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RESUMEN

En   esta   tesis   se   presenta    la   purif icaci6n   parcial    y
la    determinaci6n    del    sitio   de    acci6n    de    un    inhibidor    (EI)

obtenido   de   homogeneizados   de   ovario   de    la    rana   X.]aevis.

que   actda   en    la   etapa   de   elongaci6n   de    la   sfntesis   proteica.
La   purificaci6n   del     inhibidor   se    realiz6   a   partir   de

un   sobrenadante   de    150.000   x   i de   ovario   de    X.Iaevis       inclu-

ygndo        etapas   de   precipitaci6n   con   sulfato   de   amonio,
Cromatograffa   en    columnas    de    DEAF-celulosa   y      f Htraci6n   en

columnas    de    Sephadex   G-ZOO.       El    peso   molecular   de   este    factor

determinado   par   f iltraci6n   en   columnas   de   Sepharosa   68   es   de

aproximadamente   380.000   daltones.       Este    inhibidor   de    la    sfn-

tesis   proteica   es   de   naturaleza   proteica   como   se   evidencia   por

el    hecho   que   su   actividad   no   es   afectada   por   preincubaci6n   con

RNasa,   es    inestable   cuando   se    incuba   a    temperaturas   sobre   boo

y   es    inhibido   por   N-etilmaleimida.

Se   estudi6   el    efecto   de   este    inhibidor   sobre    las

dib.intas   etapas   del    proceso   de   elongaci6n   de    la   sfntesis

proteica   utl'izando   poli    U   para   dirigir   la   sfntesis   de   poli-
fenilalanina   a   partir   de    ]4C   phe-tRNA.       En   estos   experimentos

se   ha   comprobado   que   El    no   tiene   actividad    inhibitoria   sobre

las    reacciones   de   uni6n    de    GTP   al    factor   de   elongaci6n   EF-I,

la   uni6n    de    aminoacH-tRNA   a    los    ribosomas   y    la    translocaci6n

del    peptidil-tRNA   desde   el    sitio   A   al    sitio   P    del     ribosoma.

Se   ha   podido   determinar,sin   embargo,   que   este    inhibidor   afec-

tarfa    la   elongaci6n   mediante    la    inhibici6n   de    la   enzima

peptidil    transferasa   presente   en    la    subunidad   mayor   del
ribosomao       Este    resultado   concuerda   con   el    hecho   que   un

exceso   de    ribosomas   causa    la    reversi6n   del    efecto    inhibito-

rio    de    EI.
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Este    inhibfdor   tiene   actividad   frente   a    ribosomas   de

eucariotes   y   procariotes   asr   como   tambi€n

aislados   de   hrgado   de    rata.       Su   actividad

ha   detectado   en   otros   tej.idos   del    anfibio

hfgado,    coraz6n   y   mdsculo   esquel€tico.

Los   estudios    in   vitro   e    in   vivo   de

en    oocitos   de    X.Iaevis han   demostrado   que

frente   a   polisomas

inhibitoria   no   se

X.Iaevis    como    son

sfntesis   prctteica

senta   un   valor   6ptimo   entre   pH   8,0   y   8,3.

actividad   coincide   con    la   p€rdida   total    de

EI    a   pHs    por   sobre   7,5.       Se   ha   demostrado

de   fertilizaci6n   del    huevo   de   erizo   de   mar

aumento   de   entre   5   y   30   veces   el    nivel    de

existente   en   el    huevo   no   fertilizado   y   se

esta   reacci6n   pre-

Este   msximo   de

la   actividad   del

que   en   el    proceso
se   produce   un

sfntesis   proteica

produce   un    cambio
del    pH    interno   del    huevo   hacia    la   zona   alcalina   de   alrededor

de   0,5   unidades.       En   nuestro   la5oratorio   se   ha   demostrado

que    la    incubaci6n   de   oocitos de    X.Iaevis en    soluciones    de   pH

alcalino   produce    la   maduraci6n   espontsnea   de    los   oocitos.

Con   estas   evidencias   hemos   planteado   que    posiblemente    la

actividad    in   vivo   del     inhibidor,   estarfa   modulada   por   el    pH
__   _    __                                 _    __

interno   del    oocito   y   por   lo   tanto   un   aumento   en   este   pH

causarfa   un   aumento   de    la   sfntesis   proteica   debido   a    la

pgrdida   de    actividad   del     inhibidor.
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ABSTRACT

The    characterization    of   a    protein    synthesis    inhibltor

present     in    Xenopus    laevis ovary   tissue   was   undertaken.   After

partial    purification,    the    site   of   action   of    this    factor   was

studied   and   was    shown    to   affect    the   elongation   step   of   pro-

tein    synthesis.

The    purif ication    was    carried   out    using    a    150,000    x   g.

supernatant    solution    of   ovary   extract    and    includes    ammonium

sulphate    precipitation,    DEAF-cellulose    chromatography    and

f iltration    through    Sephadex    a-200    column.       A   molecular

weight    of   380,000   was    determinated    by    filtratlon    of   the    in-

hibitor    trough    Sepharose    68    column.    This    inhibltor   was    of

a    protein    nature    as   j.udged    by    its    thermal    stability

and   and    the    absence   of   activity   after    incubatlon   with

trypsin.    The    inhibitor   activity    is   not    affected    by   prein-

cubation    with    RNase    and    is    completely    destroyed    after

N-ethylmaleimide    treatment.

The   different    steps   of   the   elongation    process   were

tested    for    inhibition    and    two   of    these,    the    aminoacyl-tRNA

binding    to    ribosomes    and    the    translocation    of    peptjJdyl-t.RNA

from   the    ribosomal    site   A   to   the    ribosomal    site    P    ,    were    not

affected    by    the    inhibitor.    The    syl^,thesis    of    the    peptide

bond    catalyzed    by   the    peptidyl    transferase   was    seriously

affected    by    the   elongation    inhibitor.       This    result    ls    in

agreement    with    the    fact    that    an   excess   of    ribosomes    in    the

reaction    media    causes    the    reversion    of    the    inhibition.    This

inhibitory   activity   affects    protein    synthesis   when    using

procaryotic   and   eucaryotic    ribosomes   as   well    as    rat    liver

pol ysomes  .
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The    inhibitory   activity   was   absent    in   other   X.Iaevis

tissues    such   as    liver,    heart   and   skelet®l    muscle.

The    in    vivo   and in   vitro protein    synthesis    in    X.Iaevis
oocytes   shows   that    the   oiitimal    pH   for   the   process    is    between

8.0   and   8.3.      These   values   are   coincident   with   the   complete

loss   of   the    inhibitor   activity   observed   over   pH   7.5.       Re~

cent    reports   have   shown   that   the    increase    in   protein   synthesis

after   fertilization    is   related    in   part   to   an    increase   of   the

intraceHular   pH.       This    increase    is    approximately   0.5    pH

units.       Results    from   our    laboratory   show   that    the    incubation

of   isolated   oocytes    in    alkaline   solutions    results    in    the

spontaneous   maturation   of   the   oocytes.       It    is   also   known

that   this   maturation   process    is   accompanied   by   an    increase

in    protein    synthesis.

We   postulate   that   the    in   vivo    inhibitor   activity    is

modulated   by   the    internal    pH   of   the   oocyte.      This    rise

in    the   pH   upon   ferttlizatlon   causes   an    increase    in   protein

synthesis   with   the   subsequent    loss   of   the    inhibitory   activity.



I  NTRODUCC  I  ON

REGULACION     POST    TRANSCRIPCIONAL     DE     LA     SINTESIS     DE     PROTEINAS

El    proceso   de    regulaci6n   de    la   biosfntesis   proteica

puede   ser   ej.ercido   en   dos   niveles,    uno   de    los   cuales    invo-
lucra   el    proceso   de   transcripci6n   en   donde   se   sintetiza   el

mRNA   o   precursor   de   mRNA   y   el    otro,   el    proceso   de    traduc-

ci6n   en    que   el    mRNA   sintetizadog    j.unto   con   otros   Componen-

tes    de    la   maquinaria   biosint.€tica    de    la    c€lula,    darsn   ori-

gen   a    las   protefnas.      Este   dltimo   es   el    llamado   control

post-transcripcional    de   la    srntesis   proteica,   que   puede
ocurrir   a   nivel    del    procesamiento   y   maduraci6n   del    RNA

mensajero,   o   por'modif icaciones   de    los   otros   componentes

qLle   actdan   en    la    sfntesis   proteica   como   los   factores   pro-
teicos,    ribosomas   u   otros.

Modif icaci6n    de    los    mRNA.

Los   estudios   de   una   gran      cantidad   de   autores   han   de-

mostrado   que    la   mayorra   de    los    RNA   mensaj.eros   celulares   y

RNA   virales,    provienen   de   precursores   de   alto   peso   mole-

cular.    El    proceso   de   transcripci6n   produce   un   pre-RNA   que

probablemente    sirve   de   sustrato   a   uns   serie   de   enzimas   co-
mo    ribonucleasas,1igasas,    metilasas,    enzimas   que    poliade-

nilan   el    extremo   3'    del    mRNA   y   otras,    que    lo   convertir€n

en   un   mensaj.ero   apto   para   entrar   en   el    proceso   de   traduc-

ci6n.    El    procesamiento   y   modif icaci6n    del    mRNA   es    un    pro-

ceso   muy    importante    para    la    futura    funcionalidad   del    mRNA,

par   lo   que   cualquier   control    a   este   nivel,    significar€   co-
mo   consecuencia,    un   control    en   el    proceso   de   biosfntesis
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protefca.      Estudlaremos.   a   contlnuacl6n   el   procesainiento   del
mRNA   en   fo4ma   detaHada.

