (157) a~n
micrnsemalas. De hacho asta dltima 2nzinma 23 toan hidrofs-
hica gus se ha solubilizade de la mombrena madiants sxtrac-
cifn con butanol, ¥ nt nu2dz mantonerse
en la ausenciz de dcetergentes. }Mos afin, Jdc¢ acuerdn 2l es-

cuama eorriente que explica 2l rol dz woliprznil fsosfatos

en la hionsintesis f=

Vood
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deban atrovoesar 1a rembrane nlasméticz transportands azdca-
res, v ratornancc al interior 4z la c8lula narz ser rafos-
forilados {158).

Zin embargn, en teodos los sistemas estudiadeos

OP dasde adcido mevelénico son soluhlas v, aparaentemente

no tisnen relacifn con los sistemas de membranass czlulares.,
De esta medn, se puede considerar a las enzinmas de la bio-
sintesis ¢@: los iscprenoides como formando dos compﬁrtimenn‘
tos, vno s0luble v otro inmovilizade, en nicrosomas o clo-

ronlastos, con el TPP o =21 SCPP como “mensajeras’ entre

o
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ambos. Esta posicifn clave podrfia tal vez explicar wocrgué
el nrimero de estos compuestos es el finico regulador cono-
cido fAe asta via.

2., Purificacidn de actividades nrenilsintetésicaes de C

v

sinensis.

Los estudios descritos en esta Tesis establacan
una ruta para aislar la o los prenilsintetasas, cuz aungus
no conduce a una purificacién total, produce una prepara-
cidn de enzima completarente desnrovista de los contaminan-
tes no proteicos v enzimdticos que interfierzn an el estu-
dio Ade estas enzimas, como la IPP isomerasa v las fosfata-
sas. BSobkre la base del comportamizsnto d= la enzima en DEAD
celulosa amorfa, es probahla gue una cromatografia en DEAE
celulosa microgranular aumente la purificacidn vy eventual-

rente resuslva entre cis v trans prenilsintetasas. Una téc-

nica adicional, o conplersentaria, podria consistiy en la

utilizacifn de una cromatografia de filtracidn ifnica en

o

EAE Sephadex. In este tipo de cromatografia, en gus no
hay absorcidn neta sobre la matriz, gqus 25 mucho mi&s r8pida
v guz concantra la muestra (153), uno deberia esnsrar ren-~
dimientes muy superiores al usual dc 19% obtenido por la
t3cnica 92 a’sorcidn corriente en DEAR Sephadex.

Otra ctapa 42 purificacifén adicionzal consistirfa

en una cromatograffa an Sepharosas rmodificadas, gue contie~

u

nan rasiduos alcuilicos ¢2 longitud variable (169) - esto se
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basa en una de las caracteristicas conocidas de las prenil-
sintatasas &2 higado de mamiferos v de zapallo, la existen-
cia de un surco hidrofébico ¢uz acomoda la cadena hidrofd-
hica del sustrato alilico. En principio, la utilizacidn

de estas técnicas deberia permitir separar las actividades

cis v trons, dando con esto una prusba irrefutable de la

existencia de ambas actividades y permitiendo su sstudio

independiente. Dentro de los objetivos propuestos en esta
investigacidn no s2 contemmlarfa el intentar una purifica-
cidn absoluta, sino demostrar la existencia de dos nrenil-
transferasas asterceoselectivas en cuanto 2 la conformacidn
de los sustituyzsntes en torno al enlace CZMC3, pero con 1a

misma estereoesnacificidad en cuanto a la quiralidad del

protén eliminado de C

4%
&

Para realizar estudioz directos fe sitio activo
serfa necesario azcunular algunos niligramos de preniltrans-
ferasas nura, sero este objative parece extremadamente ci-
ffecil de alecanzar, va aque para tener la razonable cantidad
inicizl de 290 g de proteina cruda dz nartida, en un solo

nroceso de purificacibn. se requeririsn unas 3 toneladas

o

i

de frutos como material 4

HL T

©

partida para la preparacién del

b
)

polvo cetdnico.

A
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3. Cis nrenilsintetasa de Citrus sinensis.

La aparicién del diasterefmero 2-cis del GPP o
del 2-trans~-F?P no es un artificio derla técnica analftieca,
va cque se puede obtenar un preparado enziridtico desprovis-
to de la actividad cis, v estd demostrade quz la recronato-
grafia del efluente no indica ning@n cambio en las nronor-

ciones relativas de cis v trans farnesol (71). Por otro

2do, 21 patrdn do distribucidn es idéntico tanto an co-
lJumnas de SE-30 como da etilZnglicoladipato.
Por lo tanto los resultados presentados en esta
Pegis dermusstran por orimera vez la purificacidn &2 una en-

zima capaz de sintetizer WPP v 2~¢is , G-trans-FPP.

