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RESUMEN

SE ESTUDIO LA BIOSINTESIS DE EXTRACTOS CELULARES SOLUBLES
- DE. LA CEPA SILVESTRE DE M._LRASSA EMCONTRAMDOSE QUE LAS DOS
ACTIVIDADES DE LA MIOIMOSITOL 1-P SINTASAX(E.C.5.5.1.4) QUE
SE RESUELVEN EM ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA,
CORRESFONDEN A AGREGADOS OLIGOMERICAS DE LA ENZIMA Y NO A
ISOENZIMAS, o

‘ SE  OBTUYO UNA FOBLACION DE ANTICUERPOS COM LA QUE SE
CARACTERIZO INMUNOLOGICAHENTE  UNA  COLECCION DE CEPAS
MUTANTESINOS = DE M..LRASSA FRORAMDO EM CADA UNA LA PRESENCIA
DE LA MIOINOSITOL 1-F SINTASA. )

SE ENCONTRO ADEMAS QUE EN LA CEPA SILVESTRE LA FRESENCIA -

DE INOSITOL EN EL MEDIO DE CRECIHIENTO REPRIME LA SINTESIS
DE L& MIDINOSITOL 1-F SINTASA.

‘ ‘» »
Enzina que cataliza la rzrlz*auxon aldélxra de G 4-P a'

©Inmsitol 1~-P.
) ..../



CINTRODUCCIOQN?

La Hanipulacifn de téznicas de 1a quimica de-las proteinas
estd convirtidndose en  parte muy idportante de la prdcticd
enzimoldgicza. A medida gue un ndmers mayor de enzinas son
aisladas en  estads  pure, su caracterizacidn en términos de
Zonstituwsidn quimiua y estructural es un paso necesario para
un conocinients mds detallado de sus funciones.

Todas las enzimas exhiben Jdiferentes »ara»terlstxuas, que
puede  pensarse constituyen elementns de 1a regulacisn de su
artxvxdad un las ocelulas wvivas. Todas ellas poszen un pH
‘caracteristice  que  hace posible la alteracidn de  sus
velozidades cataliticas won ins zambins ~ de  pH
intracelulares. Las wzlocidades de  todas las reacciones
enzindticas  dependen tambidn de  la concentrazidn - del
sustrato vy algunas. Has, precisan de  iones- retdlicos,
coanzimas 4 oofactores. - :

Aderds e estas propiedades coMunes a todas las enzimas,
algunas de =2llas pressntan caracteristicas especiales qua
“les confieren papeles de  control del metabolists y se les
llama ‘enzimMas reguladoras. Existen dos tipos principales:
‘Las  enzirMas alostéricas, cuya actividad catalitica  es
Modulada pov la unidn no covalente de un retabolito
especifize a un  centrs de. la protaina diferente del centro
vatalitico v - las enzimas moduladas por unidn covalente, con
formas  activas e inmactivas interconvertidas por la accidn de
otras  enzimas. Resulta inpoctante  este tipo de modulacisn
pues cuwalquier falla - en  1a actividad, puede no demstar la
pérdida e un gene estructural para la proteina en ruest;on,
ni aln la ausencia de la proteina misma sino la pérdida de
la enzima “activante".{Segal, 1973).

For . owtra parte, la mayoria de las enzimas que Muestran
“condwzta alostérica  son oligomérizas, §  tienen  pesns
moleculares tan altos, gue es prohable 1o sean.

Otro tipo de regulaciSin metabdlica estd dada por las
“llanadas isoenzirmas, Ffovrmas n&ltiples ‘de una  enziMa que
puedan presentarse en und  sola  especie de organisun e
Cinclusive en una sola oé lula, que se encuentran codificadas
por genes diferentes y opor tantsd difieren estructuralrente.

Para el estudio de las rutas metabdlicas ha resultado de
valinsa ayuda, la utlll*anlﬁn de icronrganismos a los que’
se. ha indwzido mMutacion pov rvadiacidn, los cuales carecen de
una ruka determinada 5 de una enzima particular. Asi desde
que en 1943, G.¥. Beadle, y E. L. Tatum postularon la
relacidn  "un gene, una enzima", en sus estudios de nutantes
del hongo Neursspora...crassa, se abrid un aMplio canpo para
el | anflisis  de  las  rutas metabdlicas  en  diferentes
organisros. Aquellos nmutantes que carecen de una enzima que
cataliza . una reawzidn  especifica, pero que” al serles
suministrade el prudurto de tal veaccidn se desarrollan 4
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norMalaente, " reciben el woHbre de mutantes awcdtrofos. Estas
.deficiencias gé¥nicas si nn son  letales provocan  la
acunulaszidn  y ercresadn del sustrato de la enzima que falla,
por  tanto, el intermediaric no se  acunslara en aquel
organistn que haya sufrido Mutacidn.(Lenhinger, 1982).

FUENTE BIOLOGICA.

MNenrospora es un géners de hongos awpliamente uhilizado en
biologia  molecular. De hasfi, gran parte de 1ns
conocinientos relatives &  los aspestows  hioldgicos  de la
genética se han obtenido a partir de ensayns con B..Crassa y
MN..sitopbyla. (Scagel, 1920)

» Taxondnizanente s encuenhyra clasificade de la siguiente
maneras .

DIVISION: EUMICETES

CLASE: ASCOMICETES

Subizlaset Enascomicebles

Serie Plectomicetes

ORDEN: XILARIALES

GENERO: NEURQSEORA

ESPECIE: CRASSa

Las espocies del genuvn se encuantran =n areas traplcales
5 subtropicales creciend sebre arbustos, avbolus y rustos
meluldsicos de plantas. :

£l wvalar esencial de M. crassa  en ‘condiciones de
laharatorin es gque se  Lrata  de un hongo ewcaridtico, fan
fazil de nanegjar oo la= hactevias y gue puede utilizarse
24 base  de »unpa\a»xun entre procariotes vy swzaviotes an
blologxa wolecular.

© o be—rcrassa oone hebevrdieofo pusde  utilizar  acethato,
suozinate, glicersl, glucosa v otras monosacéridos ZOMD
fyentes de  carbonw.  E1 . aitrdgens 1o ohtiene a partir de
nitritoes, nitratos, advonio v aminoacidns. Adends de carbow
¥ nitrégenp, requiere . de algunas sal=ss simples, elzmentos
traza y bistaina, para un cracimients vigovrozs. (Davis, 1970)
Sus zélulss sontignen mitozondrias, . reticuls
endoplasedtice  con ribosoras, adaoles con menbranas tipicas y
nuwileslns, ademds de  varias  inclusionss dord oristales de
ergosieral, gotas de aceite y cuerpos glicogenos. (Ehatkin &
Tatumn, 1959} . ' .

Las zflulas 3@ sncuentran rodeadas por wna nenbrana doble
plasmdtica "y wna pared <elular  formada  por polimsros de
gluwznsa, un ozonplego péphido-pol isacarido, quitina y
poligalactosamina.

El sistema vegetative  estd  compuesto  por  Tiladentos
Mulbinucleadss 3 hifas, . s=2graentades oy paredes
transversales b saphos inmzompletos, zon poves | de
aproximadanente 0050 de cidmetvo en el cenbvo. )

“Lias  poros pevmiten quw vl lltnplaaﬂa Fluya a 1o lavgo de .
la hifa, atarreand> =i nGelén, las  witooondrias y otras
inzlusiones durante cierta distancia, usualmente en -
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dirgccidn  del crecimients. E1 sistema  de hifas se conoce
o Micelin, (Wilson, 1961)

Lixs  nzlens ‘se dividen mas activamente cerca de la punta
de la hifa. En la mayoria de estas, existe nds de un alzlen
en cada célula, variando desde tres hasta cerca de cien en
ciertas Cepas poso CoHunes. )

No-.orassa presenta  itres formas?: dos asexuales (i y
Macrooanidins) 'y una  sexual  Cascosporas). £n cultivos de
agar, . las hifas aédreas orecen a nmedida  que el sultivo
Madura,  dandd oMo reEsultade grandes masas de macroconidios
color  paranja. Los . macvocdounidios se utilizan para inocular
zultivos de | reproduscion vegetativa, sirviando TOMD
fertilizador  masculipg en orwses sexuales. Los microconidies
son . mhs  pequefins, uninuwcleados y de suy poca viabilidad, se
utilizaw =n  algunos  experimentos. de wnutaciones. Las
ascosporas  se  forman al  final de) process  sexual, tal
process 32 lleva &  cabo en ondlciones opuestas a.las del
crecimisnts vegetative . y requiere’ de  la presencia de dos
‘Cepas de Lipos apareables.v(ﬂayié, 1970

Ciclo Vital.

‘La parte vegetativza del  ciclo de vida de Na_rrdssa es
hapinide y consiste “de  un micelin multicelular en 21 cual
existen  septos pevforados, a tvavés de 1los wcuales los
wbzlens emigran libremente.

' Las esporas  aszkuales son ‘lns naaroronxdlos de 6-8p de
didmetro (Fig. 1) w=on 1 9d nds wicleas y lés Misroconidios
uninwsleados, de 3-4 u de didretro,

Las cepas son morfoliglcamente  hermafvoditas Yy pueden
funcionar  como gareto feMenine H masculino en los cruces. E1
drgano  sexual  Fensnine es el ascogonds (Fig. 1), que
consaste  de un rollo -delgade de =élulas oligonusleadas y que
tergind en und  hifa ranlflrada (tricdgina) para -onstltuxr
un ‘mespzarps incipiente 4 periveciun.

Lta plasMogania es un proseso que tiene lugar a través del
atague de  una ramificacidn de 1a tricdgina al onidio (Fig.
ib} W wtra célula vegetativa de  tipo de  apaveaniento
BpUEst . N

El- nclen de la célula masculinag emigra a travds ode la
tricdgine vy estahlece  una  oondicidn  dicaristica en el
aszogonan (Figs 1o), a partir de la cual 1a hifa asrégena‘
dizaridticza se desarrolla dentro de la paved del peritecium
én  forMacidn. Antes de la fusidn nuclear el ndcleo parental
s¢. divide Huchas wveses, desarrollando un sistema hifal, al
tapding oo dste, dos ndcless se o asecian  en pares an el
véptice del  asca donde la fertilizasibn scurre. (Fig. 1d-g)
El" ndcles vesultante. se  sonvierte inmediatanenne -en dos
prodwstns - haploides  por o deos  divisiones neidticas ¢ ocho
ithbica, | que - pienen lugar en la elongacion del vértice del
asica, . 1 peoducts  £final  es  un asca, on acho AsKnsporas.
(Fig. Lg-k) (Emerson, 1964) ' R o

N



MIGRACION DE LOS_GAMETOS .~

FECUNDACION Y FORMAGION GEL
© e U ASBCA - . »

Fig. 1.  Cizlo sexual en Heurnspoca..crassa. Los puntos
’ negros vy - hlanoos  representan  tipes diferentes de
apareamientn. Explicacidn en el fexto.
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MIDINOSITOL 1-P SINTASA

TABLA 1. DATOS DE LA ENZIMA

E.C.5.5.1.4.
GLUCOSA 4-P =rem=—w=== ) MIOINOSITOL 1-P + NADH
PES0 MOLECULAR: .
Fuente . Valor /5 Condiciones,

t.ozassa 3.5 » 10 Centrifugacion en

o - gradiente de densi~
dad en sacarosa, --
electroforesis, cro-
umatografia.(Escanilla

) , 1982).
. (5
Glandula madaria 2.9 x 10 Cromnatografia Sepha-
en rata : dex 6~200 pH 7.2
(Nazcaratn, 1974)
L : ‘5 :
Testiculs de 2.1 % 10 Cronatografia Sepha-
rata S dex, pH 7.4 (Barnett

& Corina, 1973;
Pittner, et al, 1974}
Crouatografia Sepha- -
dex, electroforesis y
sadinentacidn (Maeda
& Eisenberqg, 1970)

ACTIVIDAD ESPECIFICA (Unidades/mg proteina/nmin)

Levadura 2.6 x ld‘s Tris—acetato pH 7.4 .
' ) (Chen & Charalampous.
1966) )
fuzer. pseudaplatasus 8.8 x 10 Tris~HCL pH B.0
S (Loewus & Loewus,
v 1971
{2
Quyeza_sativa . 7.8 x 10 Tris pH 8.0 (Funk-
: ‘ : hiouser & Loewus,
1975)
‘ - R =2 , , :
Testiculo de 9.7 % 10 © Tris-acetato pH 7.4

rata : ) ’ (Pittner et al; 1974)
ESPECIFICIDAD:.

LA ENZIMA ES ESPECIFICA PARA D-GLUCOSA 6-P COMO .SUSTRATO

L .}-;/a
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=-TABLA 1(Cont )

- CONSTANTES DE nxcuasts.f B

FUENTE

A._pseudoplatanus

CQusativa

Glandula mamaria
. en rata ¢

5 Testi;ul6 de rata

INHIBIDORES

© FUENTE

'Testiqulo de rata

I 0.;.‘sat-..iua o

‘SUSTRATD .

: ﬁ—Glucosa 6-P‘

 B-Glucosa &-P

D-Glucosa &-P

D-Gluzosa é—P

INHIBIBOR

Z—Deoxifﬂ G4&-P

. P-GAT%

K

1.7

1.3

S.0

7.5

CKpCH)

. .

2 x 10

té")

% 10

CONDICIONES

-

% 10 CSustratn .