Pn.ace.bamfe.n&o   nuc&e,o&£±£co   de.   phecuhbohe.a   de&   mRN^.-

los   estudlos   mss   demostrativos   de   la   existencia   de   un

pre-mRNA   se   han    realizado  en   slstemas   de   feticulocitos   y   en
adenovlrus.      En   estos   slstemas   se   ha   determinado   que   e*iste

un   pro-mRNA   de   globina   y   un   RNA   de   alto   peso   molecular   que

dars   origen   al    RNA   vlral.      Los   trabajos   de   Lingrel   y   col(I)

demos t ra ron
:e[;:]p re s en c i a

al    Incubar   c€1ulas   eritroides   nucleadas   en
urldina,   era   posible   aislar   un    RNA   que

hibridizaba   con   CDNA   de   globlna.      AI    tratar   este   hrbrldo

RNA-CDNA   con   prc3telnasa   K,    se   obtenfa   un    trozo   de   RNA   con

un   coeflciente   de   sedimentaci6n   de   aproximadamente   9S,   muy

slmHar   al    que   presenta   e]    mRNA   de   globlna   maduro.      En   el

caso   de   RNA   de   adenovirus,    se   puede   observar   que   el    pre-RNA

slntetizado   formaba   asas   (2,3)   que   contenran   secuencl8s   que

posteriormente   eran   eliminadas   del    prectirsor,   y   luego,   me-
diante   la   acci6n   de   llgasas   especTficas   se   producra   la
unl6n   de   los   segmentos   vecinos   a   la   zone   eHminada,   produ-

clendose   de   este   modo   un   RNA   de   menor   tamafio.      Se   postul6
entonces   un   modelo   mediante   el    cual    el    mRNA   maduro   se   pro-

ducirra   a   partlr   de   una   mol€cula   de   alto   peso   molecular   (4)

por   elimlnaci6n   de   ciertas   secuenclas   de   este   6ltimo.   Este
modelo   suponfa   la   existencia   de   enzlmas   especfflcas   que

produjeran   los   cortes   en   el    pre-mRNA   y   ta   posterlor   unl6n   de
los   fragmentos   que   contenran   las   secuencias   aprovechables.
llurwltz   y   col.(5)   demostraron   qtie   en   timo   de   ternera   exlste
una   ribonucleasa   especff ica   para   mRNAs   de   alto   peso   molecular.

Esta   enzima   romp fa   en   forma   endonucleolrtlca   RNAs   precursores

como   el    RNA   heterogeneo   nuclear   (hnRNA)    de   ndcleos   de    retlcu-

Ioclto   de   pato   y   el    RNA   precursor   45S   de   n6cleos   de   hrgado
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de    rata.       La    rLiptura   de   este   Gltimo   por   la   RNAsa    de   timo   de

ternera   producfa   fraqmentos   de   33S,   29S,   y   l9S.      En   procario-

tes    se   encontr6   Llna   enzima   que    se    denomin6    RNAsa    111     (6,7)

que   partlcipaba   en   el    procesamiento   del    RNA   rlbosomal    de
E.coli    (8)    y   tambi€n   en   el    de   RNA   temprano   de   alto   peso

molecular   del    bacteri6fago   T3   y   T4    (9,10).       Esta   enzlma   era

tambi6n   capaz   de   procesar   el    RNA   nucleolar   de   c€lulas   euca-

ri6ticas    (11).       El    procesamiento   del    mRNA   adquiere   mayor

importancia   por   el    hecho   de   que   muchos    DNA   poseen   una   gran

cantidad   de   secuencias    intercaladas   como   es   el   case   del   gen
de   ovoa]b6mina.       Los   estudios   de   O'Malley   y   col.(12)    han

demostrado   que   este   gen   contiene   7   secuencias    intercaladas
entre    las   secuencias   estructurales   y   mss   adn,   el   mRNA   co-

rrespondiente   a   este   gen   presenta   un   tamaffo   tres   veces   mayor

que   el    existente   en   el    mRNA   maduro.
El    proceso   de    rupture.   eliminaci6ri   de   parte   de   la

secuencia   y   posterior   uni6n   de   los   fragmentos   resultantes
determinar€    ]a   secuencia   nucleotfdica   del   mRNA   y   coma   tal,

aparece   como   una   etapa   donde   pu.ede   ser   ejercldo   un   control

post-t ransc r i pc iona I.

PoflaLdQ.ni&aLc£6n   de.A   mRN^   a,n   a.A   a.x±he.mo    3'  .

La   mayor fa   de    los   mRNA   de   eucariotes   y   virales   poseen

unida   al   extremo   3'   un   segmento   de   poli   A   que   puede   tener

entre   30   y   ZOO   reslduos   de   adenosina    (13).       Este   segmento

de   poli   A   se    incorpora   al    RNA   despu6s   de    la   transcripci6n,

antes   o   despu6s   del    procesamiento   del    hnRNA   en   el    ndcleo

(14,15,16).       Esta   estructura   ests   ausente   en   muchos       RNAs

como   mRNAs    de   histonas    (17,18),    de    reovirus    (19)    y   de   virus

de    plantas   como   TMV   y   TRV    (20).       Mos   podemos    preguntar   en-

tonces   si   este   segmento   de   poli   A   es   necesario   para   la   funci6n

del    mRNA   en    la    c6lula.
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Los   estudios   de   traducci6n   en    sistemas    libres   de   c€Iu-

las   han   demostrado   que   este   s®9m9nto    de   po]i   A   no   es   necesarlo

Para    ]a   traducci6n    del    mRNA.       Jacobs-Lorena   y   col.(20)    ham

demostrado   que   el    mRNA   de    histonas   y   el    mRNA   de    globina   al

que    se    le   ha   sacado   enzim5ticamente   el    segmento   de   poll    A,
Se   traducen    con    la   misma   ef iciencia   que   el    mRNA    intacto   de

globina   en   un    slstema   libre   de   c6Iulas    de   germen    de   trlgo(22)
Sin   embargo,    So.recq   y   col.(23)    y   Williamson   y   col.(24)

ham   obtenido   conclusiones   diferentes   demostrando   que   el    mRNA

intacto   de   globina   traducido   en   un   sistema   libre   de   c€lulas

proveniente   de   c€lulas   ascfticas   de   Krebs,   es   mss   estable   a
tiempos    largos   de    lnc'ubaci6n   que   el    mRNA   al       que   se    le   ex-

traj.a   el    segmento   de   poli   A   con    la   enzima   polinucle6tido

fosforHasa.    Resultados   similares   se   han   obtenido   al   micro-

inyectar   mRNA   de   globina    intacto   y   sin   poli    A   a   oocitos   de

Xenopus   laevis,   donde   se   ha   podido   observar   que   el   mensajero

sin   poli   A   es   considerablemente   menos   activo   que   el    lntacto

(25).       Esta   disminuci6n   en    la   actividad   fue   atribulda   a   una

menor   estab:..idad   del    mensajero   que   no   tiene   poll    A    (26).

Cuando   se   determin6   et    contenido   de   mRNA   de   globina   56

horas   despu€s   de   la   microinyeccl6n,   se   encontr6   que   un   85%

del    mRNA   sin    poll    A   habfa    sido   degradado;    en    cambio   el    mRNA

nativo   no   habra   sufrido   cambios   apreciables.    Los   mismos

autores   demostraron   que    la   longitud   minima   del    segmento   de

poli   A   que   se    requerfa   pare   ]a   estabnidad   del    mensajero   era
de   30   nucle6tidos    (27)    y   que   el    mRNA   desadenHado   era   des-

truido   en   el    oocito   por   un   proceso   dependiente   de   la   traduc-

ci6n    (28).       Se   demostr6   tambi6n   mediante   microlnyecci6n   en

oocitos   de   anflbio   que   la   adici6n   del    segmento   de   poli   A   al

mRNA   desadenilado,    restauraba    su    funcionalidad    (29).

Los   estudios   de   Huez   y   col.(30)    demostraron   que   e]    mRNA

de   histonas    ir;yectado   en   oocitos   de    rana   era    inestable   como
e]    mRNA   de   globina   desadenilado   y   que   despu€s   de   20   horas   de
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incubaci6n   no   se   detectaba   sfntesis   de   histonas;   en   cambio

Si   el   mensajero   de   histonas   era   poliadenilado   enzim€tica-

mente.   su   vida   media   determinada   por    inyecci6n   en   oocitos.

aumentaba   a   mss    de   48   horas    (31).

Otra   evidencia   en    favor   de   la   necesldad   del    segmento

de   poli    A   fue   dada   por   Doel    y   col.(32)    qt)e   demostraron   que

el    mensaj.ero   desadenilado   de   ovoalb6mina   era   menos   ef iciente-

nente   €raducjdo   que   el    mRNA   intacto.       Se   pudo   establecer   qua

la   menor   ef iciencia   se   debe   a   que   su   secuencia    iniciadora

tendrfa   menor   af inidad   por   los    ribosomas.

La   mayor fa   de    los   experimentos   citados   ham   demostrado

la   necesidad   de    la   presencia   del    segmento   de   poli   A   en   el

terminal    3'    del    mRNA.    Se   piensa   que    la   uni6n   de   ciertas   pro-

ternas   a   este   segmento   protegerfa   al    mRNA   de   ser   degradado

por   nucleasas    (33).

"Capplng"   y   me.±l&aLc£6n   de.A  RNA.

La   mayor fa   de    los    RNA   mensajeros   de   eucariotes,    RNA

virales   y   los   precursores   de   mRNAs   contienen   nucle6tldos

metilados,   ya   sea   en   su   secuencia    interna   o   en   el   extremo   5',

donde   poseen   una   estructura   denominada   '`cap"   que   contiene   una

guanina   metilada   en    la   posici6n   7.      Esta   estructura   ''cap''
tiene   una   estructura   m7G5bpp5'Xmvm...       La   mayorra   de    los

estudios    relacionados   con    la   metilaci6n    de   mRNAs   han   tratado

de   dHucidar   el    papel    de   esta   7   metil    guanosina   en    la   fun-

cionalidad   de    los   mensajeros.

Shatkin   y   col.(34)    demostraron   que    la   traducci6n    invitro

de   mRNAs   de    reovirus   y   del    virus   de    la   estomatitis   vesicular

(VSV)    en   un   sistema   de   germen   de   trigo,   era   dependiente   de    la

presencia   de    la   7   metil    guanosina   en   el    terminal    5'    de   estos
mRNAs.       Los   estudios    in    vivo   de    Rose   y    Lodish    (35)    demostra-

__                         _         _               ___     __

ron   que   en    c€1ulas    infectadas    par   el    virus    VSV,    Ios   mensaj.e-

ros   con   un   terminal   5'    trifosfato   no   se   un fan   a   los    ribosomas
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mientras   que    ]os   mensaj.eras   de   VSV   que   se   encontraban    for-

mando   parte   de   polisomas   tenran    la   estructura   m7G5'pppX    ..

en   el   extremo   5'.      Otros   autores   han   demostrado   que    la

traducci6n    in vitro   de   mRNAs   a    ]os   que    se    les   ha    sacado

enzim5ticamente   el    "cap"   no   presenta   variaciones   conside-

rables   con    respecto   a    los   controles    (36,37).      Existe
tambl€n   una   serie   de   mRNAs   que   no   poseen    la   estructura
"cap''   en   el    terminal    5'    como   son   el    PNA   de   virus   polio    (38)

el     RNA   del    virus    de    la   encefalomiocarditis    (39)    y   el    mRNA

del    virus   de    la   necrosis   del    tabato    (STNV)    (40).       Estos

mensajeros   se   traducen   eficientemente   ®n   un   sistema   libre

de   c6lulas   proveniente   de   germen   de   trigo   (41,42).