w
b

el mismo modo gue las farnesilpirocfosfato sinte-
tasas descritas en la literatura, gue generan GPP v trans
FPP, esta actividad cis prenilsintet@sica cataliza la sin-

tesis de neril onirofosfato (C a partir da IPP y DHAPP,

Wi
v la de cis-farnesilpirofosfato (C,.) a partir de IPP v

ol
GPP. El producto NPP no es sustrato en la formacién da Ci5

nor esta praparacidn dz enzira, la gue solo ntiliza GPP,

o7

el mismo modo que las trans farnegil pirofosfato sintetasas.
5i la enzima fuera capaz de usar 21 WPP como sustrato, for-
maria 2-cis,6~cis~-FPP: por lo tanto, la cormbinacibn de acti-

vidades cis v trans sintetizarfa 2-trans,6-trans-FPP,2-cis,

s

£ -trans-—-%PP, v 2~cis,G6~cis-FPP, a vartir &= IPP v DMAPP.

mste dltimo no ha sido detectado como nroducto
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natural =2n Citrus, nero sf 2n semillas de algoddn (64).
Si r= supone que las transferasas cis v trans es-

tin sujetas a control independiente podrian, ekistir dos ru-

tas metahdlicas separadas, una que va a través de los clé-

(]

sicos intermediarios trans y cus culmina en la sintesis de
carotenoides (céﬂ) v escualeno {030}? v otra cue culmina en
la biosintesis de nonoternenca. Tn efacto. la Eiﬁ sinteta-
sa, genarard NPP usando IPP v DMAPP, naro a difarencia de

lo mus ocurre con la enzima trans, estae vroducto ds Clﬁ no

es sustrato para una nueva condznsacifin: en camhio, el sus-

tratc GPP es rénidamente utilizado por la prenilsintetasa

D

trans: cge disvone do evidencia {118) qgue sugicre gue la Xm
dz la reaccidén catalizada ror 1la enzima trans para DMAPP,
es mucho mavor ~me nara GPP; esto conduce necesariamente a
un bejo nivel de régimen estacionario del alflico trans de
CLO’ que a3 lo que se observa ¢n el patrédn de productos
cuando se usan IPP y DMAPP como sustratos (72). Por lo
tante el GPP nroducido por la enzima trans es ré&nidamente
drenado hacia ternenos de mavor PM, mientras aue el NPP gao
dirigirfa exclusivamente a la biosintresis de monoterpenos.
Este impadimentc cinético vodria tal vez suxnlicar
roraoud A través de la evolucidn se desarrollaron dos sis~
temas enzimé&ticons g, uszndo dos sustratos distintos, 3PP
v IPP, son capaces d2 generar los mismos hidrocarburcs mo-

noterpSnicos en Citrus. Si en la generacifn 4=
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hidrocarburos monoterpénicos se hubiera utilizado exclusi-
vamente al GPP la bhinsintesis de monoterpenos pedria haber
estado sujeta por drenaje a una grave limitacién de pre-
cursor.

Si el locus celular deo las sintetasas cis v
trans fuera diferente, la sintesis de 2-cis-FPP por la en-
zima cis probablemente procedsria a una velocidad muy pe-
quefia, va due el sustratn alflico regqueride, SPP, serfa sin-
tetizado v utilizado en otra pnarte. Esta limitacidn podria
ser el origen del sistema de isomerizacidn trans-cis d=
farnesoles descritn en este Labonratoric (72). ¥ en el de
Overtrn (73). Munaue no =25t% clarc cual es el destinc nme-
tabdlico de los intermediarios de esta secuencia Sxido-ro-
ductiva, es posible gue ella constituva la primera etapa
en 1la secuencia de reaccinnes oue conducen a la biosinte-

sis de 1la hormcna vegetal, Acidn abscisico (122)., Bl in-

termcadizrio quimicamente necesario o3 2l 2-cis-—farnesal,

W
J

puade ¢

(o

qw r oxidade al Acido 2-cig-—-farnesoico, etc., pa-
ra generar finalrmente Acidno absecisico (122). La sintesis
dz1l aldehido, por lo tante, deberia estar sujeta a un deli-
cado conkrel, lo que seria diffcil de conseguir nor lis ra-
zonas sefialadas antes, si el nrecursor diracto de Cl
el 2-c¢is, ¥ NS al 2-Erang-FPP.

Segin estas hinAtesis, entonces, la enzima cis

se 2ncargariz de proporcionar sustroto para le sintesis de
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monoterpencs, en tanto cue la enzima trans se intercala-
ria en lz hicsintesis de C3p- Céo v de éesquiterpenos, co-
mo el &cido abseisico.

La dualidad de los sistenas enzim8ticos cis v
trans se expresa en el hecho de que la sintesis d2 los in-
termediaring cigs no se detecta regularrmente, tanto en es-
tudins de incorporacién marca de 2—1&C»HvA en nrancles, co-
mo en las condonsaciones directas da IPP con DMAPP o GPP
(78) , catalizadas por extractos de flavedo fresco de fru-
tos obtenidos al azar en el mercadn.

Aungua no hav estudios sobre la regulaeiéin de la

actividad cis sintetfsica, esté establecido gqua la activi-

dad trans de flavedo do C, sinensis estd sujeta 2 una fuer-

te variacidn estacional (118): 1o mismo ocurre con la ci-

clasa de C., limonum (83). En C. mepo, las actividades FPP

e

v GGPP sintetfsicas son regquladas independientemente (16).
Por 1o tantcg es ™y probable qua uno de los factores in-
volucradns en la incapacidad da detectar consistentemente
aesta actividad en frutes obtenidos al azar, radigue en una
regulacifn indevendiente 42 la actividad trans.