 AJ4 whd

pH 8.0

(Loauus &

Loewus, °

L 1975)

€3

x 16 pH 8.0
{ Funkhou -
ser & Loe—
‘Wug, 1975)

% 10 pH 7.2
{Naccarato

L 1974)
=4 .

H3 10 CSustrato-

0.4-8.0
- mMd

{Barnatt & -
Corina, ~
1970)

CONDICIONES

C.1mM-11MD

pi 7.4
{Barnett &
Corina, -

. 1970)

4 ,

£6.22mH3

pH 7.4

{Funkhou~

ser & Loe—

uus, 1975)

b 4 PfGAT=6-fosfo N-( 1H-1, 2, 4~triasnk-3-il )-glucopiranosialaming

cane/’
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HIOINDOSITOL 1-P SINTASA

ta ruta metabdlica a través .de la cual se sintetiza
Mininositol a partie de glwiwsa, asi como el patron que
sigue tal zonversisw, se ha estudiado en sistemas hioldgices
tan variados «cors  levaduwras (Chen & Charalampous, 1964),
Meuraspora  (Pifia &  Tatum, 1947), tejidos gonadales en
wmamiferns (Eisenberg & Bolden, 1947), plantas superiores
(Loewus, 1971} y glandula mamaria en rata ( Naccaratoe,
1974). . '

En. los trabajos anteriorss, se demdstrs  que para la
liberacidn de miocinwsitel, se requiere de la accidn de dos
enzinas, la primera de ellas tora oo sustrato Glucosa &-P
y _forna  un products interrediaviod D-wmivinesitol 1-P, que a
su  vez es hidrolizads a misinositol por la accidn de una
fosfatasa especifica? La  inositol 1-P fosfatasa (Chen &
Charalarpous, 1964). E1 aislanientq‘del internediario y el
requeriniento de dos cofactores (NAD y Mg'* ) en la reaccidn
total  ratificaron la existewzia de las dos enzinas
(Eisenherg, 1947

Mioinositol 1-F Sintasa Inositol 1-P Fosfatasa

. v oo o v
Glucnsa §-P ~===e===) D-innsitnl 1-P ~==-=—=-=) Inonsitol + Pi
R . ++
NAD - : tig

La enzima responsable de la fornaszidn del ciclo de glucosa
C6-P & wnininosiiol 1-F ha vezibide un gran  andrers  de
denorinaciones: Chen & Charalanpous se rafieren a ella cono
Glucwsa 6-F Ciclasa; Pida y coolaboradores, Inositol 1-P
Isomerasa; Barnett & Corina, an  su deterninacidn
colorimdtriza  de nonofosfatons de  iwnositnl, 13 llaman
P~gluzosa . 4~P-1 Mivinogitol 1~F Ciclasaj; Lwoewus, . al
caracterizar la  enzisa en  plantas superiores la  wombra
L-gluznsa 6-P Cicloaldolasa. Finalmente el CoMité de la
© Unidn  Internacional  de Bioguimica le asignd un nimers de la
Comisidn Enzimdtica (E.C.5.5.1.4.) que corresponde  a la
enzira tera del  presente trabajs y que denodinaré
Mininositel 1-P Sintasa a 1w largo del nismo,

Y




Mzzanismos de Reacoisn.

Muchos  han sido 1os hrabajos destinados a estahlecer un
MESaNLSHN de reaccidn para 1a enzinal
Una  ciclacion  divecta sin rearreglo  del esqueleto
zarhonads y  con la vetenzidn de la configuracidn de cada
Atorn  de  carbons  fud propuzsta  en hass a experirentos de
mavzaje. (Eisenberg, Bolden & Loewus, 1974) Se comprobd
aderds que  la enzima utiliza HAD'Y como cofactor, lo gue
sugiere una oxadazidn =n la gque estan implicades dtomos de
hidrégeno. (Eisenberg, 1947; Barnett & Corina, 1948}

Adn cuands 1ns productns intermediarins wo se han aislade,
existen evidencias de que  la  reaccifn se origina por la
midazifn de D-glucosa &-F a S-cets D-glwsnsa &-F que forma,
pov una resooidn de condensacibn alddlica,
L-mioinosasa~2,1-F, que se  vreduce al productod misinositol
1-P. - {Sherdan =t al, 1971; Loewus & Kelily, 1982; Barnett &
Cuarina, 19483 Chen X Charalampnus, 1967) Fig. 2. '

[
CH,0P o o

CH,0P
-—-——’

0 4

Fig. 2 Condensacidn alddliczat Aqui se nuestra =omo 2l n\lAD+
oxida la glucosa 6=F a S-zeto D glucosa 6-F, la cual da
Tugar a una condensacidn  alddlica, que - produce
Mininesonsa-2, 1-F que - 25 peducida  por NADH  para foedar

Maninasitol L-P.

La aaturzleza del  fosfato de inositol formado por el
cierve del anillo entre los carhonos terninales de la cadena
de  glwmosa 4-F esta detersinada por las posiciones relativas
asumidas  en el  espacin pov el grupo fosfats y el hidroxilo
formade  =n los carbonws 1y 2 del anillo del inositol.
(Eisenbarg, 19467)

£l azdzar interwediario y 21 NADH estdn fuerterente unidos
a la enzima nativa, en un conpledo  ternavio ( BarneLt &
Corina, 19723, pers wo s2  ha  podids  aun  establecer la
naturaleza de los puentes enzima-interaediaris, ya que en el
mezanisne  de oxido-reduszzion, el hidedgens eliminado durante
la reastidn es reubicads en el mismo Atono de carbeno.

: Tomands  ooms  base  la  opinidn  generalizada de gue la
CformMacidn del civlo a  partir de  glucosa 6-F es via um
veaszidn  alddlica, en la cual el intevmediaris que precede
inmediabamente la  foaveacidn  de un  enlace carbono-carhbono
antre el “Atoro ndrsrs . 1y &, e#s  S-cets D-glucosa
fosfuorilada, se cueshiona el tips  de aldolasa 2 1a gque
pertensce’ la ' Mioinwsitnl 1-F Sintasa.

vaasnd
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-Aldonlasas: Tipos ¢ caracteristicas.,

Las aldolasas s2 han dividido en dos grupos: I y 1I. Las
Gl tipo 1 fijan su sustrato formands una Base de Schiff y
las del tipn II muestran requerimientns metdlicos, se piensa
que 2l b netdliczo en las. aldolasas de este tipo cataliza
la  reaccidn fordands un puente  parmszial con el grupo
carbonile  del  sustrate. Asi el couplejo ternario formade
seria  equivalente al internediaris en  la Base de Schiff
producide en 1as aldolasas clase I. '

ta rclasifizacidn de  las -aldolasas  fud propussta por
Ruttzp, quisn o2n 1744, confirdd gque  existen diferencias
fundarm=zntales entre  las aldolasas de plantas superiores y
animales y agquellas  encontradas en hongoss ¢ bacterias,
dividiéndolas en los grupos I y II respectivanente.

El nmismo Rutter, pava prohar que las aldolasas Clase II wo
forman Base de Schiff, sugirid la ublilizacidn de Dy en
experinentns  con evzimas de ambos tipos, en algunns casos el
agua de reazzidn 52 perdia y tenia acceso a los
intermediarios de las aldolasas formadoras de  Base de
Schiff. Las aldnlasas Clase II, w> pilerden aguy, ni
intercanbian o:u'.geno zon el medin, a Menos gue la vida media
de  los  intermediavios sea Lo suficienterente larga para
pernitir 1a hidratacidn carbonflica.

Estudins de este tipo, permitievon  a Sheruan en 1977
postular gque wo hay utilizacidn de 0.8 por la Mioinnsitel
1i-F . Sintasa a partir del medin enciquecicn con este isdtopo,
1o gque combinads oon la pérdida de sensibilidad de 1a enzina
por azcisn de  EDTA (Pifw, 19785 Loews, 1973) sugieren una
respuesta de tipo II, ademds de otras propiedades como un
realoe  en la actividad debida a1l NH."' ¥ un intarvalo nuy
limitado de pH para actividad enzinatica.

A pesar de tales estudios, 1a analogia entre las
propiedades da la Mininositol 1-P Sintasa y las aldolasas de
las Clases Iy II @5 sin duda materia de debate, llegdndose
a p=nsar que la =nzima, no utiliza ningunn de los dos tipos
de Mezanismos propuestns. Co

4
Dependencia a NAD

82  han reportade niveles variables de actividad
independiente de NADY  en extractos.crudos y preparaciones
parciales de Mioinositol 1-F  Sintasa (Barnett, Brice &
Covina, 1970; Haozarato, Ray & Wells, 1974; Pitiner &
Hoffran-Dstenhof, 1974). La enzima extraida de N..:crassa
"(Pifa & Tatun, 1967), muestra un ahbsnluto requeriniento de
NaD * despues de algunes pasos de purificacidn, Escamilla
(19823 sugiere gque la forna nativa tiewe NADY ligado, que se
pievds  durante la  wnanipulacisn., Esta actividad “NAD
-independisnte" es preservada por  la aczidn de sulfato de
aswonio 3 por glicersal durante algunos pasws de  la
purificacidn enzimdtica. (Brunner et al, 1972) '

£1 hecho de que 21 NADY pueda univse a la enzima de manera
reversible dependiends de  las condiciones de tratamiente,
sugiers 1a existencia de al metws dos formas alternativas de
la enzima, las cuales pueden ser funcionales en la =élula,

vendd



pernitiends asi la regulacidn de su actividad. (Brumner et
al, 1272) Una forna se mantiene unida firmvemente y es
estable, wfientras que la »otra tiene renor afinidad por el
NaD ¥ y es inestable. (Naozarats, 1974)

AUXOTROFIA A INOSITOL

Lns trahajos =n Heucospora iniciados por Beadle & Tatun en
1945 dievon pie a una nuy importante gun#rallvanlun- "La
gran wayoria de los mutantes imzapases de crecer en un Medio
winima, pevo capaces de  oracer  en jun medin suplementado,
rejuieran de una sustancia siwple nas, que la gue necesita
el tipo worsal  silvestire para  hacerin", es  decir, son
auxdirofas a tal sustansia;  sobre  dsta  hase, DRV&LP ity
probable que la  wayoria de las mufaciones afecten shlo un
paso netabhlico simple, teoria a ia que sa ha dado en llanav
hipdtesis de "un gen, una enzima.

Exristen varias alternativas (Catcheside, 1966) gue refinan
la teoria de que un ge=n gs el responsable por una enzima y
que provean de  evidensias  valinzas  sobve  1a  econonia
metabilica, ademds de posibles rutas de evolwiidn gendtica y
o Lnat1c~

Esta eleuulﬁn pugde envolver la prudurrxun de una nueva
actividad - enzimdiica por? a)l un  diferente qgrado de
agregasisn  de una  unidad prmteinxca 5 b) la agvegaciﬁn cle
dos unidades proteinicas diferentes.

. ! .
Caracteristicas generales o= 1os  awmteofos que reguisren
inositol.

Estos dutantes son incapaces  de orecer 3 reans que el
madin de cultive se suplerente con inositol. En difersntes
especies de la familia de los hongos este tipn de organismos
erhitien "muerte por pirdida de inositol", (Hullxna/, 1962)

El  hezhs de que la "Huerte por pe.d;ua 4 ausenzia de
inositnl"  se ohserve sw varisdad de hongos nutantes y cepas,
sugieve gque el fendnens estd relacionads oon =l papel del
inssitol vy lfpidos Jue 1o conbienzn durante el crecimiento
del hongo. (Donahue, 19780

Una explxcaci&n a este Fendmens desarrollada por Shatkin &
Taturt e=n 1941 bhasadz en sus obhservaciones de mutantes que
vegquieren dimsitol en MNeubospora s=s que 1a Ausencia e
inositol  provnza un deshalance entre 1a tasa de orecidients
de 1z Menbrana vy la tasa de acumulazidn de  otros
cmmsbituyenies salulaves,

IMPORTANCIA BIOLOGICA DEL INOSITOL.

Los  iwositoles constituyen un importante grupn  de
alooholes  pelikfdvicos  presentes en la naturaleza y algunes
fasnerns - de  esto grupo  Se  encuentran momdnmente  en  la
nayoria de las plantas. (Losguus, 1974)

Z1 mds wiversalmente conocide  de 1s
posibles del clclohstanotesml 5 iwositol, =s

35 nueve Lsdmeres
el mivinositol,

N
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siendn édste el motivo por el cual =n hiwlngia, al hablar de
inositnl, se hacte referencia a este  isdrers, que  estd
presenta en  la wayoria de los tipos celulares con algunas
excepciones oMo Ewchecichiacali (Wonley, 1942).

Los  nueve estersoissmerns de inosibol congisten de siete
foreas wess y un par DL. (Fig. 3}

H
2
m
o
K
=
°
H
=
c
(@]
o

MII 1SCYLLO ML :DEXTRO IX!LEV

¥ . . ’ .
Fig. 3 Posibles esteveoisonerns del ciclohexanshexol.

Se ha  whservads una =ovrelacidn  inkérssante entre la
prasanzia en la  naturaleza de las inositoles y ciclitoles
con sy estabilidad  conformacional  (Angyal & Mills, 1952)
log inositoles  oon alta energia e interaccidn en  su
moldcula, debido a la presencia de dos grupos axiales oz
MigHD lads del anillo wunaea a2 han enconbtrads en la
natuwralesza, wientras que  todos  los  dends  inesitoles vy
algunos . d2  sus  derivades, netilicos  por 2 Jerplo, Jque no
tienen =sa cavactevistica, se  han aislado de los seves

Cwivos.