Se   han   postulado   dos   funciones   del    "cap"   para   expHcar
Su    rol    en    la   traducci6n    del    mRNA.       Una    de   ellas   plantea   que

el    terminal    7   metil    guanosina   serfa   reconocido   por   los    fac-

tores   de    iniciaci6n   y   la   otra   plantea   que   esta   estructura

protegerra   al   mensaj.ero   de   la   digesti6n   por   exonucleasas.
Los   experimentos   planteados   anteriormente   han   demostrado

que    la   p8rdida   del    ''cap``   produce   una   disminuci6n   de    la
estabHidad   en   el   mensajero   y   por   lo   tanto   una   menor   eficien-

cia   en   el    proceso   de   traducci6n.
El    papel    del    "cap''   en   el    reconocimiento   del    RNA   mensa-

jero   en    la    iniciaci6n   de    la   srntesis   proteica   queda   de   ma-
nif iesto   por   varios   experimentos   de   los   cuales   citaremos

algunos.       Los   estudios   de   uni6n    de   mRNA   de    reovirus   a

ribosomas   de   germen   de   trigo   hah   demostrado   que    los   mensa-

jeros   que   contienen   el    terminal    7   metil    guanosina   en   el
extremo   5'  ,   se   unen   preferentemente   a   la   subunidad   40   S   de

los    ribosomas    (43,44)   ;   mss   adn,    los   analogos   de    "cap''   coma

e|    m7Gp.    m7GTP   y   m7Gpppxm    inhiben    la    traducci6n    de   mensaJeros

que   tienen   "cap''   en   un   sistema    libre   de   c€lulas   provenientes
de   germen   de   trigo,    reticulocito   y   cglulas   L   de    rat6n    (45,46).

Ios   mensaJeros   que   no   poseen   esta   estructura   como   mRNA   de
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STNV,    mRNA   de    la    encefalomiocarditis,    mRNA   de    T4    u    otros    son

insensibles   a    los   anslogos    de    ''cap''    (47,48).

Los   trabajos    recientes   de   Patterson   y   col.    (49)    han   de-

mostrado   que    la   ef iciencia    de   traducci6n    de   mRNAs   procari6-

ticos   como   el    mRNA   monocistr6nico    8S    cro^mRNA   del    fago   A   en

un    sistema   de   germen   de   trigo   aumenta   aproximadariente    10

veces   cuando   se   agrega   en    forma   enzimstica    la   estructura   "cap"

al    mRNA   del    fago   sintetizado    in vitro.      Estos   autores   tambi€n

demuestran   que   el    aumento   en    la   ef iciencia   traductora   produ-

cido   por   la   adici6n   de   "cap"   a   un   mRNA   policistr6nico   ests

restringi.da   s6lo   al    primer   gen   del    oper6n    (50).

Podrramos   concluir   que    la   presencia    del    ''cap"   en   el

terminal    5'    del    mRNA   conf iere   ciertas   propiedades   a   esta

macromol€cula   que    la   hacen   mss   estable   y   mss   fscil    de    recono-

cer   por   la   maquinaria   biosint6tica   de    la   c6lula   aumentando   su

eficiencia   en    la   traducci6n;    sin   embargo   hay   ciertas   especies

de   mRNAs   que   no   poseen   esta   estructura   terminal    y   son   tradu-

cidos   en    forma    similar   a    los   que    la   poseen.       Es    importante

hacer   notar   que    los   requerimientos   de   la   existencia   del    termi-

nal    5'    7   metil    guanosina   pueden   variar   de   acuerdo   a    la   proce-

dencia   de    los   factores   de    iniclaci6n    (51),   en    funci6n   de    la

concentraci6n   de   potasio    (52)    y   de   la   temperatura    (53).

Me.±A&aci6n   i,n±Q.hna   dQ.A   RNA

Se   ha   demostrado   que   existe   una   metilaci6n   de    residuos

de   adenosina   en   posiciones    internas   de   mRNAs   provenientes   de

cglulas   animales    y   de    virus    (54,55,56);    aunque    las    posiciones

exactas   no   han    sido   establecidas,   epstas   no   ocurren   en   el

segmento   de    poli    A    (57).

Los   estudios   en   c€Iulas   L   de    rat6n    (58),   en   virus   del

sarcoma   de    aves    (59)    y   en    el    mRNA   tardfo   de    SV   40    {60)    han

demostrado   que    la   metilaci6n   ocurre   en    la   posici6n   6   de   una
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:::::n;  :::6e;::.::e:::::a::::::::a:nq::  :::::::::  ::in:ase
metilada   se   conservan   durante   el    procesamiento   del    hnRNA

(6, ) .

Los   estudios   conducentes   a   determinar   el    rol   de   estas

metHaclones   han   demostrado   que   estos   eventos   no   serf an
necesarios   para    la   traducci6n   del    mRNA,   aunque   se   ha   postu-

lado   qua   podrian   aumentar   la   af lnidad   del   mRNA   par   el

ribosoma   o   tal   vez   lo   protegerfan   contra   el   ataque   de
nucleasas,   pero   aquf   nuevamente   surge   el    problema   de   que

muchos   mRNA   no   poseen   metilaciones    lnternas    (62).

Modif icaci6n   de 1os    Com onentes de   Traducci6n.

Regu4ac{6n  de  t¢  6tnte6t6  pftote{aa  pot  hem{n¢.

Ios   trabajos   de   ]os   grupo§   de   London   (63),   Hunt   (64)   y

y   Ochoa    {65)   sobre   sintesls   protelca   en   lisados   de   retlcu-
locitos,   han   demostrado   que   esta   stntesis   digminuye   abrup-

tamente   cuando   el   media   de    incubaci6n   no   contiene   hemina.

Se   piensa   que   en   ausencia   de   hemina   se   formarfa   un    inhlbi-

dor   de   la   iniciacl6n   de   la   sfntesis   de   protefnas,   a   partlr

de   un   proinhibidor   latente   de   peso   molecular   simHar    (66).

Log   estudios   con   este   inhibldor   y   con   factores   de   inlcia-

ci6n   purlf icados   de   reticulocitos   hen   demostrado   que   el

lnhlbidor   reduce    la   proporci6n   de   met-tRNA   iniciador   uni-

do   a   la   subunidad   ribosomal    40   S    (67,68),   etapa   que   es    in-

dispensable   pare   formar   el    complejo   de    inlciaci6n   que    lue-

go   se   unira   a   la   subunidad   rlbosomal    60   S   y   de   ese   modo

permitir   la   elongaci6n   de    la   cadena   poHpeptfdlca.
Kaenpfer  y  Clemens   (69,70)   hah   encontrado   que   la    inhibi-

ci6n  de  la  traduccl6n  en  lisados  de  reticulocitos  observada   en



ausencia   de    hemlna,   a   en    presencia    de   hemlna   cuando   se

agrega   el     inhibidor,   es   deeplazada   cuando   se   agrega   cen-

tidades   crecientes   del    factor   de    iniciaci6n   elF-2,    lo   que

sugiere   que   este    inhibidor   actuarra    interfiriendo   de   algdn

modo   la   funci6n   de   este   factor.

Resultados    slmilares   ham   obtenido   otros   autores    (71,

72)    demostrando   que    la    inhibici6n   observada   en   ausencla   de
hem[na   puede   ser   desplazada   al    agreqar   un    lavado    rlbosomal

rico   en    factores   de    inlclacl6n,   obtenldo   por   tratamlento

de   estas   partrculas   con   alta   fuerza    i6nlca.      Se   descubri6

que    la   actividad   del    inhibidor   era   dependiente   de    la   pre-
sencia   de   ^TP    (73),    lo   que    lndlcaba   que   esta    lnhlblci6n

podra   ocurrir   por   la    fosforHaci6n   de   algdn   compoo®nte.  del
sistema   de   b]osrntesis   de   proternas.       La   purlf lcacl6n   de

este    inhibidor   denomlnado    inhlbidor   controlado   par   hemfna

(Hcl)  ,demostr6   que    las   preparaciones   altamente   purlflcadas

del          inhlbldor   pose fan   una   actividad   de   protefna   qulnasa

independiente   de   CAMP   que   catallzaba    la   fosforHaci6n   del

factor   de    iniclaci6n   elF-2    a   expenses  de,`ATP.   Gross   y  Mendelewsky

(74)     incubaron   elF-2   purlf icado   con   Hcl    en   presencla   de

[y-32p] ATP   y   demostraron   por   electroforesis   en   SOS   que   se

fosforHaba    la   subunldad   menor   de   elF-2   que   ten fa   un   peso

molecular   de   38.000.      Se   demostr6   que   est8   fosforllacl6n   no

alteraba    la   capacldad   de   elF-2   pare   formar   el    compl.ejo

ternarlo   con   met-t.RNA   y   GTP    (75)  ,    par    lo   que    se   pens6   que

la    inhlbici6n   de    la    lniciacl6n   observada   en   presencla   de

Hcl    comprometra    la   actividad   de   otros   factores    relacionados

con    la   actividad   de   elF-2.       En    lavados    rlbosomales   prove-

nientes   de   embriones   de A. sa'  ina y   de   retlculocltos   de
conej.a   existe   un   factor   que   aumenta    la   capacl\\dad   de   elf-2

para   formar   el    complejo   de    iniciaci6n   cuando   ;ste   6ltimo   no
esta   fosforHado,   pero   no   tiene   actividad   sobre   el    factor
fosforilado    (76).       Este   factor   se   denomln6   proterna
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estimulante   de   elF-2    (ESP).       La   estimulaci6n   de    la   actividad

de   elF-2   por   ESP   es   mayor   cuanto   menor   es   la   concentraci6n

de   elF-2   y   dada   la   baj.a   concentraci6n   de   este   dltimo   en    re-

ticulocitos,    su   actividad   es   minima   en   ausencia   de   ESP;   es

asr   como   una   modificaci6n   de    la    interacci6n   entre   ambos

factores   causarfa   una   disminuci6n   de    la   actividad   del    factor

de    iniciaci6n   y   par    lo   tanto   una   disminuci6n   de    la    sfntesis

proteica.       La   evidencia   de   que   el    efecto    inhibitorio   no   se
deb fa   a   una   modif icaci6n    de   ESP,    sino   a   una   modificaci6n

de    la    interacci6n   de   este   factor   con   elF-2   fue   dada   por

de    Haro   yocho<a   (77).       El    factor   ESP    se    unirfa    a   elF-2    y

desplazarfa   el    equHibrio   hacia    la   formaci6n   del    complejo

ternario      elF-2:GTP:met-tRNAi   y   por   lo   tanto,    a    la    formaci6n

del    complej.o   de    iniciaci6n    con    la    subunidad    ribosomal    40S.