Nosotros nbhs3ervamos un fuerte aumento en la rela-
cién trans/cis en la fraccisn anzimdtica obtenida de 1n
cromatografié‘en Sephadex 7100, respecto a la del extrac-
Loy, Eeta.as la primera prepvaracidn de la ruta de purifica-

cifn que ne coontiene colorantes. Por 1o tanto, es posible
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gue otra dificultad en la denostracidn de esta actividad
consista en una fuerte inhibicifn por los componentes no
proteicos del extracto. De aguf aque la preparacidn de un
polvo cetdnico canmaz da remoVer la mavor parte de astos
comnuastos, hace de estc fuente de enzimas 2l material de
eleccidn para la demnstracidn consistente de esta activi-
dad.,

4. Mecanismo de 1a cis nrenilsinteta

&2
°

Tal comn se demnstrd en cste Laboratorio, la bio-

sintesis de NPP v 2-cis,f6~trans FPP procede con eliminacidn

del protén 2-pro-P del IPP (34). Como explicacidn &z estos
rasultados, los autores proonusicron dos mecanismns para la
sintesis de isfSmercs cis. Uno de estos mecanismos se basa
2n suponer una actividad estoreocespecifica que nroduce di-

raectamente al cis

isopranil pirofosfate, mientras que en el
otro el carbocatifn terciarin intermediario sufriria una
rotacifn alradedor del enlace 2,3 nara generar una estruc-—

tura en la qu= el qrupo.cgEGPeP v el substituventec nayor

o

an fg 28 ginperiplanar. Asf esta filtima hinstesis plan-
tea oue una snln enzima cataliza la sintesis Je ambns dias-
terafdmaros.

Los estundios realizados schrz la estructura del
sitio activo de érans prenilsintetasas indican que toda la
zona da la proteina que une al IPP v a la ragidn Clv--C[1 del

sustrato alilico es altamente especifica. Si ostasg
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‘conclusiones se extrapolan a la generacidén de NPP o cis
¥PP, la segunda hip6tesis, gue reguiere un stio activo re-
lativamente “snuelto , parece improbable. Parsce mas impro-
bable aun si se considera qus si &ste fuera el mmcanismo,
la razén de productos cis/trans estaria determinada sélo
por la rotacifn alrededor Azl enlace 2,3. Por le tanto

la distitibucidn relativa de productos cis y trans no esta-

ria definida por una vropiedad intrinseca de la enzimes, si-
no que por un =2fecto fisico indevendiente de los requeri-
mientos metab8licos, como es la rotacifén de un enlace du-
rante una travectoria de reaccién. Por lo tanto, 1la velo-

cidad relativa de formacidn de los isdmeros cis v trans

dependarfia de las condicicnes fisicogquimicas en on2 se en-
sava la enzima, v no de factoras tales como la estacidn o
2l m2todo de preparacidn. HNuastro sistema enzimftico no
cunnle con ninguna de =2stas coondicicnes. Finalmente, no
hav, a nuestro cenncimisnt~, svidencia alguna en la litera-
tura de una enzima que genors indiferentemente isdémeros

cis v trans.

Las finicas difcrencias fcue es naocesario postular
respecto a la estructura del sitio activo de la cis prenil
sintetasa relativa a la de la trans prenilsintetasa es el
trasladn del sitio de unidn del pirnfrsfato a una posicién
sinncriplanar v un vequefio cambioc en la regifn que acomoda

al metilc 3.
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La primera prediccitin quimicamente razonable so-
bre el mecanismo de 1la biosintesis de los monoternenos se
gstablecid hace 11 afios con la pronosicidn del MPP come el
precursor mas nrobable dz estos compuestos. Posteriormente,
estudios de incorporacifn de marca de vrecursores radiacti-
vos en monoternencs demostraron esta hipftesis en extractos

de P. radiata. Sohre gstas bases, la elucidacidn del pro-

hlema general de la hicsintesis de meonotervenocs ragquerfa de-
mostrar inequivocamente esta relacifn precurser-producto
aisiando l1a o las enzimas involucradas en estas transforma-
c¢iones, determinar 2l mecanismo de biosfntesis dz NPP, v
determinar los mecanismns individuales de biosintesis de
monoterpencs mediante estudins con las enzimas nurificadas.
El primer objetivo se ha resuelto recientemente en este La-
boratnrioc con los estudicos de Cardemil, Chavet, Rojas v Ja-
balguinto:r la segunda meta ha side alcanzada tal come se
describe en esta Tesis, v ¢l tercer problema se @sti abor-
dando actualmente con el disefo de reactivos dirigidos al
citio activo. De este modo, no parece ilusorio esverar due
la binsintesis de monoterpanos alcance luego un nivel de
desarrollo cue la ubiguen junto a las de giberelinas y caro-
tenoides,; como una de las dreas parcialmente comprendidas

de la Bicquimica vegetal.
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