El miniwositol ha sicdo veoonscido comes factor  de
recidients  en  cievtos  ovganismos, cormo levaduras. Gavin 3
MzHenry en 1941, sugisren gque el inositol se codporta ocomo
N agente lipntrépico suplerenbario, cuand? se administra a
animales en una dieta libve de grasa y oteos  agentes
lipntrapices;  se orse que el fosfatidilivwsitol es el agente
cansal de fal efecho. Al reportarse en 1941, que el 1nosiiol
zura la alopezia = oratones soMebicdes 2 wuna dieta
sxperinental, - se pensd  zolozarlo dentre de las vitaninas,
sin enbargn Helovmiclk, Haeris 3 Andevson en 1954, efectuaron

-

el



- 20 -

experinentns gue comprueban que dietas en las que no se
encuentra presente el iwsitol producen cuaderos carenciales
y su adicidn a. dietas completas no produce ningin efeicte
adicional.

Zn el honbre no se ha demostrado un cuadro de carencia en
1a dieta del incsitol. E1 hechos de gque el innsitol nd puede
ger  sintetizado  por  algunos tejidos animales, es an factor
ris que s lleva a psasar que W es  una  vitamina.
(Eizevberg 2 Bolden, 19465} . .

Estudins sobva las funciones del iasitonl, con respecto a
la utilizaczidn de aminedcidos y nucledtidos (Charalampous et
51, 19693 en w=élulas KB incapasces de sintetizar inositel,
seflalan que las =élulas deficientes de Innsitol o som
apaces de  incorporar adenssana ¥y guanssing del medio a los
acichss. wacleicos, a una  velosidad wormal. As{  disHo se
alteran ios mecanismns responsables de  1a acumulacidn y
utilizasidn de  aminodcidos  por las  células.  Tawhidn  se
sugleve gque el inusitol intevviene cono fosfatidilinositol,
integrands parte de la nemrrana celular y quizd como pareidn

~intagral de un acarrvzador.

) El mininositol participa en diferentes rutas netab5lica9,
adémds  de formar  parite de otras miléculas  de  interds
fisinldgito, comn los eésteres fosfdricos del inssitol y el
fosfatidilinositol. : ) o

Entre  1os dsteres fosforicos. del invsitol, destaca el
Acido  Fibice, (dster  hexa-cis—ortofonsfalo  de mininesitol)
cprassnte en plantas sup=viores y considerado oomo la fuente
prinzipal de fosfato en semillas maduras y latentes. (Angyal
X Russell, 1949)

El fosfatidilinositnl 25 una molécula de aciae fosfatidico.
a- ia cual se une el inositol poar Medion de un enlace dster
foasfatn. Se le consicera  coro  uno de 1os misztbeos de los
compuestns  denowinados fosfolipidos 3 fosfoglicéridos, su
importancia en. 1a renbrana ha sido ya seialada.

ASFECTOS METABOLICOS DEL INOSITOL

Las - princapales vias metabolicas *en qua ‘participa el
innsitol, aparesen en 1a Fig. 4 (a7h>=

El prinzipal caming, si ne =1 dnico para la formacidn del
inpsitol en las =élulas con capacidad de sintetizarlo, es la
sintesis de inositol 1-F  a partir de glucosa  4-F, via
Mioawsitenl 1-F 8intasa, seguida por la  fornacibn  de
inositol  libre, paso que cataliza una fosfatasa que requiere
de  wagnesin (Fig. 4 -a,b). Se ha reportado la sintesis de-
inositol fosfatn a partiv de . dnnsitol libre,
(Hoffuan—-0stenhnf, 1958) (o).

La: formacidn  de  inositol difosforilade a partir del
monnfosforilade,  constituye  Junto con la reaccién‘anteriﬁr,'
la etapa previa indispensable para la formacidn del dcido
fitice (4. Por vtro lads, - la  sintesis = del -
osfatidilinositol a  partic  de  inositol ¢ - un CDP
diglicérido, 3e zonsidera coms el pass anterior a la

Ceend
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formacidn  de difosfoinesitiqos y trifosfoinositidos. (Ballow
3 Lee, 1946} (o)

_ . OSAS METABOLISMO
ALMIDON @-————— BIOSINTESIS HEXOSAS 4= o - \iosaS FOSFATADAS *

GLUCOSA-I-P G~ GLUCOSA 6-P -——--P MIOINOSITOL =P~

d
»

1 b Acpof FITICO

-UDP-GLUCOSA ‘-—""'*.,__..._ UDP-GALACTOSA
FRUCTOSA MIOINOSITOL"
bd 0
h g ACID
SACAROSA FOSFOINOSITIDOS GLUCURONICO
: . TAA-ESTERES

SERES RAFINOSAS ETERES METILADOS

DE INOSITOL

o & UDP-ACIDO URONICO Y UDP-PENTOSAS‘-;*
‘s BIOSINTESIS  POLISACARIDOS

Fig. 4 Esquera de  la kiosintesis del  inositol y su
‘metabolismo en plantas. :

La formazidn del acids D-gluuuronxro a partxr de inovsital
(f), es el principal camine de degradazidn del nininositel
en anirales y plantas. )

Charalarpous ew 1959, describid y saracterizd la enzima
presente  en el “pifdn de ratx, nds tarde demosterd que en los
narfferns, =l tejido remnal es el dnicn capaz de cataholizar
v convertiv el inositol 2 dideide  de carbono. (Howard &
Andarson,  1947) La MisSMa veaccion  en  plantas  ha side
estudiada por Loswus y ecolaboradores., Sefialan que el almacen
de carbohidratos en algunas semillas estd representads por
el acide fitico ¢ que por medis del dzide glusurdnico se
forMan varins oonpuasios Jde irportancia pava la vida de las
plantas: pecting, hedicelulosa, HAcide assodrbics y derivados
matilados del inosiinl.

CLiss dberes del misinositol y de oiros inositeles son iy
comunes . en  plantas. La :ugevnn-xa de que estos dteres
PrOVEEN  PrEecursHTes  HWoneMerioos  de polxsaravxdos metilados
g2 debe al Mismo Loewus en 1974 (gl). Es posible Zory indica
la Fig. 4, que esos productos s2an veutilizados en la fusnte
de  dinositol por eventos fiziologices durante el crecindento
de 1a planta y que en este process, los grupos metilo sean
llevado§ para regueriMientos hinsintdticns en ntras partes
da la Lelula vegetal.

Pov ultxmo, el mnininesitoal di lugar a los llasados éteves
del doido dndsl-3-acético (IAA-Inos ), que sa crae sivven
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comy  fuente  indirvecta de hormona de creciniento (IAAK) para
la pléntula, adends de  llevar a cabo un pasible control
sutnre  1a howeostasis hordonal, ya que las snzimas gue Median
la wonversidn de una  forMa a otra, pudieran determinar el
crecimients  en los  vegetales. (Muiv, 1972) E1 IAA-Inos ha
sido  llama 3 “precursort  de  la tewrmona de  crecimiento
( Bandurski, 1978), al detectarsele  en  su migracidn de la
semilla a 1Ins meristemos de 1a planta, esta caaversidn ha
sido  propueshta  ooMd un sistena de control del creciniente,
adends de que 1a esterificaczidn del I1AA protege de 13
oxidacidn por proteinas vegetales. -

% Acido 3-indel asético.
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ANTECEDEWNTES

En el laboratoris a cargs de Dr. Escamilla y tonands <omo
base  lus trabajos desarvollados pov =1 Dr. FPiRa y
colaboradorss, se ha  venids  estudiando la bivsintesis del
Hiolnositol  en Newrsspora. orassa, estudios gue han llevado a

“la  puwrificacidn vy saracterizacidn de la enzima responzable
de la sintesis e wioinositel 1-P  (Escamilla, 1982). Se
cdefinié  que la enzima es  una  proteina  fornada por seis
subunidades  aparenterznie idénticas <on  un pesd mMolecular
total de 340, 000,

Se enzontrd que la reascism gue catalizas
Glumnga §-F —=---m—m—mm e ) Miniwositeol 1-P

tiene reguerimients absoluto por NaD*y es estirulada por K+y
NH* N . .
"

Se cuenta mon und coleccidn de cepas mMutantes auxdtrofas a
_innsitel, encontrandose que varias de ellas carecen d= la
Misiwnsitnl 1-P Sintasa, mientras gque wotras, a pesar de
contener  huenws  niveles de actividad muestran auxotrofia a
inositol, por lo que  se piensa sean mutantes que producen
inositol, pers no 1o pueden . vetener por  defectos en la
vedbrana¥, Otra  alternativa =on fundanehtn en log trabajos
de Williams, es gque alqunos auxdtenfoas  para  amsitol
wontienen  a  la Sintasa , pero carecen de la Mioinositol 1-F
Fosfatasa, enzima que cataliza la formacibén de misinositnl
lihre.

Recientedente y  cono  antecedente directs al trabajeo de
tesis  aqui expussty, s encontrd que al parecer existen dos
fordas de la Mincinositol 1-P Sintasa, pues en lus extractos
crudos  de la cepa  silvestre de N.o.crassa se resuelven en
electroforesis =n Gel de Poliacrilamida. Las "dos formas” de
la enzima resultan claramente distintas en su peso molezular
y por  tanto surge la pregunta de si se trata de isvenzimas
(nismMa actividad vy diferente estructura molecular) o se
trata de agregados moleculares de 1a enzima que presentan

actividad.

Se caracterizari '1nnunolﬁgicamente a la enzima, en base a
estas s especies aparentes en la zepa s;lvestre, 1o mismHo
que en los mutantes awedtrofos a inositol.

* Mutantes “ieaky"'

cened
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1) - PURIFICAR LAS DOS FORMAS MOLECULARES DE LA MICINOSITOL -
1-P SINTASA QUE SE RESUELVEN COHO ACTYIVIDADES DIFERENTES
EN ELECTROFORESIS EN GEL DE FOLIACRILAMIDA.

ii) DEFINIR SI AMBAS FORMAS CORRESFONDEN A AGREGADOS -
QLIGOMERICOS DE LA MISMA ENZIMA, O SI SE TRATA DE
ISOENZIMAS.

'1ii) CARACTERIZAR IMMUNOLGGICAMENTE UNA COLECCION DE
CEPAS MUTANTES INOS™ DE MN._LRASSAH.

iv) DETERMINAR EL PAPEL QUE JUEGA EL INOSITOL COMO POSIBLE
REGULADOR &N LA SINTESIS DE LA MIOINGSITOL 1-7 SINTASA
DE M. . CRASSA.

et
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ESQUENMA GENERAL DE LA METODOLOGIA EMFLEADA DURANTE LA

FURIFICACION DE LA MIQINOSITOL 1-F SINTASA
OE M. LRASSA

Cultivo en Medin de Ungel (VUngel, 1964}

Cosecha de mizelin por filtracidn y secado por
liofilizacidn

Ruptura mecdnica del Micelin (Molinw 475-a,
A.H. Thonas Co., Scaentific Aparatus.)

Extraccidn del soluble oelular con awortiguador

FRACCIONAMIENTO EXTRACTO CRUDD:
-frecipitaczagn con sulfato de aMonio
~fFracipitacion con sulfatn de protamina
FURIFICACION POR CROMATOGRAFIA EN COLUMNAZ
~Filtracish molecularsUlirogel ACA-34

~Interscarbin iénxcm: DEAE-Celulnsa
—Intercanbio imnicos Hexametilen-diaring

Sepharosa (AH Sepharnsa)

PURIFICACION FOR ELECTROFORESIS
ELECTROENFOOUE (pH 4-4) FOLIACRILAMIDA

IDENTIFICACION Y RECUPERACION DE LA BANDA CORRESFONDIENTE
A MIPS POR ZIMOGRAFIA

INMUNIZACION DE CONEJOS
OBTENCION DE ANTISUEROS

ChRACTERIZRCIDN‘DEL ANTICUERFD

-lnnunndxquLon .

-InnunotransfeVunrla (Towbin, 1979)

~Inmunnelectroforesis, (Jurd, 1981)
Cruzada ¢ fordacidn de "cohetes"

it
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CULTIVG Y SIEMBRA DE MEUROSIORSA CEASSA

Para 1las deterMinaciones se utilizd la wepa silvestre -
FL21ax vy las cepas mutant=s (X, alslodt (471, JH5652-a; 926,
JER19~3; 3643, J7401-a; J459, I7ADLI-A; 2064, B4723-8; b9,
37102-A; 2258, 3201-a;  &38, &4001-4; 871, JHZLZ6-A; 2144,
37102-a; . 2257, 83201-&; 47, 89501-n; 905, OR317-a y 1302,
FLBE2-A) de Meuraspora._cpansa, 135 sierbras se vealizaron
torands  una azada de 13 cepa y suszendisnds en agux esteril,
de la que se btomavon atfcuoias que se senbravon en el medio
de crecimlentn:

200 nl de Medin Ungel S0X (Mogel, 19447
200 g de sacarosa (azucar refinada)

en un voluren final de 10 1% con agua destilada

CoMposizidn Hedio Vogel S0X:

Citraln de sodio 131 g
KH POy 250 g
“ NHy MO » 100 g
HgS0y: 7H, 0 10 g
CaCly 2H,0 5 g
Elerening tvaza § wml

Bintina (1 nog/ml ELOH S0X ) 2.5 ul

Llavar a 1 1itve + 3 wl de clovoforeo de
preseryvativo.