En    los   ensayos in   vit ro al   usar   altas   concentraciones   de
elF-2   no   se    requerirfa   de    la   presencia   de   ESP   para   la   for-

maci6n   del    complej.o   ternario   y    la   adici6n   de   elF-2   fosfori-

lado   a   no   fosforilado   producirfa   una   reversi6n   de    la

inhibici6n    (74,75).       La    fosfori]aci6n    del    factor   de    ini-

ciaci6n   convertirra   a   €ste   en   un   catal  izador    penos  eficiente

En    relaci6n    con   el     rol    de    ESP   hay   evidencia   de   que   en

el    proceso   de    iniciaci6n   habrfa    la   formaci6n   previa   de   un

complej.o   b.inario      elF-2:GTP      y   que    ESP    actuarra   uni6ndose

a   ese   complej.o    (77)  .

Posteriormente    la   uni6n   del    met-tRNAj    desplazarra   a

ESP   formsndose   de   este   modo   el    comp]ejo   ternario   en    la

forma   siguiente:

elF-2    +    GTP

elF-2:GTP    +    ESP

e  I  F-2  : GTP

e  I F-2  :GTP  :ESP

elF-2:GTP:ESP   +   met-tRNAP:I:;3:GTP:met-tRNAi

El     inhibidor   controlado   por    la   hemina    (Hcl)    fosforila   a

elF-2   y   en   estas   condiciones   no   hay   efecto   estimulante   de
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ESP    indispensable   para    la    formaci6n   del    complej.o   ternario

elF-2:GTP:met-tRNA,    en   condiciones    fisiol6gicas.       En   este

contexto,1a   adici6n   de   hemina    impedirra    la   actividad    de

la   protefna   quinasa   dependiente   de   CAMP   que   activa    la

quinasa   de   elF-2,   por   lo   que   no   se      produce    la   fosforila-
ci6n   de   este   factor   y   la   sfntesis   proteica   ocurrir6

n o rna I men te .

Iythfblcl.6n   de.   bln±ebfb   pn.o±e.Aca   a.yL   a.¢2.u&ab   ±n.a±aLdab   a.owl

lyt±eh6e.h6n .

Se   ha   demostrado   que    la    infecci6n    viral    de   c€Iulas

animales   o   el    tratamiento   de   estas   cglulas   con    RNAs   de

doble   h6lice    (dsRNA)    coma   poli     I-polic    Hevan    a    la   produc-

ci6n    de   una   glicoproterna   denominada    interfer6n   que    impide

la   traducci6n    de   mRNAs   virales   y   en   manor   proporci6n,    la

traducci6n   de   mensajeros   end6genos    (78).       La   traducci6n

de   mensaj.eras   virales   como   el    mRNA   del    virus   EMC   en   extrac-

tos    libres   de   c€Iu]as   tratad`2s   con    interfer6n(;F)    es   fuerte-

mente    inhibida   al    agregar   pequejias   cantidades   de   dsRNA

(79,80)  .

La    adici6n    de    dsRNA   y   ATP   a    un    sobrenadante   de    c6lulas

tratadas   con    interfer6n   active   una   protefna   quinasa   que

fosforila,   entre   ®tros   componentes,   una   protefna   de   peso

molecular   38.000   que   ha   sido    identificada   como    la    subunidad

menor   del    factor   de    iniciacl6n   elF-2    (81,82).       Los   efectos

causados   par   la   presencia   de    interfer6n   desaparecen   cuando

la    sfntesis    del    RNA   del    hu€sped   es    inhibida    por   actinomi-

cina    D,   a    la   srntesis   proteica   con   cicloheximida,    ]o   que

sugiere   que    la   acci6n   del     lF   no   se   debe   a   la   activaci6n

de   una   proterna(s)    quinasa(s)    preexistente(s),    sino   que   a

la    inducci6n   de    la   srntesis   de   esta(s)    protefna(s).       Por

otro    lado   se   ha   descrito   que    la   adici6n    de    dsRNA   y   ATP   a

extractos   de   c6lulas   tratadas   con    interfer6n   produce   la
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activaci6n   de   una    nucl'easa   que   degrada   RNA   de   una   hebra

como   el    RNA      de    reovirus   y   de]    faqo    R,7    (83,84).       Se   ha

encontrado   adem6s   que   el    tratamiento   de   c€lulas   con    inter-

fer6n    produce    uns    inhibici6n    de    la   metilaci6n    del     :'cap"

presente   en   el    terminal    5'    del    RNA   de    reovirus    (85,86).
Otros   autores    sugieren   que    la    inhibici6n    de    la   troducci6n

en   c61ulas   tratadas   con    interfer6n   se   deberfa   a    la   clef i-

ciencia   de   una   o   mss   especies   de   tRNA,    ya   que   aparentemente

su   adici6n   causa   e]    restablecimiento   de   la   traducci6n   a

sus   niveles   normales    (87).

Adem6s   de    la   fosforilaci6n   del    factor   de    iniciaci6n

elF-2   en   extractos   de   c€lulas   tratadas   con    interfer6n   a
las   que    se    les   ha   agregado   dsRNA   y   ATP,    se   produce    tambi€n

la   fosforilaci6n   de   dos   proternas   asociadas   a    ribosomas

denominadas   P,    y   Pf   (88).       La   fosforHaci6n   de   estas   pro-

tefnas   estarfa   relacionada   con    la   aparicl6n   de   un    inhibi-

dor   de    la   traducci6n   de   estructura   pppAPAPA   (pppA2'p5')

A2'p5'A   (89,90,91),   el    que   a   su   vez    serfa   el    activador   de

la   endonucleasa    responsable   de   la   degradaci6n   de    los   mensa-

jeros   virales    (92).

Fob6ohlLacl6yL   de.   pno±e.£nab   a.Iboboma&e.a.

La    incubaci6n   de    ribosomas   o   de   subunidades    ribosoma-

les   de   eucariotes   coma   por   ejemplo   levadura,   higado   de

rata   o   reticulocitos,   con   una   variedad   de   quinasas,produce
la   fosforHaci6n   de   alrededor   de    10   protefnas   en    la   sub-

unidad   60    S    y   24   en    la    subunidad   40    S    (93,94);    sin   embargo   ,

al    administrar   fosfato   marcado   con   32P   a   animales   de   expe-

rimentaci6n,    s6Io   se   observa    la   fosforilaci6n   de   una   o   dos

protefnas   en    la   subunidad    ribosomal    menor    (95996),    Ia   que
aument'a   al    administrar   previamente    glucag6n   o   CAMP    (97).
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La   protefna   rlbosomal   que   se   fosforHa   en   respue§ta   a   CAMP

y   glucag6n   fu€   identtf lcada   como   la   proteina   S6   de   acuerdo
a   la   nomenclatura   de   Wool    y   Gressner    (98).    Esta   protefna
-c   t,|mbzfn    la   firiica   due   se   fosforila    ln   vf tro   al    incubares   tambi6n    la   dnica   que   se   fosforHa    ln
subunidades    ribosomales   de   reticulocitos   de   conejo   con   una

protefna   quinasa   dependiente   de   CAMP    (99.loo).
Los   estudios   realizados   con   el    prop6sito   de   determi-

ner   sl    esta   fosforilaci6n   estarfa   acompaftada   de   algdn   cam-

bio   en    la   actividad   de    los   ribosomas,   hah   dado   en   su   mayor

parte   resultados   negatlvos    (lot);    sin   embargo   hay   eviden-
cias   que   podrfan    lndicar   algSn   papel    de   la   fosforilacl6n

en   la   regulaci6n   de    la   traducci6n.    El    aumento   de    la   fosfo-
rnaci6n   de   una   protefna   en    la   subunidad   menor   del    rlbosoma

producido   despu6s   de   la   administraci6n   de   glucag6n.   est§
acompafiado   de   un   aumento   en    la   secreci6n   de    insullna,    lo

que   podrfa    indicar   que   la   fosforilaci6n   de   una   protefna
ribosomal    fuera   capaz   de   afectar   la   secrecl6n   de   otra   pro-
tefna,    posiblemente   a   trav6s   de   un   cambio   en    la   uni6n   del

rlbosoma   a    la      membrana.    Se   ha   demostrado   tambi6n   que    la

fosforilaci6n   de   una   proteina   ribosomal    de   30.000   dalton

presente   en    la   subunidad   40   S.    mediante   una   qulnasa   de-

pendlente   de   CAMP,    inhibe    la   formacl6n   del    complejo   de
lniciaci6n   40   S    (102).    Evldentemente   es   necesario   efectuar

un   estudio   mss   profundo   en   relaci6n   al    rol    f isiol6gico   de

estas   fosforllaciones   pero   hay   ciertas   evidencias   experi-
mentates   que   podrran   apoyar   el    hecho   de   qiie   el    proceso   de

fosforilaci6n   de   protefnas    ribosomales   tendrfa   algan   papel

en   el    proceso   de   regulaci6n   de   la   sfntesis   proteica.
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0±hob   &a.c*ohe..   qu,a  puede.n  a.6®c.±ah  k¢  ±itaducct6n.

Se   ha   descrlto   que   en   la   fracci6n   provenlente   del

lavado   de   ribosomag   de   algunas   c61ulas   eucari6tlcas   exlsten

inhibidores   de    la   traducci6n,    de   bajo   peso   molecular.    En
A.salina   lee   Huang   y   cot.    (103)    hah   encontrado   un    inhibi-

dor   de   la   traduccl6n   que   es un   ol  igonucle6tido   de   peso   mo-

lecul8r   6.000   que   pertenece   al   grupo   de   los   denomlnados

tcRNA   (translational    control    RNA).    Este   oligonuclefido   ln-

hibe   la   traducci6n   de   mRNAs   hom6logos   y   heter6Iogos   y   es   ac-

tivo   tanto  en   sistema   de   eucariotes   coma   de   procariotes.   La
reacci6n   mas   sensible   a   la    inhibicl6n   es    la   unl6n   de

aminoacH-tRNA   a   ribosomas   cataHzada   por   el    factor   de
elongaci6n   EH   en   presencia   de   GTP.    El    lnhibidor   ests

unido   al    rlbosoma   y   es   posiblemente   Hberado   a   inactivado

cuando   ocurre   el   proceso   de   hidrataci6n   que   inicia   el

desarroHo   del    embri6n   '(104).