Soluczinon Elenantos trazad

Acido citrico S 9
InS0y 7H,0 3 g
Fe(hH ) (S04} 1g
MnShy H,0 0.05 g
Cu80 ¢ 5H, 0 .25 g
Hy B0, 0.05 g
Ma, HoD - H 0 0.05 g

Bisueltss 20 79.5 Wl e agua destilada + 0.5 wl e
cloroaformo.

na  vez senbeados  los  gameafones, sz wincubavon oo
agitacidn v aergacidn  forzada a 30°C durawnbs 46 twarasy las
wepas  rutantes  s2 arellevon oZon 10 Mg o inosivol en el
redin, Fasado este tienpo el micelio sz oosschnd filtvands a
vazin oy lavdndoiso 20 agra s destilada,  hasta obtwner una
pasha casy seca  que 32 oorid  en rehanadas, se congeld y
linfitixd, ’

X No. de =ataloge para el fungal Geznetics Stock Cantar.

vesal



DBTENCION DE EXTRACTOS CRUDOS

Fara la ohienzidn de exvractos crudes, el micelio molido y
seon fué  suspedide =n anortiguador de extraszcidn (TRIS 0.1
pH 77 4+ EDTA 0.27 M+ B -Hevcaptostanol 5 omM) oy
centrifugads  prarees 3 22,529 6 durante 20 sminutos (Sorvall

RC-3% Refrigerated Superspes:ad Centrifuge, Du Font
s A

Instewreente ) vy despuss a3 110,000 G por ana hora (Beckman

L5-SCE  ltracentrifuge), el sobrenadante se Filtvd  en

Millipsve y se dializd ws  TRIE 10 mH - (MH,),50, 25 ntt
CAmovtiguador  inizial), ew  medbrana de dialisis Spectropor
4, 12,000-14,000; 10 wr ¢ 1007,

. OBTENCION DE INDSLTOL .SINTASA A FARTIR DE NELROSEORA
CRES2A. .

S wxtrajn la enzima suspendiends aprokimadarente 100 g de
miczelin eolids v seco en 1 liteo de  arovtiguador  de
axtraccidn,  se  centrafugd 2 22,539 5 durante 20 mwinutos; el
preciprtade  formads pov restoss  celulares se desechd y el
sobrenadante  se  precipitd  son sulfato  de adonio en polve
hasta swa  saturacion oon un intervals de S5-707 a 0°C (Data
for  Binchemuzal Reseavch, 948). Se permitid la completa
precipitacidn  dejands  reposar por 10 min ¢ se zentrifugd a
19,7608 G Lanbidm por 10 min.

€l precipitads  se  resuspendid con el amortiguador de
Cowxbraccidn y  se dializd  contea el amortiguador  inicial
durante 20 horas & 4*°C = FII. :

A FII se le deternind concentracion de proteina (Lowry,
1961) y se pracipitd  con sulfato de protaminag 2%, pH 5.9
lentamente o oon agitacion (0.3 ng sulfato de protamina/ 10
ng de proteinal, se centrifu96 a 19,708 G durante 10 min.
£1 precipitado se elidind v el sobrenadante se pracapitd con
sulfato de protamina ’l 86X (2 mg e protadina/il mg de
proteinal, deﬁpuéa de centiifugar en las mismas condiciones,
el precipitado se recuperé-y resuspendid en MaCl 2M TRIS-HC1
0.4 MpH 7.7 = FIII

Esta FIII se precipikd <on una  soluszidn saturada de
sulfate  We  aeonis hasta una oconcentracadn final de 45-70X%.
Finalnents se  centrifugd igual que las fracciones
anterioves, el precipitade se  dizelvid  en agua fria vy se
dializd contra amortiguador indcial = FY.

. Se determlp$ Cconsentracidn  de ﬁroteina (Loury, 1961}y
actividad enzimatica (Barnett & Corina, 1970),

sseel



ENSAY0 DE ACTIVIDAD ENZIMATICA

Se  utilizaron dos  mdtodes  para  la  determinazidn  de
actividad, =l »ulurinétriuu, basads en la degradari$n
selective del Mininesitol 1- P por peryodaio, que provoca la
Liheracidn  de fn:?a*u xnurganlro Y 42 una medida indivecta
de la accidn enzindtica, y el microbiolbgice, jque se basa en
2l  orecimienis  lineal (hasta cierta  concentracisdn) de la
capa STEM B de Sacchavowyces_ . ceveviggge =n presencia de
inositol, (Glick, 1959»

Daterminacidn =olorimdtrica, (Barnett & Corina, 1970)
Método gque  se¢ basa en la Lliberacidn de fosfato por el
rioinwsitol  1-F, al ser degradado par el peryodato, de
acuerds oon la siguiente reamidns

HO ,OH
\/
O0~-PsQ
cuo R CHON ? g«ou g
-—-—bHG 0O-—P—~QH --——-»c O-P-OH ———— t;.otl HOI;-OH
] | '
CHO OM Cuo OH CHO OH

Mienbras gque el sustrato (G 6~F) quuda covalantamente unido
2w de los productos de la o cidazidn. E1 fosfate libevade
es determinadn zolociMdtricanente povr medin de
wolibdato-dcido ascdrbics en medio dcido.

La PHaLLlON e nicid con 25 Ml ode extracto envlnatyan
que  se insubd durante 1 hora a 30°C con 0,125 ml de hedln de
reRCzIoN para Mioinositol 1P Sintasa, que czontenia G &-F
0.1M + MAD¥ O0.01M en NHy €1 0.07H- TRIS—HCI 0.5M pH’7 o7
Paszadns  este  tienpn e  detuwn - 1a reaccidn con  acide
tvicloroacéticov al 20%. Se davidid entonces el incubado, en
dos series de 1235 ul,

SERLE MIFS: Se le aciciosnaven 125 ul de perysdato de sodio
0.2M.

SERIE FOSFATASA: Se le adicionavon 125 ul de peryodats e
inmediatamente despuds 250 Ml de sulf;tu de sodio 1M (1a
fosfatasa puede gQenevar fosfatm a partiv tante del sustrate
comd  del  products,  por. tanto la diferencia  entre ambas.
seriss, es la actividad neta de la Mioiansitol 1-f Sintasal.

Se  incubaron  durante 1 hora  amhas series a 30°C.  Se
detuvs  la reaccisn para la Serie HIFS agregand> sulfito de
andin. Para detevrdinar =21 fosfats liberads se agrugo Q. 5 Ml
de. Reactivo de coler fessoo CMolibdato de aronilo 2.5%, dicho
aseorhbico . 10%, dzido  sulfurico  3M Yy agua (1: 1 13231, se
agité vigorozamente & incub$ durante 1.5 horas a SQ°C.
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FPara cowscer la cantidad de fosfats generada duvante el
#nsayn  de HIPS (y fosfatasa) se prepard la siguiente curva
de  concentracidn  de  fosfato, a2 la que hanhieh se agregvﬁ
peryodatny, sulfito de sodin y reactive de color.

KH FO PATRON FOSFATO AGUA AMORT IGUADOR
(230 pafml F) TRIS-HHC1

- - 75 ul 50 a1
2.9 pna 10 pl &3 pl 50 uml
5.0 u0 20 pl 55 pul S0 pl
7.5 ug 30 Ml 45 Ml S0 ul
10.0 ug 40 ul 35 pul 20 ul
12.5 pq 50 pl 25 pl S0 Ml
15.0 ug 40 ul 5 oul - 50 ul

- Se leyé a 640 ar en el espectofotometes (Bzlkoman, Mod, 35)
utilizdndose el blanee para ajustar el aparats a absorbancia
0.

PP .
Deterninacion Mirobiologica. (Glick, 1959)
Se proveyd a la epa STEM B e Sacchavowmyces_caceviceas de
1os nubtrientes para su orecimiento en el siguiente nedin de

zultived

Solse 1, 2, 3, 4, 9 v agua (10:2:131:2:4)

SOLuUCIoN 1.

KH, POy 2.2 g
RCL 1.7 9
- Mg80y-7H,0 0.5 g
CaCly 2H,0 ¢.5 g
MnS0y ) 0.01 o
FeCl, 0.01 g
Sacarnsa 200.00 g

Fara i litvo,

SOLUCION 2,

Citrats 4= potasin 100.00 g
Acido sitrico H,0 20.00 g

Para 1 liteo.

v
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SOLUCION 3.

Tianina HC1 10 ng
Piridoxina HC1 , 10 ng
Pantotenatn de zalcin 100 ng
Bintina 1 ng
Clorurn de colina 600 ng

Fara 100 wl

SOLUCION 4.

Sulfatn de amonin 15%

SOLUCION 5.

Hidrolizado de caseina al 10%.

En " matraces Erlenmeyer de 50 w1l  se adicionaron § ml del

redin  de cultive, ooz de ellos  fuyevaon utilizados o

hlancos agregéndoles G ml ode agua, se hizo aderds una curva

e concentracion . oon 2, 4 4, 8 y 10 ug e dinositol
(Myo-inositol U.5.F. CALBIOCHEM). :

" Las Muestras a las cuales s= querﬁa vhaterninar la cantidad
de Lnosltol presente  se incubarom zon G 6P y NADY (m2znla
de reaccion) y s les adiziond fosfatasa alualina (10 Mg/l )
para completar 1a re gaccifn v obfensr mioivositnl libre. Se
agregd . entonces, al  Wedio de  cultivo ¢ se conpletarvon los
wolumMenes a 10 #l con agua destilada.,

En seguida se estevilizarvon a 15 lhe (7=120°C) durante i3
win, . ‘

Cuande 103 matraces se enfriaron se inoculd cada waw won
una  suspensidn  de  levadura (Saccharseycos.cersviceas 1 owl/
watvraz) y se incubaron a3 30° C con agitaci$n, durante 16
horas, el  contenido e cada  Matraz- se  leyd en el
espactofotdmetro & 600  nw, wtilizdndose los blanos para
ajustar el aparato a Ahsorbancia O. '

PURIFICACION DE LA MIOINDSITOL 1-P SINTASA.

4 partzv de la 1llamada FU (ferazzion VU3 zon una
concentracidn  de  aproximadamente 70 ng/nl (Ver OBTENCION LE
MIDINDSITOL 1-F SINTASA), se continwd La purxfluaulon e la
enzina utilizando?

i) Columna Ultrogel AcA-34 (LKB Feodukter 4B, Sweden)
ii) Columna DEAE-Celulosa (Whatuan DeS2)
1iii) Columna AH Sephavesa (§ ~heuil)

sanal
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i) La ooluMna de UlLrogel acaA-34 (exclusidn molecular) de
90 om e largs i 2.9 de didmetro, se ewpacd por
sadimentacidn a 4°C, sequn 1as instruwzciones del Fabricante;
se equilihvé oon anortiguadoe inicial y se le aplico la FY,
usands  una  velosidad de fluge de 30 ml/he (MuitiStaltisz
Furp, Bushler Inst.) en  cromatogratia ascendente.  Se
cobmztaran  fraccionss  de 4.5 mMl, ahtenigndnse el parfil de
proteina rediante  un sznsoy de UV. (BISRAD Lapboratories,
Hod, 13000,

o !
Las fraociones  que contesnian al denss un bevcio dae la
. P
actividad marina, fueron  combinadas y  aplicadas a ia
siguiente columma.

L1 La oolumna DEAE-Ce=lulnsz, fud  montada hajo presidn
(5-10  lbs/pg?) de acuverds a las instrwociones del provesdor.
Se  egqualabrd con 16 wnlumenes  de awortiguador inucial en
velacion a la cama de la colurma (22 omode iargn ¢ 2 om o de
didmeten ). Ge  adsorbid  la praatelna 2 una velooaaaa e 20
ml/zhe  (MultiStaltic FPump, PBuchler Inst.d €1 materaal wo
adsorbide se  lavo  can arsriiguador Inicial fasts su wonal
elininazidn. En  seguida  se  recuperd  la proteine hacizado
pasar a nraviis  de 1a ooluMna un gracdiente linesr de 15-200
mM e sulfato de amondn.  Se aolectarasn los tubos oy se
deternind  actividad, Las  frasciones e Fespondieron  al
BNFAYD d2 actividad S caunleron 4 dializavron vs
amartiguador indcial durante 4 hrs a §4°C.

iii) ta oolumna Jde B4 Sepharvosa (sl se uwtilizd para 1a
puvificac:én de alguuns  Iotes) de 2 owm ne drdmetro x 22 on
de  largo se  enrpasd segdn las iastrucziones del faneicants,
se  equiliord oo amertiguador inicial, se aplicd ia muestra,
s2  lavd vy eluyd son sulfats de amonio del misms noad que La
columma  antevior, se dializd  vs amortiguador ianzial y se
det=rming actividad.

LOCALIZACION &N GELES DE ACRILAMIDA DE fIDINOSITGL 1-p
SINTASA (ZIMOGRAFIA) EN NEURDSEDRA.CEASSA.

Pava un gel de 1.9 mm de groasor por 12 on de longitud se
sbilizaron =omo saxamds 20 Mg de proteina para szxtractos
crudos  y 150 ug de proteina purificada en el ninimo volumen
“pwsihle,

Elactroforesis.

Para gel nativsn al L0%Z se wtilizmd el sistema diswontinuo
(Davis 3 Canalew, 19643 a pH 2.0.

ceedd
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Las placas se prepararon lavdndolas perfectamente en Fhoto
Flow al 0,05%, antes de montarlas con separadores de 1.5 nm
y d2 sellarlas con agar nobhle al 1.5%.

Los qeles de resnlucisn (10%) y de concentracidn (4.5 1)

se prepararontde la siguiente format

RESOLUCION CONCENTRACION
¢ 20 M1 ) ¢ 10 sl

Agua hidestilada 8.24 nl 6.0 =nl
Parsulfato de Anowio 10% Q.10 nl 0.10 =nl
Acrilamida 304-Bisacrilamida 0.8% &.466 nl 1.50. =l
TRIS-HC1 1.5M pH 8.9 5.00 nl -

TRIS-HC1 0.5M pH 6.7 - 2.50 =1
Ny N, N M/ =Tetratilendianina (TEMED) 0.01 nl G.005 wl

La proteina se Hezcld con azul de browofensl al 0.05% (en
glizernl 350% wcon amortiguador TRIS-HCLI 0.9M pH 6.7 ) en una
velacidn 1210, El arrtiguador  de  electrodes  fud
TRIS-Glizina pH 8.3,

P 4 .
Se aplico una covrisnte de 1S wArps hasta que el frent?
del colorante rebasS el gel concentrador, entonces se aplicd
una coveviente de 30 MArps hasta gque terming la corrida.

Electroenfaque.

"Se utilizd el sistema Multiphor LKB2117 =on un gradiente
final - de  pH entre 4.5-6.0, las placas se montaron en el
MisHs  sistema, on sepavadorss de 1.5 mm. El gel se preparé
won. las siguientes soluciones:

§olucidn Stock Acrilamida 29.1% 16 nl
Solucyion Stock: Brsacrilamida 0.9% 10 nl
Anfolinas 4-4 2.25 nl
Giicavnl 877 /v 7 nl
Agua destilacia 30,73 nl
Persulfatn de amonin al 104 1.50 sl

Se zovrieron dos placas cada vez, aplicande una corriente
de 30 mAmps constante, hasta que el voltaje subio a 1500
voits, antonces  se dejd eorrer  tres horas mas. Los
Camortiguadores para a2l st ndo y el anndo fuevon
vespectivanente 8 -alanina O.1M y  dcide gluténiuo 0.1% en
dido fosfivico 0.SH.
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INOCULACION DE MIDINOSITOL 1-F SINTASA PARA OBTENCION DE
ANTICUER®OS.

a5  muwestras  oorridas en elestroenfoque se MALCAroY TN
escanina . (9.4 ug/rg o2 proleina)l para. su rap;da
Lacalizacidn, la  banda fluoresscents que mostyd actividad &
A“ﬂ““E“:_gé . owow soluacicn salina  pH 7.3y se 1nyeuto

subcutaneaMents  en conejos Hueva Zelanda de aproxinadamente
I kg e pEso, el process se vepitin cad’ semana durante 1
‘mes vy despuds aada 15 dias. N

£1 primer sangrados se 1lewd a =abwo quxnre dlas después ae
la  incculacidn v posteriormente cada ocho dlas hasta wbtener
un titulo alto.

PREFARACION DE ANTICUERFOS.

La sangre colectada de la vena marginal del conejo (20-30
Ml?) zadla  wez se degn reposar durante 3 huvas, tiempo =n gque
se elipind el coagule ¥ ose centrifugd dier minutos 2 haja
velozicdad (1,000 RPR), 2l aobrenadante se centrifugh dos
verse was 'y finalments el swero asi ohienido se guard? en
aldcustas de 1 nl y se monservd congeladds.

ESFECIFICIDAD UCL ANTICUERFO ( ANTIMIFS?

EL antlruarpn se utilizd para -omprobar su esperlflrxdad
contra el ant{gens por diferentes métodos:

. < 4
a) Inmuandifusion,

UYtilizamos 4 wg de  antlcuevpe vs 0.8 mg de antigeno
lextracty arudo), en plac’s  wontadas con agarnsz al 1% en

arortLguador de  Barbital (2.76 g de . dcide 5,57
dietilbarbiﬁﬁrico, 15.4 g de 5,5 dietilbarbiturato de
Cosodin, 0015 g de  tiomevsal  —-e-—- y 1 lltv Zon Agua

destilada) pH E.é  hasta una zlara definizidn de las handas
de pnecxpi‘acxun, las placas s2 secarsn a 30°C, sze tineron
con AMids Black 001X y se elimind el excess de soloranie con
acide acético al S¥. . .

h) Innunotransferencia. ( Togbin, 1979)

La parcién del gel gque se sorrid en elestroforesis ¥ que
e querfa  transferir, se ‘coloch sobre papel  Sartorius
}Acetato ;ﬂe Celulosa, Poro 0.45 u), pre v;anente renoJanu en
acido  azetico al C0.7%. Se rcolocd adends, detrds de la
nitrmzelulnsa  papel filtro, para deterninar gque cantidad de
proteina | se wsrapaba durante 1a transferencia del papel. Se
colozd  dentro de la camara (Gel nesta1ner Power Supply DPS, -
Pharrasia FPhine Chemicals) y s& aplicd una corviente de 36
Y, dwrante 45 wnin.



Fara la ldentlflua»lnn s 1nciked el pap—l durante toda la
nuche en albunina 3% en PES-TWEEN B0 C0.3% (PES=NaCl G.14H +
Na , FO, 10 MM pH 7.000; se lava ciaco veces oon PRS-TWEEM 80
y G incubd zon el anLicuerpn espazificn (ANTIMIFS 10 g1 en
2wl de albdmina 0.5% an FEJ' duvante 20 horas, entonces se
lavd de nueva v se Ln»uhu conoun s2gundo anhicuarpe
CAntipzroxidasa Ig6 (1 p1 wn FBS)I. .

~ Se lavh =on  PUS y . se veveld oon cloronaftollo.QEZ'en
metansl + 45 nl de FES + 50 pl de K0, '

) Inmunnelectroforesis. Jurd, 1921)

cUgilizaros  placas  de yidrio gque sirvieron oo sopovts
para .los gales de agarnsia. 2 gramos de agarosa (PiﬂRﬁU)‘se
- zalentaron  con 928 ml de arorciguaces s Barpital pH 8.2 (12
g de 5,5 dietilbarbiturate de  sodio + 4 g de 5,5° Feido
dxﬂtxlbarblturluu + 0.15 2 e buonarsal s----) 1 1itro) en
bafw maria. El agar asi prEparas o se dejd caer sonre la
placa hasta forrar una capa hnhngvnwa. Ya seza, se hizo un
corbe en forma de canal en paral Lo & la direccion del sanpo
eldotrico vy a cada  lade de dste ,un peguETs oz, donde 5w

colmzd  lacas) muestra(s). - LAs céAmaras donde 32 ubican 1os
slectrodos. se  llenavon  <on anurtxgaador Barbital y se
oolocaron.  pusntes oon papel  Filtro, e la placa al
amovtigudador.  Seapl ST RNTEN lUPPlchtu e 19 mﬁnp por placa.

tha vez terrinada la ulechrofurwaxa, 35 =linmind el gel =n la
parte del rcanal oy se rellond con antx:uv.pu, las plazas se
dejaron  reposar  toda  1a woche sn cémnaras hdmeﬂaa, nasta la
formacidn de los  amoos  de  pracipitacidn. Se lavarow los
geles oon solucidn <alinz al 0.9%, 3¢ secaron y Rifleron como
en 2l 2aso de la dnmunodifusidn,

Adenas  de  esta tdonicza, usaross el | MISmMe  principio
nodificado en forma dz Ia  llamada  "inmunoslectraforesis
cohete” 2 “indngelectroforssis  oruzadat (dued, 19813, en
bstas =1 anticuerps  forma  parts  del gel donds covesn las
probeinas vy al  formarsz el complego atligeno-antizuerys. se
formMan picos 3 Moshetes', segﬁn 12 cantidad de protzina
presente, S uhilizaronm a manera de Litulaciones.

Wenn/
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RESULTADGOS

n PURIFICACIDN DE LAS DOS FORMAS MOLECULARES DE LA
MIOIMOITOL 1-P SINTASA.

Tenisndo  comd antecedente gque en los extractes crudos de
la zepa  silvestre de  Ma.._crassa fraccionados en
electroforasis en gel de poliacrilanida, se resuelven dos
picos de actividad para MIFS, se intewtd la purificacidn de
ambas fornas  para definir  si corvespondian a agregados
nligomericos distintns de una MisMa enzima, § se trataba de
isvenziras.

Cﬂﬂu primer paso en 1a separa-lon de ambas actividades, se
utilizd el métods de fraccionamients por . "salado" ‘con
sulfato de amonin, precipitands 1a proteina en diferentes -
fraccionss del 0 al 80% de Saturacidn.

Al  determinar la actividad- #otal a cada una de las
fracciones obtenidas, en#ontranos dos picns: el primern en
la frazcidn 20-35% de Saturacidn y 2l segundo &n la fraccidn
$5-70% (Fig. $) que representan respectivaments el 7.39%4 y
el 92,384 de 1la actividad total obtenida para el extracto
crudo (AI=541.2). :

400

300 ¢

2001

100} AI=541.2

ACTIVIDAD TOTAL

L—~J .

20 40 60 80
% SATURACION

Fig. S Perfil de  actividad para la Mioinoait@1‘14§

.Sintasa -(608 um) en las fracciones precipitadas cown sulfato . . -

de  amonin & partir del extrazto crudo en la cepa silvestre
de M. _crassa. La actividad fué estimada por el uétoda
Micrabinlbgicy descrite en nétodss. .
. cﬁun/,-"



Anies de Combivvar con e] {rabamrientns a cada una de estas
sotividacdes, e procedid & determainar la confiabilidad del
mblisis zimografico,  experisento  hase en cwanto a  la
deneccidn  de  las handas activas en el extracio crudo. Fara
hazerln 32 oovrizraon dos  geles, zada uno con G.8 ng de
proteinason de exiractos  orwdos de la cepa silvestre y ouna
mutante  IN0S™ v una placa de aorilamida al (06X (1.5 x 100 &
120 nmi. Terrinada la alecteoforesis el gel se cortd =n
bandas transversales de 2 M. Cada rebanada se incubd en
mezcla de  veactidn para  HIFS  durante 1 nora a 30°C 4 se
determind el mioinositol fornads por el métods colavinétrics
y  nicrobiolbgico (Fig. 643, 7a que oada zepa nutante sivve
corn ozonteol  del  ensayn de MIFS en 2l g2l de acrilarada,
padenns  estar  sequrps  de que 1os nAximos econtrades en la
zepa silvestre corvesponden a actividad de ¥IFS. '

Al analizar la actividad =n el intervals de saturacidn
20-35% enzontramos serias dificultades para continear con ia
purificacisn, pot 1o gue para  tratar de encontrar  Ia
Tooonrrespondencia e esta aciividad con algunn de los picos
presentes  en  los sxtractos orudos, se fracciond la proteina
por  electroforzsis en gel de poliaceilamida, se le determind
actividad por 2l mé todn nicrobiolégico Yy se cquaré zon el
zimograna de la fraccidn 55-70% teatada del mismo nmodo (Fig.
7.

€ste andlisis reveld la preseacia  de  1as des forwMas
molecularss en la  fraccisn 55-70%, adn cuandn esperabamos
solamente una; -~ rientvras  que la misma deterdinacidn para la
fracoion  20-357  ruestira  un harvide conpletn sin definzzidn
de picos de actividad.

S2  intentd purificar la  FSAR20-35%, soretidndola a
sromatagrafia  e=n Colunna (ULltvrogel &A%Y 3 fin de
enzontrar  una segunda forma enzinética; 5in enbargn, después
de  deterninar ~ actividad por microbioldgico, sncontramMos gue
al igual gue en el fraccionamlents por electrotwresis, wo
existe una zowa donde  podaros  localizar claramente  la
enzina, ' :

Eston wos sugievre que  la  actividad - que  oonsidaramos
perteneciente a  una  segunda  especie  de  HIPS, Sz plevde
durante el fraccionadients S que 1oz datos de actividad ewn
esta  fraccidn o corresponden a la presencia de 1a enzima,
sing 3 un  artefacto  procducido por alguna molécula que
descongcends  y  que padria estar  sirvisndo como fuente de
"oinositel en la detevminacise nicrobiolégica.

Ya que encontramos las dos fornas e la enzima a partiv de
1a  Fpaccidn Jue  pracipita en el o intervale  de S5-70% de
Saturacidn con sulfato  de amenio, se sigu16 trabajands con
dsta, tratands de contestar  la pregunta  de sioexdste un
estado de equilibris entre anmbas especies,

“‘I‘.I/’
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Fig. & Zimogramas de los exbtractos crucdes de las cepas
silvastre y 2257 (INOS™ ) de Ha-.itrassa, después de su
“fraccionamiants  por electroforesis en gel de poliacrilanida.
Se  aplicaron 0.8 ng de protedinascon 3 una placa de acrilanida
al- 10X (1.5 x 100 x 120 me). Al tdrmano de  la
electroforesis =l gel se =ortd en rebanadas transversales de
2 nM, Cada vrebanada se inzubd en dezsla de reascidn para
MIFS durante 1 hova a ’:’>O°C y se determinaron ios valoves de
actividad por el matodn  microbuolagice (4600 nm) y

colorimsterics COA40 nx) MIPS y Fosfatasal.
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MIPS POR MICROBIOLOGICO Agoo

20k FS5-70 %

[e]
1]

F20-35%

T T 3 .
| 3 5 7 9 M 13 15 17 19
REBANADAS (2.0 mm)

Fig. 7. Zirograna comparaticen de la astividad enzontrada
en  las fracciones 20-35% v 85-764 de 1a copa silvegire de Mo
Lrassa. Este gel se corrio nageo las mismas condiciones que
se rafieven =2n la figura anterior. ' '

—



- 39 -

II) EGUILIBRIO EMTRE LAS DOS FORMAS DE LA MIOINOSITOL
1-F SINTASAH.