Los   estudios   de   Chen   y   Siddiqui    {105)   en Bombyx mor'

hah   demostrado   que   los   oiveles   de   tRNA   pueden   ejercer   un

control   sabre   la   sfntesis   proteica   ya   que   encontraron   que
la   poblaci6n   de   tRNA  exi5tente   en   estados   desarroHados

de  ± g9E|  esta  constitulda  en  un  85%  par  4  e5pecles
de    tRNA   que   son   ala-tRNA,    ser-tRNA,    tyr-tRNA   y   gli-tRNA

siendo   este   altimo   un   50%   del    porcentaje   ya   citado.   La

q]ayor   sfntesis   de   estas   especies   de   tRNA   obedece   al    aumerlto
de   la   sfntegis   de   una   protefna   denominada   f ibrofna   que   est6
compuesta   en   su   mayor   parte   por   g"cina,   alanina.   serina

y   tirosina.    La   poblaci6n   de   tRNA   presente   en    la   glsndula
de   soda   posterior   del   gusano  i. mori   est6   adaptada   para

la   sfntesig   de   una   proteina   denominada   f ibrofna.    regulando

de   este   modo   la   expresl6n   g6nica   a   los   requerimientos

existentes   en   un   cierto  estado   de   desarrouo.
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Estudios   de   sfntesls   p

erizo   de   mar.

rotelca  en huevos   y embrlones   de

Los   primeros   estudios   de   stntesis   proteica   durante   la

oog6nesis   fueron   hechos   por    lnmers    (106)    inyectando   una
mezcl8   de   amlno6cldos   amrcados   con   '4C   a   hembras   de   E±±±r

centrotus lfvidus   .    Este   aiitor   encontr6   qua   los   oocito3

de   etapas   tempranas   de   la   oog6negis   presentaban   una   mayor

lncorporaci6n   de   los   amino6cidos   en   protefnas,   en   compara-

ci6n   con   los   oocltos   de   estados   mas   avanzados   y   Monroy   y
Magglo   (107)   demostraron   que   esta   diferencla   en   la    incor-

poracl6n   de   amino5cidos   no   era   debido   a   un   camblo   en   la

per®oabHldad   de   los   oocitos   mss   desarrollados.
Se   demostr6   tambl6n   que   el    proceso   de   fertilizacl6n

producta   un   gran   aumento   de   la   sfntesis   proteica,   adn   en

presencia   de   actinomlcina   D    (108)    lo   que   sugerfa   que   el
huevo   no   fertillzado   contenfa   suficiente   mRNA   como   para

Hegar   a   estados   tempranos   de   la   embrlog6nesis.    Se   pens6

que   este   mRNA   materno   pod fa   estar   de   alg6n   modo      enmagca-
rado   de   tal    forma   que   se    impedlrfa   §u    interacci6n   con   los

otros   componentes   de   la   maquinaria   biosint6tica,   haste   el

momento   de   la   fertilizaci6n   en   que   par   alg6n   mecanismo   se

produclrfa    la   actlvaci6n   de   estos   mensajeros   con   el    con§i-

guiente  reestablecimiento  de  su  capacldad  de  templados.   Con  el   uso  de
Sistemas   libres   de   c€lulas   se    inici6   el   estudio   detaHado

de    la   stntesis   proteica   a   nivel   molecular,   analizando   las

diferentes   etapas   de   este   proceso   asf   coma   sus   componentes
con   el    f in   de   determinar   cual   o   cuales   de   6stos   eran   respon-

sables   de   la   baja   sfntesis   proteica   observada   en   el    huevo   no

fertHizado.    En    1960   Hultin   y   Bergstrand   (IO;)estudiaron

par   primera   vez   la    incorporaci6n   en   protefnas   de   amino€cidos
marcados   en   un   sistema   libre   de   c6lulas   proveniente   de

erizo   de   mar.    Estos   autores   demostraron   que   los   rlbosomas



provenlentes   de   huevos   no   fertilizados   del
16

erizo   P.mHitaris

eran    incapaces   de   sintetizar   proteinas   en   un   sistema   Tibre

de   celulas   provenientes   de   hrgado   de   rate.      Resultados   simi-
lares   se   obtuvleron   al    usar   sobrebadante   de   huevos   no   fer-

tHizados.      Cuando   se   usaron    ribosomas   de   huevos   fertiliza-

dos      se   encontr6   gran   actividad   tanto   con   sobrenadante   de
huevos   fertilizados   Como   de   no   fertHizados.      Esta   fue   la

primera   evidencia   de   que   el    impedimento   de    la   sfntesis

proteica   en   huevos   no   fertilizados   se   deb fa   a   una    inactiv'i-
dad   de    los    ribosomas.       Estudiando   este   problema   Nemer   (110)

demostr6   que   los   ribosomas   provenientes   de   huevos   no   ferti-
lizados   de   erizo   de   mar   eran   activos   en   la   srntesis   de   poli-

fenilalanina   dirlgida   por   poll   u.       Resultados    similares

obtuvieron   WHt    y   Hultin    (111)    sugirlendo   la   posibHldad   de

que   la   falta   de   mensaj.ero   en   el    huevo   no   fertllizado   podrfa
ser   un   posible   mecanismo   para   bloquear   la   sfntesis   proteica

antes   de   la   fertHizaci6n.
La   disponibHidad   de   mensaj.eros   en   el    huevo   no   fertili-

Zado   y   la    inactividad   de    los    ribosomas   fueron   estudiados   por

una   serfe   de   autores   en   forma    independiente,   con   el    f in   de
determinar   cu6l    de   estas   dos   posibiHdades   pod fa   expHcar   la
existencia   de   una   baj.a   sintesis   proteica   en   estos   huevos   no

fertillzados   y   a   qu€   podrfa   deberse   el    gratl   aumento   en   la

sfntesis   observado   despu€s   de   la   fertilizaci6n   a6n   en   condi-

clones   en   que    la   sfntesis   de    RNA   estaba   bloque®da.      Anali-

zaremos   a   continuaci6n   ambas   posibil  idades   en   forma   separada.

Ofbponfbl&£dad   dQ.  mRN^b.

La   primera    idea   que   surgi6   para   explicar   la   baja   srn-

tesis   proteica   observada   en   huevos   no   fertillzados   de   erizo
de   mar   fue    la   falta   de   mRNA.      Esta    idea   fue    rechazada   por

las   experienci®s   de   varios   autores   que   estudiaron    la   fertHl-

zaci6n   y   desarrollo   del    embri6n   en   condiciones   en   que    la



'7

9fntesls   de   RNA   egtaba   inhiblda,   coma  ocurre   con    irradlacl6n

por   rayos   X   (H2),    incorporaci6n   de   an6Iogos   de   bases    ("3),
tratamiento   con   actinomlclna   D   o   en   huevos   anucleados,   y   de-

mostraron   que   el   desarroHo   del   embri6n   se   producfa   normal-
mente   haste   bl6stula   tardta.   La   sfntesls   de   protefnas

mostraba   un   comportamiento   normal    y   caTa   bruscamente   en   bl6s-

tula   tardia   (u4).    Resultados   similares      fueron   encontrados

Por   Gross   y   col.    (115)   al    tratar   huevos   no   ferti"zados   del
erizo   A.

tea   del

ctulatta   con   actin   micina   D   durante   5   horas   an-

proceso   de   fertilizaci6n.    Se   demostr6   qua   10   minutos
despues   de   la   fertHizaci6n   se   producta   una   lnhibici6n   de   la

sintesis   de   RNA   de   alrededor   de   un   90%;   ep.c.?mblo   la   sfntesis

F4c] valina   se   mante-
r  '   _   _                                                                                                                                                                         I,          +-

nra   en   niveles   normales   durante   aproximadamente   5   a   8   hora§

degpu6s   de   la   fertHizaci6n,    tiempo   que   era   suflclente   pare

alcanzar   el   estado   de   b]5stola.
Estos   experimentc5  sirvieron   de   base   para   postular   la

idea   de   que   en   el    huevo   no   fertilizado   exist fa   una   baja
disponlbilidad   de   mensajeros   producida   no   par    la   ausencla   de

6stos,.Sino   par   su    incapacidad   de   dlriguir   la   sfntesis   pro-

telca.    Se   habl6   entonces   de   la   exlstencia   de   mensajeros   en-
m®scarados   que    serlan  sintetizados   durante   la   oog6nesis   y   se

guardarfan    coma   material   de   reserva   para   las   etapas    lniciales
de   la   embriog6nesis.    Los  primeros  estudios  hechos  con  el   fin  de  a-

clarar   esta    idea   fueron    reaHzados   por   Monroy   y  Maggio   (107)  y

Slater   y   Spiegelman    (116).    E.tos    G]tiros  estudiaron  la  Capacldad

traductora   del    RNA   extrafdo   de   huevos   no   fertiHzados  de  erizo
de   mar   por   comparaci6n   con   la   traducci6n   de   un   mensajero   co-

nocido   come   el    mRNA   del    virus    MS-2,    en    un   slstema    libre   de

celulas   de   E.coli.    Se   encontr6   que    la   proporci6n   de   mRNA==  -===
traducible   que   estaba   presente   en   huev6rs   no   fertHizados   de

erizo   de   mar   era   aproximadamente   dos   veces   mayor   que   la

proteica   medlda   por    la    incorporacl6n   de
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cantidad   de   mRNA   presehte   en   cetulas   normales de   E.co'i

creciendo   en   fase   logarf tmlca   par   lo   que   el   aumento   de

sfntesls   protelca   despu6s   de   la   fertnizaci6n   era   perfecta-
mente   expHcable   en   t6rminos   de   mensajeros   preexistentes.
Log   mi9mos   8utores   comprobaron   la   capacldad   traductora   d®

mRNAs   provenientes   de   huevos   de   erizo   no   fertHizados,   con

la   de   mRNAs   provenientes   de   embriones

y   encontraron   que   la   incorporaci6n   de T4:i
tado  de   gsstrula,
serfne.era   practica-

mente    igual   en   ambos   casos.    Resultados   similares   fueron   obte-

nidos   por   Stavy   y   Gross   en   1969    (H7)    al   estudlar   la   dlsponi-

bilidad   de   mRNAs   en   huevos   de   erlzo   de   mar   que   habTan   sldo    in-

cubados   el`   presencia   de   actinomlclna   D.
Ya   que   se   ha   comprobado   que   los   mensajeros   extrardos

de   oocltos   son   capaces   de   dlrigir   la   sfntesis   protelca

il ife y existen   en   tal   exceso   que   permiten   el   desarroHo

del   embri6n   haste   bl6stula,   se   pens6   que   estos   mensajeros
estarfan   de   algan   modo   formando   parte   de   estructuras   ribonu-
cleoprotelcas   como   los    informosomas   descritos   por   Spirin   y