Al sometsr  a  electroforaesis los extractos crudes y FIl
CFSASS-79%) 2 1x cepa silvestrs, encontrands las dos forwas
moleculares de la HIPS, éera ssta mondieudn, vesuliado del
prozedimienty  da exivascidn 4 existe  un equilibrio entve
ambas 2spacies?, )

Fara responder 3 la prirera  pragunta se  prepararsa
extractos orudoes,  en donds  variamos 13 conposicidn del
amortiguador  de  extraccidn,  utilizando todas las variables
prsibless :

a)  Aamortiguador extraccifn normal.
(TRIS 01N + /3 -Mewmzaptoetannl Se + EDTA 0.29M)
b} Arortiguador axtraccion s/EDTA
S} Amortiguader extraccion s/8 -merzaptoetansl
d)  Amortiguador gxtraccion TRIS 0.01H

- Unilazamns las Mismas concentracionss gque en el
Arortiguador  NoeMal para =1 resto de los conponentes. Los
extractns asi pr2parados  se  sonetieron A electrofovesis,
encontréndose en  cada wn e 21ll0s el Misen patrén-de

‘actxvidag Caon d0s MARIMOs,  Aaungue  ozon variaciones en la
Cpropororon el segunde: (2.2 & 0.2 ael.

Ya que dorante la nanipulaciSn para "1a mbtencidn de
extvactos  crudos, 3l parsser ao indwsimos la disociacidn de
ia =nzZiMa s pensd gue R Zoncentraciones albtas de proteini,

“las enzina  tenderfa a  formar Magregados” vy gque  a mayor

7

dilucion se promoveria la disociaszuin.

Considerands qug =ontamds <oon eastras que pressntan dos
actividades y  que las  téonicas  de  concentracidn que
podiianns naher utilizads (secads y comzentracidn  zon
sacarosal, disrrnuyen  la actividad de la enzima, se decidin
torarlas como patrdn,  treatande de  pradwsir unad  Hayowe
dosaciasidn por dilwoidn oy provecar entonses un incresento
en  la wmagnitud  del ss=gunde  pioo,  que  ooviesponde  a la
especie de menor paso molesular.

C & partie de un extracto crude con 22.5 mg de proteina/ml,
preparamns  ua  Muestra con la nitad de esta concentracion y
se aovieron anhas en elsctroforesis.

Lus geles se oortaron Zada 2 oy se les deternin
actividad por =l wdtods microbioldgico. En 1a Fig. '8 se
enzuentran Los datos encontracos para ambos extractns. :

Las dos meestras  revelan  dos MmAxicmos de actividad de
proporzinongs  semejantezs. Lo que podrfa indicar, a reserva de
repetir el experiMents . & diluciones nayores que la
utilizada, que anbas espacies - s presentan
independientenente de la ennzentracidn de proteina. :
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Ya que al pavecer las dos fornas de MIFS no se encuentran
influidas Wi per las condiciones de extvacszion, ni powr la
concentracidn  de  proteina, S busco  un pasible estado de
efuilibrio entre amhas.
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Fig. 8 anograna de la actividad de MIFS, aw funcidn de la
monzentracibn proteinica de  extractos  cvudes de . la cepa
silvestre de HNa.__ceassa. Este gel se oovrid hajo las misuas
condicieones, que se vefisren en la figura anterior.

Quedaba por saber si exisbe un estads de aquilibrio entra
las dos fornas altlvas de la encima en la cepa silvaesira, de
sar asi elininarianos la hlputesxs planteada de que pudieran
ger  1sowenzinasy se corrid un el de  poliacrilamida con
extracto  orudo  de esta cepa y se mortd cada 2 mr,  guardands
una porcion e cada vebanada pava soreter las bandas activas
a una sequnda electroforesis. Los datos de actividad para el
primer gel sorrsspondan al zimograna szfalado en la figura &
de la cepa silvestre.

Las porciones oovraspondientes a los naxims de actividad
¥y que se rasolvievon en los tubos 6§, 7 y 10 se covrieron an
una segunda  electroforesis.  En la fig. 7 aparese el bandeo
de  los lragnentns que presentan achtividad de MIFS en 21 g2l
que s= sometid a la prinera  electeoforesis oon extracto
mrudn de la mepa silvestre.

Los careiles wamzados oMo 6, 7 ¥ 10 se analizaron por
duplicade, rientvas qgue  1os gsafalacdos come 1%, 17, 18 v 19
corresponden  a 1os cortes finales del gel, donde se vhica la
enzima fosfatasa, graficada en la figupa 4. No s tomarvon
ns tubos 11, 12 vy 12 porgue en esta zona las enzimas se
traslapan. :
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En esta segunda electroforesis, encontramros que 1a primdera
handa (Tubns 6~7),  que se resuelve a los 1.2 % 0.2 cn
permanece constante y que adends da  lugar a una segunda
banda a 1los 2.2 % 0.2 con; mientras gue la otra bhanda activa
(Tubos 10-11) se nantiene, resolvidndose de nuevo a la wisua
distancia (2.2 & 0.2 cu) Mds W formMa una segunda especie.

Fig. 9. Tincidn con azul de Counassie de la segunaa
electroforesis de 1los fragrentns actives para HWIPE en
extractos crudos de M._crassa.  La distancia gque ocupd cada
vebanada en el primer gel es igual al ndrero del tubo por 2
LT Estas rebanadas fueron escogidas en base al criterio de
actividad encontrada por =zidografia en 1la cepa silvestre

(Fig. &).

En base a este experimento, ohservaros qua la banda activa
d? alto peso molecular (que se vesuelve a8 los 1.2 1 0.2 cn)
da lugar a una nueva forma, que probablemente covresponda a
un oligénero de wenor peso molecular, ya que en el segundo
gel se ubica a 1la misma distancia que la forda activa de
hajo peso molecular (2.2 t 0.2 cw)j sin enmbargo resultaria
necesaria la comparacidn entre los zivogranas de awnhos
geles, pues en nuestro casn, solo  estamos compavando
actividad contva tincién, povr. 1o que no podenss afirdar que
la segunda banda que aparece a pavtir de la especie de alto
paso molecular presente actividad de MIPS.

veadd



CARACTERIZACIGN IMMUNOLOGICA.

& Tin de obtever una poblacidn de anticuerpos especificaé
contra 1a  Mioninositol 1-F  Sintasa, se llevarvon a cabo una
Serie d2  purificacionss  povy el métods  descriio, hasta
shtener  despuds de  1a columna de DEAE-Celulnsa, una banda
doble  qua al  someter  a electrosenfoque, resultd fdcil de
separar.

La enzima presentd una actividad especifica proredio de 30
wol - min T 'L mg  proteina T Y- al inyectarse a los cong jos.
Adends  de  la actividad especifica, se le deternind el punto
isnweldotrizo  a partir  de la handa localizaaa: en el
elactrownfoque. Comy  muestra la Fig. 10, el valor
enuontradn para el punts  lsoelectirico  es de F.40 en un
gradiente de pH  4-4, valov nmuy  cevcang al reportade por
Escamilla.de 5.05, usilizands un gradiente de 3-9 en 1982.
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fig. 10 Detersinacion del Punto isoeldetrice de MIFS a
partir de  su  fraccionamiends  por  electroenfogque. Se
aplicaron 0.15 wg de  proteina/cw de lq nuestra purificada
(DEAE-Celulnsa) narcada con  Fluorescadina 9.4 umg/ng  de
proteina, en . una placa 'de acrilamida al SX (1.5 » 190 « 150
mr), utilizands el sistena Multiphor, rnn un gradiente final
‘de pH de  4-4. Termxnada la s;para-;on por electyroenfoque,
el gel se ohsevad a UL, y - corts cada izn, cuidancdy de
Zonssvar  en una  sola vehbanada la banda flusvescente. Cada
banda se. mavtuys en agua durante 3 hovas y g2 deterninn pH.
Pasade  este trerpo 119 porziones d;l gel se incubaron 1 hora
en  mezcla de reaccion para MIPS y sa determind actividad povr
- Barnett (460 nm ).
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Una wvez coMprobads que la bhanda lncalizada ewn
electroenfoque corvespnndia a la enzima, se honogeneizéwcon
solucisgn salina y se inyect$ a los conejos. De acuerdo ton
la uetodalogia de inmunizaszidn descrita en el wapftulo
corvaespondiente y al caho de {res semanas de la primera
aduinistracidn de antigenn se procedisd a la caracterizacidn
del antisuero. Las pruebas de innunndifusion wmuestran (Fig.
11) un titulo alto de anticuerpo. En esta figura se ilustra
la aparicidn de un  precipitado hlanco entre las celdillas
del  antisuero y el ant{geno, lo gue indica ia presencia del
anticuerpn activo en el suern.

El grupo I covresponde al suers ohtenids tres semranas
despuds de la aplicacidn del auclgeno contva las FV, UG Y
DEAE en las celdillas 2, 45 1, 2 y 5 respectivaventa.

. El grupo III covresponde al suers ohtenido cuatro semanas
daspuds de la aplicacidn  de) ant{geno contra las risnas
fracoiones que el grupo  anterior. La ceidilla & de awmbos
grupns no contenia antigewno.

Fig. 11 Inmunodifusidn de 1los antisueros ohtenidos
despuds de tres y cuaten seManas de la  aplicacidn del
antigens a 1los conegjos, ceontra diferentes fracciones de ia
purificacidn de MIFS en.la cepa silvestre de N..crassa. En
los grupes Iy III se aplicaron 2 mg de antigeno: celdas i,
3 = UG 2, 4 =FV y 5 = DEAE-Celulnsa, En el grupo II se
titularon los antisuevos I ¢ III  contra extracts crudo,
utilizando 1las siguientes dilucionsst Celdas 1, 4 Antisueros
1 y III respectivamente sin diluir, celdas 2, § dilucidn 131
'y celdas 3, é dilucién 1:5. Be wantuvieron en canara hdneda
durante - 24 horas tienpo en que precipitd el couplejo
ant{geno-anticuerpo. :
' seest



-44—-

En el grupo II se utilizd extracto crudo en la celdilla
central  contra diferewntes dilwciones de 1los antisueros
anteviores, a manera de titulacidn obteniendo respuesta en
las celdas 1 y 4 corrvespondientes & los antisueros sin
diluiv, siguiendo la direccidén de las wanecillas del veloj
las celdillas contenian diluciones de 131 ¢ 115, en las que
no huho respuesta.

Para definir la especificidad del anticuerpo ohtenidoe se
1levaron a caho pruehas de inMunotransferenciaz e
innunoelectroforesis.

En el caso de la innunoelactrotransferencia, se corrieron
geles con 0.8 wng de proteinaZcr y se transfirievon durante
45 wmin. Coto se explica en naterial y wétodos, se colocd
papel filtro detrds del papel de nitrocelulosa para
deterninar la cantidad de proteina que se escapa de ja
elaectrotransferencia. (Fig. 12a); el papel adsorvente se
saturd con alhimina bovina para bloguear toda la capacidad

3655 3660 658 S 975 3659 3660 658 S 925

Fig. 12 Tincion de la electrotransferencia de extractos
crudos de la cepa silvestre (8) y putantes INGS™ (3459,
3660, 658 y 925) de Na.crassa e identificacidan de la banda
correspondienge a MIPS pov medin de su antisuero.

Se corrio un gel de acvilamida al 10% con 0.8 ng de
proteinascn de cada una de las cepas y se sonetig a
electrotransferenzia durante 45 min.

A) Tincidn con Anide Black. de la proteina que se fija
durante la tvansferencia.

) B) Identificacidn de las handas correspondientes a MIPS,
una vez incubadas con antisuern especifice y antiperoxidasa,
revaladas por la reaccidn colorida del cloronaftol,

wendd




= enlace  adicional sobre la nitrocelulosa e 1nnovxl1var el
antigens (Towhin, 1979), entonces el anticuerps espeulfluo
& unish y =13 detects por un sagundn  anticuerpo
CAntiperniidasa) dirigida contvra 1las  inmunoglobulinasg del
priver  antisuers, finaldente se reveld con clovovafiol (Fig.
120

En estns ensayns, los resultados fueron Muy variables y
por bants poco  zonfiables, debide a la posa definicidn de
‘las  handas en  algunas de las cCepas nutantes y en ocasiones
de  la propia cepa silvestre; pensamos que 1a Mala definicidn
4z las handas fuera un  problema  de  la  saturaczisn  con
albunina, que o #stuviese el iminands ins  enlaces
aaicionales  sobre el adsorvente y o por tants se estuviese

Ctraducismds en un Uharride®  gque  nos inpedia lecalizar la
Chanda  corvrespondients a2 MIPS,  wvariamos  los  iratamientos
Lodandn Doro patvén 1o nobtenido en la cepa silvestre y
utilizarmos FPBS-TWEEN £0 <omo o2 describe en la netodologia
para elimnar =1 “fonde®  que se tefila en el papel; aungue
logramss elinivar  2sie  "harrido", no fud posinle obtener
bandas  mejor definidas (Fig. 126) por 1o gque gquizd la
dificuitad en  la identificacidn de las handas se presente a
nivel de  la  reassisn  oon pevoxidasa, sabiends que el
antrsuero prasentana un titule alto.

ta quz adn para la cepa silvestre resultaba dxfx-zl ubicar
una banda antxgeno—anfluUwrpo, se whilizaron las tdonicas de
invvanzlectroforesis’ sirple, sruzada Y “cohete'  para
carasterizar los mutanhes.

Al hacer las  pruebas  de lanunoelectroforesis simple a
difeventas nuestras de axtractios crudos y  parcialmente
purificadys de la 2epa silvsstre, encontranss que en los
primerss, aln cuands  esperabaros  1a aparicidn de una sela

banaa, se  evidensiaba un aroo principal o aconpatado  de
"sopnlones" que  2n las muestras purificadas wo aparecieran
(Fig. 13~ '

La presencia de espolonaes | nﬂltiples en la
inMunoelectesforesis (Fig.e 123) del extracts cruds de la cepa
sxlv;s*vu, cpodria  ser explicada de dos naneras, ya que el
wiMern  de  arcos v Lineas de  precipitacidn en  una
Inmuvoelectroforesis s un indicador dezl nheero  de
constituysntes  inmunovsactives  en. al  ndaterial de  prueba
(Ouzhterlony, 1979)1
1o- Duwer 13 pvepavarién purificada de MIPS utilizada para
1nmu-1r 2l antisuara, w fusra Lodo 1o pura que sugev{a
su andlisis por electrosnfogue, entonces la presencia de
conbadinantes  senarss  podvia  ser rasponsable de la
apavenie falta de especificidad del antisvers obtenido,

2.- w2 en 2l extractn  cruds  existan diversas proteinas o
gregadoa‘ proteinicos gquz  cotpovtan, deterranantes
ant;genx-os coen MIPS v por tantn, aungue el antisuero .
fud induwcids aspe»;fluanentw oontra. la enzirma pura, va . a
presentar reqzcidn  oruzada  oon otvas proteinas que
posaan 1ns nismrs deterninantes antigenxros.

.'...(
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Fig. 13 Intunoelectroforesis del antisuers especifico
contra diferentes fracciones de purificacion de MIPS en la
cepa silvestre (E.C.=Extracte Crudo, FVsFraccidn Frecipitada
con  sulfate de  protamina, UG=Fraccidn Senipurificada
ohtenida .a partic de 1la colurmna de Ultrogel AcA-34 ¢
DEAE=Fraccinn ohtenida a pavtir de la - columna
DEAE-Celulosa). Se aplicaron 0.04 Mg de cada nuestra en una
plaza de agarosa al 2%.y se corvid una electroforesis siMple
Cdurante 3 horas, se rellend el canal central con antisuero y
g2 dejd reposar  en =dMara hinmeda hasta la fornvacidn de los
arcos de precipitacion.
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Para analizar =on mayor exactitud 1a magnitda de ia
respuesta niltiple, 38 utiliza ia téonica de
inHunnelestroforesis ruzada, que  ofrece una  mayor
veenlucion  y  simplifica 1a  identificacidn  al separar las
respuestas wdltiples. Se  <odpararen  las figuras ohtenxdas
por  este ¢ itodo, del exiracts oruds y puraficade (DEAE) de
la cepa silvestvre v del extracio oreds de una o2pa mutante:
la 925, veportada como  IHOS T (Del Avenal, =n preparacidn)

Fig. 14.
+ + +
l”.“‘
:’ ‘\‘
--:5.4«::»—i --3.4ch -3.4«:1—3 -
be——72cm I 7.2cm ] \ 7.2 om ————
Extrocte crudo cepa Fraccion semipurificada Extracto crudo cepa 925
silvestre (250 pg) DEAE~Celulosa (60 pg) (250 pg)

Fig. 14 Esquena e las figuras shtznidas en ensayos de

inmuwelectroforesis cruzada parad
a) Extracto crudo cepa silvaestre.
tr) Muestra senipurificada (DEAE) de 1R cepa silvestre,
) Extracto orudd de la cepa wubantz INOS™ 3 925,

Se corrid una inmuncelectroforesis simple oon 250 ug de
proteina  para  1los  extractos orudos vy 60 ug de DEAE, en
placas de agarosa al 1% en amortiguador e  Barbital.
Terminada la electvoforssis se despiazd el gel a una placa
mayor  montada oon agavosa al 2% 4+ antisuero diluido § veces,
en una proporcidn de 231,

Se aplizd el campo eldctrice de manera que las handas
sepavadas en 13 primMera  electroforgsis covrieran ahova en
sentido perpendicular  a agquella. Se aplicd un voltaje de §¢
wolts y 20 mémps durante 18 hovas a 4°C y pH 8.2. S lavdh
exhaustivaments con soluzidn  salina  al 0.9% v se 4£iR4 con
frids Black.
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El pico principal de la cepa silvestre y de la cepa 925,
al igual que el pizo dnico de la muestra senipurificada se
resuelve a 1os 3.6 % 0.2 cm del gel preparado woon
anticuevpo. Esperabamns que en  la cepa nutante wo hubieva
respuesta, sin embargo se forna un pico que sugiere que la
enzina esta presente, pero es inactiva.

Fodenos afirkar, que este pico comdn que se resuelve a los
3.6 + 0.2 en, es el gue corresponde a 1a Hioiuwnsitnl 1-P
Sintasa, en  hase & o»oivos experimentons, donde pudines
elininar la  respuasta cruzada, utilizamd>  extractos
parcialmente purificados de la wsepa silvestre, extractos
que fueron soretidos a precipita:i&n con sulfatn de awonio
(FSA 55-702); priver paso de purificacidn en nuestro esquena
descrito en netodos.

Coto puade vérse en la Fig. 18, 1ns picos que se tifien en
el extracto orudo, desaparecen al utilizar la FII (Fraccidn
obtenida después de precipitar el eitractn crudo de la cepa
silvestre fon sulfato de amonio a un $5-70X% de saturacidn’
oon cantidades semejantes de proteina.

Fig. 15 Innunvelectroforesis cruzada del extracto crudo y
la FII de la cepa silvestre de Na_grassa.

Se covrrieron bajo las condiciones referidas ew la Fig. 14,
250 pg de proteina para extvacto crudo y 200 ug para la
fraccidn obtenida despuds de precipitar con sulfato de
amonio a un intervalo de saturacidén de 55-70X. €1 lavado y
tincion se newncinnan en la misua figura.
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En  hase a la obtenids en las figuras 13, 14 y 15 podenos
conc1$ir que  Contanss oo una poblacidn de anticuerpos
espeziflaos  oontra MIPS ¢ que  1a  vespuesta coruzada que
shservarms  en  1os extractos orudos, se debe a proteinas que
codparten  determinantes  antigéuieoos con 1a 2nzida y que son
elivinadas durante el primMer paso de la pwrificacion de la
Misna.

Consideramys wportante  definir 31 las bandas  de
innunopvecipitacién formadas por el complejo HIFS-anticuerpo
en  los  ensayns de  ineunodifusion,  inmenocelectiroforssis
simple, oruzada vy “"linea  oruzada"  (Jued,  1981) vetenfan
actividad enzimAbica; pava dstn  se  procedid a cortar las
bandas de precipitacidn  corvespondientes e incubarlas para
el ewsays de actividad, tal como se hizo con los Tidograras.
En ningdn zaso  s2  puds  detectar  actividad, 1o que nos
sugieres

1.~ Gue el cowmplejo  antigzno-anticusrps es inactivo 9,

2.- Que el complejo es active  pero pierd&lla actividad
durante 21 prolongads tienps de manipulazion que exigen
las téonicas utilizadas.

Fara dar base a alguna de @stas dos alternativas, se probd
el ensayo - de achividad despuds de la inmunopresipitaszidn,
utilizands 250 pg e ewnzima purificada (DEAE-Celulnsa)
contra cantidades cvecientes o anticuerpo,

Fara determinar la actividad basal de la anzima utilizames
solucidn  salina contra 1la muestra oe DEAE v para nedir la
interferencia  que 21 suwav?  pudiera  tener sohre 1’ nisma,
usamMns  salina contva  suero  prainsune,  Enommtrames gue el
complejs  antigevo-anticuerps, recupsrads por zentrifugacidn
2 iwcubads  oon la mezcla de wveaszidn, sioes  active y
conserva  apraxamadarmente el 30X de la actividad total de la
enzina libre.

IV, ANALISIS IMMUMOLOGICD DE LAS CEFAS SILVESTRE Y MUTANTES
INOS DE M..LCRASSA. ’

Durante la cavacterizacidn del suers ANTI-MIPS, descrita
210 1a seccidn  precedente, se definld que  la  sinple
orezipitacion de  1os exihvashos orudos oon suldaio de amonds
(FEAS5-70X) eliminaba las reacciones oruzacas  con obras
protzinas $ complegos presentes en los exbrackos ceudos,’ por
tantn se decicdid  ukilizar  =n adelante sélo las fracciones
35-707 e FALUNPRZTLON o sulfats de amonin en 1A
caracberizacion indunoldgica de las cepas nutantes INDS ™,

Para wllo, se 1llevd 2 cabo un Andlisis comparabiveo por
inmunozlestroforesis  “en  cohete',  Lecnica  cuantitativa en
qule los piuns se  forpan & partir Jde las  ozldillas
circulaves. E1 fronte del prlod del precipitade 25 desplazado
facia  wl elactvods v S8 hage  eshacionario cuands ya ne
aiilshbe ant(genm libre, Fara una concentracion de anbicuerpn

i
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dada, la velacidn entre 1la distancia vecorrida povr  un
precipitado y 1a concentracion  del antigenn es linear
(Oiichterlony, 1979). En bhase a esto podenos definir adedas
de ‘1a presencia de MIPS en los nutantes, la cantidad
relativa en cada uno.

Para cada una de las cepas utilizamos 250 4g de la FII
(F8AS5-70%), ewcontrando coMo se aprecia en 1a Fig. 16, que
las cepas 3660, 497 y 871 presentan un pico sede jante en
proporci5n al de la cepa silvestve; la nagnitud del pico es
menor  en  las cepas 669, 671, 926, 2258 y 3659; muy pequefio
en las cepas 1302, 925, 2066 y 2144 y nn detectable en las
cepas 2257 y 658.

Fig. 16 Inmunoelectrofovesis "en cohete" de las llamadau
FII de las repas silvestre y mutantes INDS™ de M..crassa. De
izquierda a derecha y de arriba a ahajo! Silvestre, 1302,
497, 925, 2288, 871, 669, 658, 3460, 926, 6471, enziHa
semipurificada DEAE-Celulosa, 2046, 3459, 2257 y 2144. Se
corrieron 200 pg pov nuestra a excepcidn de DEAE (40 Mg) en
placas de agarosa al 2% montadas con anticuerpo diluido 10
veces en una velacidn de 2:il. Se‘aplic6 un voltaje de S50
volts y 45 mAMps a 4°C y pH 8.2 durante 3.5 horas. Terninada
1la electroforesis se lavd on solucidn salina al 0.94 y se
tif0 con Anido Black. Lus placas se fotografiaron una vez
gecas a 30°C.

sveal
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# fin de ecompletar el analisis de2 estos nutant%s, s
zompararon  1os vesultados abtenidos con 1la clasificacion por
actividad de las sismas (Del Ar~=2nal, en preparacidn):

HIFOFRODUCTORAS ?

“Cepas  &88, 497, 2144, 3660, I4659, 1302, 2258 y 926 oon
actividades d2l 10-25¢ ox la obt2nida en la =zpa silvestre)
ACTIVIDAD o0 DETECTGRB.E DE MIFS: ’

{Cepas 2044, 449, 871, 471, 20257 , 9?25

En base a la Fig. 1& enconfrarmas que sblo en las cepas 2257
W ASE wn eraste respussta de 1a eazima al anticuerpo; en la
cepa 2257 estns vesuliados covresponden con la clasificacidn
de actavidad  antes  sefialada;  pov el sontearin la cepa 458
»5td rRpOPLAGE  CoMd  hubante DApHProdwItora wen sasi un 25%
e actividad (=n sste  caso  habeia que hazer atar qua 1o
repovtads . se refaere 3 estudias sobre 13 actividad de la
SNTLNA "in siLu" oy amsodros  Lrabajanos  cow fracciones

serlpuvificadas.

Las cepas restantes con respuesta limitada al anticuerpo,
myestran pagus niveles de  actividad en difevente medids,
prodwsts quizd de una sintesis limitada de 1a enzaima, 9 cono
w0 2l caso de las cepas 871, &6% y 671 jus aungue presentan
respuesta positiva 2l L anbunzuerpe,  foubisanen A una  MIPS
Lnactiva,

Considevandn  gue el orecimients de las ceopas sutantes se
vealizd  en  presencls  Jde mioinositol 0.05 WM en el medin de
sultive (10 no/lt),  quedaba  por  definlr de que  manera
afeciaba 2 la sintesis de WIFS en La copa siivestre dsta Y
niras Sanzent raciones az msitol en el medady  de
Srecinlento,  povr Lants  se  orecihd la cepa silvestre  en
wondlzienes "novrales'  (s1n inositer ) oy ean las  Misnas
condiciones Jue las mutantes, esbo =5 con 10 wMg  de
iowsitinl/liten de  medio de  crecimiento. Se obtuvizron los
extractos sepniorudos de  ambas (FII) y  s2  corrieran en
Lnrunoslectroforasis an cohete",  sgroontrdndese que 1’
enziMa (Fig. 17 2 reprime  =n presencia  de dicha
concentracidn en el medio de oresisients. ' :
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Fig. 17 Innunoelectroforesis ''en cohete! de las Flls de la
repa silvestre de M...crassa, crecida hajo condiciones
novMales (sin inositol) y con 10 ng inositol/lt de Medin de
cultivo.