Nemer    (H8).   Este   mRNA   serfa   incapaz   de   ser   traducido   dentro

del   huevo   en   condiciones   norma]es.   y   solo   lo   harfa   cuando   ba-

Jo   cierto   estfmulo   se   rompiera      la   particula   rlbonucleopro-
teica    Hberando   el    mRNA.    En    1966,    Spirln    (H9)   e    lnfante   y

Nemer   posteriormente    (120)   encontraron   qua   en   el    citoplasma

de   huevo   no   fertnizado   de   erlzo   de   mar   y   embriones   tempranos
exist fan   unas   partfculas   ribonucle®protelcas   que   sedimenta-
ban   mas    lentamente   que    los    rlbosomas.    EI    afro   siguiente   Nano

y   Hiroshi    (121)   estudiaron   este   problema.   para   lo   cual    pre-

pararon   varlas   fracciones   a   partir   de   huevos   fertHlzados   y
no   fertnizados   de   erizo   de   mar,   midlendo   la   capacidad

templado   de   cada   fracci6n   en   presencia   y   ausencla   de   trip-
S!na.   Se   observ6   que   en   extractos   provenientes   de   huevos

fertHizados   la   mayor   capacldad   de   templado   estaba   en   una

fracci6n   que   preclpitaba   a   12.000   x   g.  que   se   denomfn6
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fracci6n   M.      Al    estudiar   la   f racci6n    M   en   ey`tractos   de

huevos   no   fertilizados   se   demostr6   que   esta   fracci6n   au-

mentaba   en   5   veces   su   capacidad   de   templado   al    ser   tratada

con    bajas   concentraciones   de   tripsina.  J6nkins   y  col.    (122)

demostraron   que   entre   5   a   10   minutos   despu6s   de    la   ferti-

lizaci6n   del    huevo   de   erizo   de   mar   hay   un   gran   aumento

de   una   actividad   proteasica   cuyo   pH   6ptimo   es   de   8,0   y

est8   asociada   con   la   fracci6n   M   anteriormente   descrita.

En   extractos   provenientes   de   c€1ulas   no   fertHizadas   no

se   detecta   esta   proteasa.      Los   autores   plantearon   que

aparentemente   esta   actividad   prote€sica   causarra   la   ruptura

de   la   partrcula    ribonucleoproteica   produciendo   la   liberaci6n

del    mRNA   y   el    aumento   en    la   biosfntesis    de   proternas;    sin

embargo   la   evidencia   posterior   directa   en    relacl6n   a   que   el

mRNA   extrardo   de   huevos   no   fertil  izados   era   traducido   cuando

se   usaba    ribosomas   de   otras   fuentes   como   E.coli   e   higado   de

rata;   y   la   evidencia    indirecta   de   varios   autores   que   encon-

traron   una   falla   en   el    sistema   traductor   del    huevo   no   fer-

tHizado,   principalmente   en    los    ribosomas,   descartaron   por

algdn   tiempo   la    idea   de   la   existencia   de   mensaj.eros   enmas-

carados   coma   un   posible   factor   regulatorio   de   la   blosfntesis

proteica   durante   la   oog6nesls   y   embriog6nesis   temprana   de
erizo   de   mar.      Los   estudios   de   este   problema   contindan   y   las

evidencias   obtenidas   no   permiten   a6n   una   conclusi6n   clara

a   este   respecto.
En    relaci6n    a    la   modif icaci6n   de   mRNA   en    huevos   no

fertilizados   de   erizo   de   mar,    Slater   y   col.    (123)    demostra-

ron   que   existe   una   activaci6n   de   .Ia   poliadenilaci6n   y

procesamiento   de   mRNAs   raternos   despu6s   de    la   fertilizaci6n
de   huevos   de   erizo   de   mar.       Se   demostr6   tambi€n   que   el    poli

A   asociado   a    ribosomas   aumentaba   en    un   68%   despu€s    de    la

fertilizaci6n,    reduci€ndose   tambi€n   el    poll    A   existente   en

la   fracci6n   post-ribosomal.
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Los   estudios   de    '!capping"   y   metilaci6n    de    RNA   despu€s

de    la   fertilizaci6n   han   demostrado   que   existe   una   disminu-

ci6n   de    la   metilaci6n   de   tRNA   que   es   m€xima   en    huevos   no

fertilizados   y   disminuye   a   un   30%   despu6s   de   48   horas    de

producida    ]a    fertilizaci6n    (124)

Eb±udlob   a.on   ^Abobomab.

El    hecho   de   que   se   observara   un   aumento   de    la   srntesis

proteica   despu6s   de    la   fertilizaci6n,    indepemdiente   de   la
Sintesis   de    RNA    (.a.r,-,s  y   Cousineau     (||5))y    la   evidencia   de

que   este   aumento   se   observ6   aGn    cuando    la    sfntesis   de   RNA
estaba    inhibida,1levaron   a   pensar   que   este   aumento   era

causado   por   [a   modif icaci6n   de   alg6n   componente   preexistence

del    sistema   traductor.

Los   estudios   de   Ceccarini    y   col.    (125)    en   enzimas

activantes   de   aminogcidos   demostraron   que   en   huevos   fertili-

zados   del   erizo   de   mar   i.    Ifvidus,    la   actividad   de   valil-

tRNA   sintetasa   aumenta   al    doble   en   tiempos   cortos   despu€s

de    la   fertilizaci6n.      Se   demostr6   tambi6n   que    la   cantidad   de

tRNA   presente   en    los   huevos   no   fecundados   era   suf iciente

como   para   alcanzar   el    estado   de   bl5stula.      Sin   embargo,

Glisin   y   Glisin    (126)    al    estudiar    la    sintetasa   de    leucina

y   fenHalanina   observaron   que    la   actividad   de   estas   enzimas
no   sufrfa   cambios   apreciables   despu€s   de    la   fertHizaci6n.

En    1963   Monroy   y   Tyler    (127)    demostraron   que    la   cantidad

de   polisomas   aumentaba   con    la   fecundaci6n.      Estos    resultados

fueron   confirmados   por    lnfante   y   Nemer    (120)    y   posteriormente

por   Humphreys    (128).       Maggio   y   col.    (]29)    demostraron   que

los   ribosomas   provenientes   de   huevos   no   fertilizados   de

P.Ifvidus    no eran   capaces   de   traducir   mRNAs   end6genos   de

una   fracci6n   proveniente   de   hfgado   de    rata.      En   cambio,

los   ribosomas   provenientes   de   blsstula   tardfa   traducfan

los   mensaj.eros   en    forma   simllar   a   la    realizada   por



21

el    sistema   hom6Iogo   de    hrgado   de    rata.       Resultados    simila-

res    fueron   obtenidos   por   Brachet    y   col.    (130).       La    incapa-

cidad   de   estos    ribosomas   de   traducir   mRNAs   naturales   no   se

observaba   cuando   se   estudi61a   traducci6n   del    mensajero

sint€tico   po]i    U.       A   este    respecto   Nemer    (131)    demostr6   que

los    ribosomas   provenientes    de   huevos   no   fertilizados   r:-esen-

taban   una   gran   capacidad   para    la   traducci6n    de   po]i    U,   y

esta   capacidad   era   constante   despu6s   de    la   fertilizaci6n

hasta   bl5stula.

La    idea   de   que    los    ribosomas   de   huevos   no   fertHizados

ten fan    algtin   compon.`ite   que   disminura   su   capacidad   traducto-

ra    fue   confirmada   por   Monroy   y   col.    (132)    estudiando   la

traducci6n   de   mRNAs   naturales   y   sint6ticos   en    un    sistema

de   hfgado   de    rata.      Estos   autores   demostraron   que    los   ribo-

somas   de   huevos   no   fertilizados   no   traducfan   mensaj.eros
naturales   y   la   capacidad    para   traducir   poli    U   era   muy   baj.a.

Cuando   se   trataba   estos    ribosomas   con    tripsina   a   baj.as

concentraciones   y   luego   se   media   la   capacidad   traductora

de   mRNAs,    se   encontr6   que    la    srntesis   de   polifenilalanina

dirigida   por   poli    U   aumentaba   6   veces   y    la    traducci6n    de

mensajeros   naturales   aumentaba   aproximadamente   20   veces.

Los   autores   concluyeron   que   los    ribosomas   eran    inactivos

porque   pose fan   una   cubierta   proteica   que   era   destruida   por
la   acci6n   de   proteasas   y   a    la   vez   se   observ6   que   exist fan

proteasas   que   aumentaban    despu6s   de    la    ferti]izaci6n.      En
1968   Maggio   y   col.(133)    demostraron    que    los    ribosomas    pro-

venientes   de   huevos   no   fertilizados   eran   muy   resistentes

a    la    disociaci6n    al    dializarlos   en    soluciones    sin    Mg++.

Se   demostr6   que   despugs   de   5   horas   de   dialisis   un    50%   de

los    ribosomas   de   huevos   no   fertil  izados   estaban   como   80   S

y   el    resto   como   un   componente   de   65    S   y   otro   de   30   S.       Los
ribosomas   de   embriones    sometidos   a    iguales   condiciones   de

di€lisis   estaban    un    log   como   80   S   y   el    resto   como   58   S   y
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30   S.       Cuando   se   trataba    ribosomas      de   huevos   no   fertiliza-

dos   con   tripsina   y   posteriormente   se    los   dializaba   en    las

condiciones   antes   sefialadas   se   observaba   que   estos    ribosomas

se   comportaban   de    igual    forma   clue    los   provenientes   de   embrio-

nes   tempranos.      Las   conclusiones   de   estos   autores   fueron
esencialmente    las   mismas   obtenidas    por   Monroyy   Maggio(107).

Los   Estudios   posteriores   de   Met€fora   y   col.    (134)

demostraron   que    los    ribosomas   de   huevos   de   erizo   de   mar   no

fertHizados   contienen   un    inhibidor   de    la   srntesis   de   poli-

fenilalanina   en   un    sistema    libre   de   c6lulas   que   emplea

factores    de   elongaci6n    EF-1    y   EF   -2      riurificados   de   h?redo  de

rata.      AI    Iavar   estos    ribosomas   con    soluciones   de   alta

fuerza    i6nica   se   producfa   el    restablecimiento   de   su   capaci-

dad   traductora.    Se   demostr6   tambi€n   que    la   adici6n   a   este
Sistema,    de    ]a    fracci6n    sobrenadante   obtenida    al   1avar   los

ribosomas   provenientes   de   huevos   no   fertilizados   con   solu-

ciones   de   alta    fuerza    i6nica,    inhibra   en   un   90%    1a   srntesis

de   polifenilalanina.       Esta    inhibici6n    se    producfa   a   nivel

de    la   uni6n   de    poll    U   a    ribosomas   de   embriones,    asr   como

tambi€n    en    la   uni6n    de    fenilalanil-tRNA   a    los   mismos    ribo-

somas.       Este    inhibidor   perdfa    un    60%    de    su   capacidad    inhi-

bitoria   al     incubarlo   a   50°   durante   4   minutos   y   no   contenfa

actividad   de    RNasa.       La    inhibici6n    tambign    se   observaba

cuando   se   usaba    ribosomas   eucari6ticos   de   otras   fuentes

como   reticulocito   de   conejo,   hfgado   de    rata   y   germen   de

arveJa,   o   cuando   se   usaba    ribosomas   de   E.coli.       Resultados

simHares    fueron   obtenidos    por   Gambino   y   col.    (135)    demos-

trando   que   el     inhibi
bra   la    incorporaci6n

d:j[:ilo:::::n:  ::b::°:::t:::b::nr:::i-

culocito   de   conej.o   que   contenra    RNA   nativo.       Se   demostr6

que   este    inhibidor    impedfa    la   disociaci6n   de   polisomas

observada   al    incubar   los   controles   durante   5   minutos   a   37°.
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Estudiando   la   presencia   de   este    inhibidor   en   etapas

posteriores   a    la   fertilizaci6n,   HHle    (136)    demostr6   que
el    lavado   ribosomal    proveniente   de    ribosomas   de   huevos   no

fertHlzados   y   de   blsstula,   ten fa   un   efecto   inhlbltorio   de
la   s7ntesis   de   polifenilalanina   dirlgida   por   poli    U   asr

coma   tambi€n   sobre    la   traducci6n   de   mensaj.eros   end6genos,

aunque   en   el    lavado   de    ribosomas   provenientes   de   blsstula

la    inhibici6n   era   de   un   20%   menor   que    la   obtenida   al    usar

el    lavado    ribosomal    proveniente   de   huevos   no   fertilizados.

Se   deFrostr6    que    los    ]avados   de    ribosomas   de   estados   in;s

avanzados   en    la   embrioo€nesis   contenran   niveles   del    inhibi-

dor   que   disminuran   a   medida   que   progresaba   el    desarroHo

embrionario.    AI    estudiar   la   presencia   del    inhibidor   en

tej.idos   no   embrionarios   como   hfgado   se   encontr6   que   exis-

tra      una   actividad    inhibitoria   mrnima   de   entre    1    a   5%   de    la

existente   en   el    estado   de   bl§stula.    Se   concluy6   que   habfa

una   p€rdida   gradual    de    la    inhibici6n   a   medida   que   progresa-

ba   el    desarrollo   y   esta   pgrdida   gradual    darfa   cuenta   del

aumento   contlnuo   en    la   velocidad   de    incorporaci6n   de   amino-

€cidos   en   proternas   observada   a   medida   que   avanza    la   em-

b r i og€ne s i s .

S fnte s i s proteica   en oocitos,   huevos y   embriones   de   Xe nopus
I aev i s .

En   forma   similar   a   la   observada   para   la   oog6nesis   de

erizo   de   mar,    Shih      y   col.    (137)    ham    demostrado   que    la

sfntesis   proteica   en   oocitos de    X.Iaevis es   menor   a   medida

que   avanza    la   ooggnesis,    para   alcanzar   e]    nivel    mfnimo   en
el    oocito   totalmente   crecido.    Durante    los   primeros   estados

de    la   oog6nesis   ocurre   una   gran    sfntesis   de   €cidos   ribonu-

cleicos    como    RNA   mensaj.ero,    RNA   de    transferencia   y    RNAs    ri-

bosomales   que   se   acumulan   en   el    citoplasma   del    oocito   cre-

cido    (138).       Esta   srntesis   disminuye   en    forma   abrupta
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hacia    los   estados    f inales   de    la   oog6nesis.

Los   estudios    de   maduraci6n   de   oocitos

hormonales   y   de   fertllizaci6n    in   vitro   han

en   estas   condiciones   se    produce   un   estfmulo

proteica   en    ausencia   de    la    srntesis   de    RNA

(139)       ha      demostrado   que   esta   estfmulaci6n
de   proternas   despu€s   de    la   fertilizacl6n   se

minutos   despu€s   de    la   adici6n    de   espermios

por   estfmu]os
demostrado   que

de   la   srntesls

(139).       Monr;y

de   la   sfntesis

producra   unos
al    medio   en    que

estaban    los   oocitos,   a   pesar   de   que    la    sfntesfs   de    RNA   no

era   apreciable   hasta   un   estado   posterior   a   bl5stula    (139).

que   en    X. laevis   ocurre   aproximadamente   4   horas   despu€s   de

la    ferti]izaci6n    (140).       Concluslones    simHares    han    sldo

obtenidas   usando   huevos   anucleados   que   han    sido   estimula-

dos   por   hormonas    (141)    demostrando   que   en   estas   condiclones

tambien    se   observe   el    aumento   en     la    sTntesis    prote.ica.

Iguales    resultados   se   han   obtenido   al    incubar   huevos

fertHizados   en    presencia   de   actinomicina   D   en   condiciones

en   que   se    bloquea    ]a    sfntesis   de    RNA,    demostrando   que   el

desarrollo   del    embri6n    continda   normalmente   hasta   bl6stula

ta rd ra .

Todos   estos   experlmentos   nos   nevan   a   la   conclusi6n

de   que   el    oocito   sintetiza   grandes   cantidades   de   materiarl

de    reserva   durante    la   ooggnesis,   que    le   permite   Hegar
hasta   un   estado   de   desarrollo   posterior   a   blgstula   durante

la   embriog6nesis.    '    Cox       y   col.     (142)    han    demostrado   que

el    oocito   de    X. laevis   totalmente   crecido   contiene   |0'2

ribosomas    ]o   que   es   una   cantidad   enorme   en    relacl6n   al
contenido   habitual    de   3   x    106    ribosomas   par   c€Iula   en

otros    tejidos.       Brown   y   Gurdon   (143)   calcularon   que  el   huevo  c.recido

de   X.Iaevis   contiene    ribosomas    suficientes como   pare   30.000
c6lulas.       De   esta   alta    poblaci6n    de    ribosomas,mss   del    90%

est5n    inactivos   para    la    sfntesis   proteica    (144)    y   se   ha

demostrado   que   despu€s   de    la    fertilizaci6n   y   haste   la

etapa   de   bl5stula   tardra   todos    los    ribosomas   usados   para
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El    hecho   de   que   el    huevo   no    fertilizado   tenga   un

exceso   de   mRNA   y   de    ribosomas   contrasta   con    la   observaci6n

de   que   su   sfntests   proteica   es   mrnima   con    respecto   al    huevo

fertHizado   y   a    los   estados   tempranos   de    la   oog€nesis   donde

todavfa   no   se   ha    reanudado    la    sfntesis   de    RN.A   y    ribosomas.

Para   explicar   este   hecho   se   ha   postulado   la   existencia   de

mensaj.eros   enmascarados   que   estuvieran    incapacitados   de

servir   como   templados   y    la   existencia   de      una   poblaci6n    de

ribosomas    inactivos   que   serf an   guardados   para   actuar   en

los   estados   posteriores   a   la   fertilizaci6n,   donde   serf an

activados   por   algdn   mecanismo   no   conocido.    Analizaremos   a

continuaci6n    las   evidencias   que   existen   en    relaci6n   a   cada

uno   de   estos   postulados.

Eb±udfob   dQ,   dibponlbAkldaLd   de.  mRNAb   a,yt   ooclAob.

El    hecho   de   que   el    desarrollo   embrionario   contin6e   en

condiciones   en   que   no   existe    srntesis   de    RNA    (139)    hizo

pensar   en    la   posibilidad   de   que   el    RNA   estuviera   sintetizado
de   antemano   en   el    huevo   y   de   alguna   forma   "guardado''   de

modo   que   se    impidiera   su   participaci6n   en   el    proceso   de

sfntesis   proteica.      A   este   respecto   los   estudios   son   escasos

y   no   dan   mucha    informaci6n    acerca   de    la   existencia   de   partr-
culas   citoplasm5ticas   que   contengan    mRNA.

Los   estudios   de   Crippa   y   col.    (145)    demostraron   que    la

gran    cantidad   de    RNA   sintetizado   en   el    oocito   durante    las
etapas   tempranas   de    la   oog6nesis   es   guardado   como   un   t]po   de

mRNA    informosomal,    que   es   detectado   en   el    citoplasma    del

oocito   adn   despu€s   de    la   fertHizaci6n   y   en   etapas   tempranas

del    desarrollo.      Posteriormente   ocurre   un   cambio   y   una   frac-

ci6n   del    RNA    informosomal    desaparece   del    embri6n   convirti6n-

dose   en   un   mRNA   apto   p®ra   entrar   en   el    proceso   de   sfntesis

proteica,   en    forma   similar   a    la   observada   en   huevos   y   embrio-
nes   de   erizo   de   mar.
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0tra   evidencia   en    relaci6n    a    la   existencia   de   mRNA

guardado   durante    la   oog€nesis   fue   dada   por   Raff   y   col.    (146)
demostrando   que   el    mensajero   de   tubulina   utilizado   en    las

primeras   etapas   del    desarrollo   embrionario   estaba   ya   presente
en   el    huevo   no   fertHizado.

Estudiando   el    proceso   de   poliadenilaci6n    de   mRNA   en

oocitos   de   X.Iaevis    Robash y   Ford    (147)    demostraron   que   el
mensajero   heredado   por   el   huevo   fertHizado   es   sintetizado
en   su   mayor   proporci6n   en   estados   pre-vitelog€nicos   y   vite-

log6nicos   tempranos   de    la   oog6nesis.       Se   demostr6   que   el    58

del    RNA   maduro   de   oocitos   contiene   poli   A   y   est6   presente

en   partfculas    ribonucleicas   citoplasm5ticas   no   ribosomales.