Una vez ohtenidos los micelios «crecides baje las
condiciones  sefialadas, s= extrajo la enzina y sa_ pracipitd
hasta la FII (FSA55-70%X). 200 pug de proteina de esta
fraccidn  se corrieron en dnmunoelectroforesis baje las
MisMas  wspecifircaciones que se rafieven en la figura
anterior.
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En el siguiente experiments se decidid definir si axistia
una correlacidn directa entre la concentracidn de inositol y
el grado de represidn de HIPS.

Trabajanns con concentraciones de 0, 2, 4, 6, 8 y 10 ng/lt
de . medio de craciviento y ohtuvimos las Flls
correspondientes en la rcepa silvestre, en una cepa
hipoproductora (3660) y en oira cepa con actividad de MIFS
nwo detectable ¢671). Los nicelins de las cepas tutantes
crecieron norraluente en todas las  concawntvraciones
utilizadas (2-10 wmg/1lt ).

En la wcepa silvestre (Fig. 18), encontramos que la ’
represidn  enzimatica comienza destde concentraciones tan
bajas como 1os 2 ng Iwsitoislt de rwedin y continla de
panera casi  linear hasta la concentyacion a la gue crecerss
las cepas nutantes, Al hacer detevninaciones de actividad
encontramos que se podia relacionar 1a nagnitud del “cohete"
con los niveles de actiwvidad,

itvadee Silveddre Lilecddrs
¥ 2 td s tlmg

Fig. 18 Inmuncelectroforesis “ew zohete" de las Flls de
la cepa silvestvre de MN._crassa, crecidas hajo condiclones
crecientes  de  dwositel. Be idzguierda a derechat Sin
Iwositol, + 2 wgy, + 4 nmMg, + 6 ng, + B gy + 10 vg
Inositol/lt de medin de culiivo.

Se crecieron los micelins bajo las condiciones descritas,
se whtuvieron las FIIs (FSASS5-70%) y se utilizaron 200 ug de
cada una para el ensayo de dinnunoelectenforesis, cuyas
condiciones de covrimientn, tincidn y secado se han senalado
en la figura 16.
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De acuerdo con las figuras ohtenidas para las cepas 3660 y
671 (Fig. 19) ohservamMos que a una concentracidn de 10 wg/lt
de inositol en el nedin de cultivo, presentan una respuesta
positiva  en presencia del anticuerpo de proporciones
seme jantes a 1la cepa silvestre wo veprimida. Los "cohetes"
fornados a  concentvraciones de 0, .2, 4, 4, 8y 10 mg de
Inogitol siguen un comportamiento wcurioso, v es que wo
ewiste definicidn de un pice de precipitacidn hasta los 8-10
Mg de Inositol.

Fig. 19 Innuncelectroforesis "en cohete" de las Flls de
las vepas 3660 y 671, crecidas hajo condiciones crecientes
de  Inositeol (2-10 ng/lt de medio de cultivo). Cada una se
cpecid . bajo las condiciones sefialadas y una vez obtenidas
las Flls de las wismas se corrieron en innunoelectroforesis,
hajo las especificaciones sencionadas en las figura 16.
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DISCUSTION

tuestros  resultadss confirdan la  presencia de des
actividades de la Mininositol L-P Sintasa en los extractos
crudds vy adn en la llamada FII de la cepa silvestre de M.
Crassa,  achivudades  encontradas por Esczanilla en 1982
CPraczionar 2l ERbrACHs oruds e z2ete ° hougn por
electrofore: an gel  de arr1~anlda; encontramos que 1a
presencia de  eshas dos actividades ne estd influida por las
condizlanes  de sxbractdba S de comsentracidn y que existe up
wshaody de  equilibrie enhvre aubast 1a espeszie de mayor peso
molecular sz disscia  dands Lugar  a un oligdrern, que al
parwIar presenta =l misecn pesn molewcular  que el segundo
ULLQ“H&FU Cashivio, pers del que no sabemos siocouserva o ono
Cactiwidad de HIFS. Sapeonemcs que  esha  transicidn no es
reversible, pues a partir de la fuvma de bajo peso nolerular
o encontramos evidenzia de agregacidn de la enzima,

’ La enplicacudn de 13 presencia de una segunda handa en
bace a wna posible disociacidn de la 2nziva, se confirmd al
mhservar  yue a3 partir e una banda (nica ge actividad en =1
zimograma de  1a  wuestra  purificada, fud pasible detectar
despugs e pevidoss  de congelamients una segunda handa «zon
Menor peso molacular (Mo plustradol.

for tanto, la nipbtzsis oonsiderada =n un primzipio de que
wsias dos actividades pudisran deberse 3 isoenzimas, ha sido
descartada ¢y oen su lugar  planteamns la existenczia en los
extractos  srudes  de 1a cepa silvestrae, de diferentes gqrados
de  asosizasidn  oligoddric=a  de la Misinositnl 1-F Sintasa,
ésha w5 apoyads  por =1 hecho de  gue se  ha demostrado
gendticamente que 25 una  solx enzima la involucrada en la
siclizacidn de 6 6~F a Misinositol 1-F (Fina, 1949).
Para la szaracterizacidn inmunclégica de la MIPS en la cepa
silvestre y mutantes INOS ™  de - Ma._orassa, se oonsiguid
Cubtenear una poblacién de anticuerpos especificos contva la
ENZLNA,

Durante  esta caracterizacidn,  encontramos que la mayse
parte  dz los monpuestos  que  comparten detersinantes
antigénicns  =on nuesira ensina y oque proyocan una respuesta
aruzada, 300 2limdinados durante el priver paso  de la
pUPLFlfa'LOH da 1a 2wzima (Fig. 1512,

.Tomanda estos resulitados, se analizaron innunoldgicanente
las cepas mubantes.. .

Cowbanos con una oolession de dutantes INOS™ de M._crassa
qu2 o0 incapaces oe  orecer en ausencia de Inositol y en
wingune e 1os. zasos se hahda definide =laramente 1a razdn
de su fFennbipo.

{...(
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La incapacidad pava orecer en ausenzia de Inositnl,” puede
deberse 3 cuands mewns tres vazoness

1) E1 mutante carece § produse cantidades wuy limitadas de
MIFS activa vy por tants  es  inczapaz  de sintetizar
Inowgitol 1-F en cantidades sufacientes.

2) E1 nutante zarweze de la Foasfatasa pava formar Inongitol
libre a partir de Iuositeol 1-F,

3) £l nutante tiens problenas =n la retencism del In- sitol
debido a failzs en la pevm=abilidad de su redbrana.

De  acverds a3 expevimentas  previas, s deterning  la
actividad de los  nmutantes  fanonipo 08~ "in siiu" ( Del
firenal, en pre parax1$n) por el wétods miceobioldgicy (Ver
Hétodos), en relacidn con la actividad presente en la cepa
silvestre, Con este oriterio se han clasificade comn
Hipopraduztoras Y natantes con Actividad de HIPS wo
Detectable.

De acuerds con nuesivos veswltadas (Fig. 14) tenenos capas
gue dan respussta posativa al o antissern Yy gue adends
presentan  actividad! (lzpas 497 caon el 18.3%, 2058 con el
13.17%, 3640 con el 15.8% y ia 3439 con el 14.2% en relacidn
con la actividad encoutrada en la cepa silvestre); en hase a
1o anterior  son MIFSs v la vazdn de su fenstips INOS™ wo
puede  explicarse en funcidn de una produccide limitada de la
wnzinx, ni & la carsncia G2 la Fosfatasa (entina que
completa  1a  rea=cidn) ya quz se ha sugeride que esta dltima

tiste en todas ilas IEpas HutLantes en zantidades
fisiol$gicas suficrentes  (Floves, en  praparacidn).  Por
tanto, 1a respusta } 12 awmtrafia =n las  nutantes
mencionacdas practe relacionarse csnt fallas an 1a
parreabilidad de su merhrana.

Encontranss capas gque dan respussta l;nltada al antisuern,
par la gque su clasificacidn bambidn oomes’ hipopeoduztoras,
parece estar reiasionada con 13 sintesis ifgualmente limitada
de la eazira  actiiva; por  tanin, 2n las Zepas _066, 2144,
1302, 926 y 6SB zown niveles de actividad del J-Qh’ L7 . %%,
10.4%, 9.37 y 24.9% respectivadente (2n comparacidn =Zon ia
cepa silveatre), hayamos el ganotipo MIPS+.

En 21 caso especifico de 1A cepa 630, Jua 32 teperta cono
nipoproductora  (Del  Arenal, an prepara:iﬁn) oon zasi la
cuarta parte de la aczividad nnrontrama 20 la zepa
silvestre, fo  exlzte ninguna respuesta antigdnica al ensayn
inmunolbgics, por o que suponemos - que 1R actavidad
repartada  pudisra  debers2 a algun rnmpu~ GO U Se fnnporta
ome el Mioinesrinl en la deterninacion HL|PHbLU109Lla, pevs
Wy a  actividad veal de HIFPZ; pov tanto, wzsuliaria adesuado
verificar los resulbtados obtenados, trabajands con extvactos
senipurifizadns d¢ esta mutanisz.
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De  las zepas  cepovitadas  con actividad de HIPE  aw
. ! .
deiectahble 32 3 los wnsayns inmunnlaoglecos, podemcs
istinguir :

&
upas

’ :
a) Lepds on respuesta antigenic 13 1va, sane hes A
} Lena 3l uesta 1 na 35itiva, sape jant
3 nivelzs de sozina aebeciados #2n la cepa silvestire

nzgativa al antisuero.

) Laz wcepas B87L, 64%, &71 y 200 covvespmcen al primer
gruno,  =s  deciv presanvan genatips MIPS+, perd 1a enzins wo
£

) Liva,

& el segundo gruaps encantrarmes 1as fepas Jue ne som
posiilvas 2l ensaye con antiswero (Cepa 2257 v 456, de 25ia
tluina 72 cut oo una pusilibie  explucacsadin 2 su
aurmLrafLa al*ul 7 cuyd activinad ha sids veportada de
0% =n relacidn -on L3 cepa silyestnz; por 1o que s Qenotips
seris AIFE "

2

PO aura partis, 3e D reportads gue 21 Inosiiol
P:uuladuv 2 su propra biosletesis, dediante 1 v
ia sintesis sazimdoics  cuands se encueanra @
culiayn (Culnertson, 19790,

I
LUA ConD
vesidn de

a:
pr
1 medio e

En deupospora @1shen vaportss gue sugleven que 1a enzaing

25 vepvinida oen razhn Tuanpibativa o diveca de ia
. . . . ;
concentrazion e wnositol  whre  pragente @ el medio de
. N ’ . By
sulbivn Isindely, 197407  segun apestvros casuliadges, 1A

por  Ihnositol e ia sintesis oe prohaina Apavege
A Q0L oM en el redin de oculbien oy
tneal hasta esonctenwraciones de .99

duade zoncentraciones
'
n

Linuws o= Manera Zasl

—

- ! .
Finals~ ~Le 5= intentd compavayr la respuesta 1nnunol$gx:a

de  la  epa silwestre, Zon unx  hipoproductora v ouna oon
activedad de dIPS v debectable orecidas Rage diferentes
conzantraciones  de Tnesitol o en o2l medis de cultidn; sin
amargy,  lomn 3¢ Lluskra en la Fig. 19, 1os vesdltados a
ns pereirtan lr At 3 conclusidn algona pues =1 tituio del
anbilsuers  deca vn sstansiblements v va w fue posithle sbiener
ung =va pmblduién de anticuerpos. For tantn, 25 dessable
zonEegule un wueys  antisvers coa el cuwal. repetiv los
BparLMeEntss  sencionandos p llegar a una respuesta en cuanto
al  gapel del Inositonl  en las  wcepas mutantes, para la
sintesis ae la Miornositol 1-F Sintasa.
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CONCLUSIONES

LAS D05 ACTIVIDADES DE LA MIOIMOSITOL L-7 3IHTASA FRESENTZS
EM LDS EXTRACTOS CRUDBDS DE LA CEPA SILVESTRE SE DEEBEN A
DIFERENTES GRADCS DE ASOCIACION OLIGOMIRICA DE LA ENZIMA Y
NO A ISOENZIMAS.

CONTAMOS COM UNA FOBLACION DE ANTIZUERFCS ESFECIFICOS CONTRA
KIPS, YA QUE OBTEMNEMOS SOLO UNa RESPUESTA FOSITIVA CON UM
ANTIGEND  SEMIPURIFICALO, UTILIZANDD DIFERENTES TECNICAS
IHMUNOLAOGICAS,

EL aMALISIS DE LA - ACTIVILAD DJE MIFS &N MUTANTES INOS ™, NOS
LLEVA A LA CONCLUSION DE QUE EL FEMNOTVIFOD MO PUEDE SER
ASOCIADD EN TODOS LOS CaASOS COM L& AUSENCIA DE LA ENZIMA.

LA HMIOINASITOL 1-F SINTASA Ed LA CEFA SILVESTRE 3E REFRINME
ENM  FRESZHCIA DE  INOSITOL IH EL MEDIO DE CULTIYO DE HANERA
LINEAL DESRE CONCENTRACIGN UE 0.01 mM HASTA 0,05 mH.
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