Hay   evidencias   de   que   el    RNA   sintetizado   en    la   oog6nesis

es   de   alto   peso   molecular,    par   lo   que    se   piensa   que   el    mRNA

maduro   derivarfa   de   un   procesamiento   de   este    RNA   que    inclui-

rra   una   pot:.i!f!enHaci6n.       Resultados   similares   han    sido

obtenidos   por   Felicetti    y   col.    (148) en    A.sa' ina,   demostrando
la   presencia   de   partrculas   citoplasm6ticas   que   contienen

poli    A   y   poseen   un    rango   de   sedimentaci6n   de   entre    10   y   40   S

y   se   encuentran   en   el    sobrenadante   post-mitocondrial    de   un
homogeneizado   de   huevos   fertHizados.

Estudiando   el    fen6meno   de   poliadenilaci6n   durante    la

oog6nesis   de    X.Iaev is,    Cabada y   cot.    (149)    demostraron    que
el    RNA   con    poli    A   se    sintetlza   y   acumula   hasta   el     inicio   de

la   vitelog€nesis   para   despu€s   permanecer   constante   hasta   la

fert i I  izac i6n .

Al     inducir   el    desarrollo   de   huevos   de
disminuci6n    del

A.sa'  ina hay   una
"pool"   de    RNA   citoplasm5tico   y   un   aumento

paralelo   en   el    mRNA   unido   a    ribosomas.       Este   cambio   en    ]a

distribuci6n   del    RNA,   de   partfculas   subribosomales   a    ribosomas

ocurre    sin   un    cambio   apreciable   en   el    contenido   de   mRNA   con

poli    A   por   embri6n,   al   menos   durante   5   horas   despues   de    la
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inducci6n   del    desarroHo,    por   lo   que   se   deduce   que    la   Poli-

adenHaci6n   no   serfa   en   este   caso.  lmportante   para   la   ''actl-

vaci6n"   del    RNA   mensaj.ero.       Los   trab®j.os   de    Darnbrough   y

Ford    (150)    estudiando    la   capacldad   de    templado   de   mp.NAS   con

poll   A   presentes   en    los   diferentes   estados   de   la   oog€nesis
demostraron   que    la   traducci6n   de   estos   mensajeros   en   un   SIS-

tema   libre   de   c6Iulas   proveniente   de   germen   de   trigo   era

igual    y   que   todos   los   mensajeros   presentaban    igual    capaci-
dad   para   servir   como   templados.

Un   enfoque   diferente   para   estudlar   la`capacidad   tra-
ductora   de   oocitos   y   huevos   no   fertHizados   ha   sldo   usado

por   Moar    y   col.    (151)   mediante  o1   uso  de]atgcnica    de   microlnyec-

ci6n    de   mRNA   de   globina.      Estos   autores   hen   demostrado   que

en   el    oocito   de    X. laevis   existe una   gran   capacidad   traduc-
tora   y   que   ]a   baja   sfnteslg   proteica   end6gena   estarfa   apa-

rentemente   causada   par   una   baja   dibponlbilidad   de   mRNAS.

Resultados   similares   han    sido   obtenidos   por   una   serie   de

autores    (152,153,154)    estudiando   la   capacidad   traductora

del    oocito   por   microinyecci6n   de   mensaJeros.    Los    resulta-
dos   obtenidos   por   microinyecci6n    de   mRNA   de   globlna,    RNA

14    S   de   cristalino   de   ternera,    RNA   del    virus   de    la   encefe-

lomiocarditis,    mRNA   de    la   cadena    livlana   de    lnmunoglobull-

na   de    rata   y   mRNA   de    interfer6n   entre   otros.   han   demostra-

do   que   el   oocito   es.capaz   de   traduclr   estos   mensaJer;s   sin
{`     i    se   produzca   una   competencla   con    la   traducci6n   de   mRNAs

end6genos,   salvo   en   el    caso   en   que   se    lnyecta   cantldades
sobre   saturantes   coma   ocurre   cuando   se    inyecta   grandes

cantidades    de    mRNA   de    globina    (155.156).

La   mayor   parte   de    los   estudios   presentados   Hevan   a   la

conclusi6n   que   el    oocito   posee   una   gran   capacidad   traduc-

tora      aproximadamente    10   veces   superior   a    la   de   cualquier

otra   c€lula   eucari6tica    (155)  ,   adem6s   de   una   gran   cantidad

de   mRNA   y   por   lo   tanto   la   baja   srntesis   proteica   que   se
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observa   en   estas   c€1ulas   se   deberfa   a   una   clef iciencia   en

la   disponibilidad   de   mRNAs   o   de   algdn   otro   componente   de

la   srntesis   proteica.

Eb±udLob   de  &a  ac±lvfdad   dQ.   a.Ibobomab   a.n   oocl±ob   y
emb&{o"e6     tempft¢„o6   de   Xe"optt6   £aev{6.

Los   primerog   estudios   de    actividad   de    ribosomas    de

X.Iaevis    fueron    realizados

'a
por   Frrd   en    1966    (157).    Estudi6

sfntesis   proteica    in   vitro   e

P4]

in   vivo   comparando   la
ef iciencia   de    riboso.maLi   provenientes   de   hrgado   y   ovario   en

la    incorporaci6n   de

in   vitro      era

F4!,

leucina   a   protefnas.    La    incorporaci6n

aproximadamente    12    veces   mayor   cuando   se

usaba    ribosomas   de   hrgado.      Esta   diferencia   no   se   observaba

al    estudiar   la   sfntesis   proteica   con   polisomas   en    lugar   de

ribosomas.    Lots,e_.studios   de    incorporaci6n   i+i  ±±i±±e.  par   micro-

inyecci6n    de leucina   a   hembras    de    X.Iaevisg    demostraron

que   la   srntesis   proteica   en   homogeneizados   de   hrgado   era   9
veces   mayor   que    la   obtenida   en   homogeneizados   de   ovario.

Se   demostr6   tambi€n   que   en   este   dltimo   6rgano   la   mayorra   de

los    ribosomas   est5n   en    forma   de   mon6meros    inactivos   en   el

proceso   de   srntesis   proteica.
Estos   estudios    fueron    los   primeros   que   plantearon    la

idea   de   que    la   mayor fa   de    los    ribosomas   presentes   en   el

oocito   estaban   de   algdn   modo    inactivados   y   guardados   pare

su   uso  en   etapas   posteriores   del    desarroHo.

Los   estudios   de   Cox   y   col.    (158)    tendientes   a   caracte-

rizar   los    ribosomas    de   ovario   de    X.]aevis   demostraron que
estos    ribosomas   presentan   una   capacidad   de   srntesis   de   poli-

fenilalanina   dirigida   por   poli    U   comparable    a    la   descrita

para   otros    ribosomas   provenientes   de   mamfferos   o   bacterias;
sin   embargo   estos   autores   demuestran   que    la   srntesis   proteica

end6gena   del    oocito   es   muy   baja,   por   lo   que   eHos   piensan

que   existirfa   una    faHa   en    la    disponibilidad   de   mRNAs.
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Al    estudiar   las   propiedades   de   estos    ribosomas   y   su   diso-

ciaci6n   en    subunidades,    demostraron   que    los    ribosomas   de

ovario   tienen   un   coef iciente   de   sedimentaci6n   y   una   diso-

ciaci6n   en    subunidades    similar   a    las   encontradas   para

ribosomas   provenientes   de   otras   c€lulas   por   lo   que    la   baj.a

sfntesis   proteica   de   estos    ribosomas   no   se   deberfa   a   una

modif icaci6n    de    los   mismos.       Pratt    y    Cox.    (159)    demostraron

tambi6n   que    la   disociaci6n   de    ribosomas   en    condiciones    de

baj.a    sal    donde    s6lo   se   produce    la   disociaci6n   de    ribosomas

que   no   est5n   en   polisomas,    produce    la   disociaci6n    de   un   85
a   90%    de    los    ribosomas   presentes   en   ovario   de    X.Iaevis,    lo

que   demuestra   que   estos    ribosomas   est€n    inactivos   en   el

proceso   de   sfntesis   proteica.
Estudios   muy   detallados   de    Moar   y   col.    (160)    demostra-

ron   que    la   clef iciencia   del    sistema   traductor   de   oocitos   no

era   causada   par   la   falta   de   mRNAs;   ellos   microinyectaron

RNA   mensajero   de    globina   en   oocitos   de    X.Iaevis   y   demostra-

ron   que   con    cantidades   saturantes   de   mRNA,    se   producra   una

competencia   entre    la   traducci6n    de   este   mpNA   y   de    los   men-

saj.eros   end6genos   del    oocito,   pero   la   traducci6n   total    de

mRNA   siempre   era   constante.       Se   demostr6   que   oocitos   a    los

que    se    les    inyectaba   polisomas   de    reticulocito   sintetizaban

grandes   cantidades   de   g]obina   y   en   este   caso   no   se      obser-
vaba   el    fen6meno   de   saturaci6n   de   la   traducci6n   que   ocurrra

al     inyectar   mRNA   de    globina.       Se   demostr6   tambi6n   que    ]os

oocitos   saturados   con   polisomas   de    reticulocitos   sintetiza-

ban   globina   con   una   velocidad   5    veces   mayor   que    la   observada

para   oocitos   que   habfan    sido   microinyectados   con   cantidades
saturantes   de   mRNA   de   globina.       La   explicaci6n    a   esta

saturaci6n   de   la   capacidad   traductora   del    oocito   que   no   es

observada   al     inyectar   polisomas    puede   ocurrir,  pero  segdn.los

autores,  por  una  ieficiencia  en   los  factores  de   iniciac'i6n   del   cocito;
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por   la   existencia   de   baj.os   niveles   de   tRNA   o   par   la   exis-
tencia   de   una   poblaci6n   muy   pequefia   de    ribosomas   activos.

Los   estudios    hechos   por    Lingre]    y   Woodland    (161)    demostra-.

ron   que    la   srntesis    de   globina   en   oocitos    de   X.Iaevis

microinyectados    con    mRNA   de    globina   no   estaba    limitada   por

los   factores   de    iniciaci6n   del    oocito   y   observaron   que   la

cantidad   de    ribosomas   en    polisomas   es   de   un   2,5%,   porcenta-

j.e   que   no   varra   a]     inyectar   cantidades   saturantes   de   mRNA
de   globina,    lo   que   hace   pensar    la   posibilidad   de   que   en   el

oocito   exista   una   gran   poblaci6n   de    ribosomas   no   activos

en   el    proceso   de   sfntesis   proteica,   por   lo   que   su   capacidad

traductora   serra   fscilmente   saturable.
En    relaci6n    a    la   poblaci6n    de   tRNA   presente   en   el

oocito,    Denis    y   col.    (162)    demostraron    que    la   mayor fa   de

los   tRNA   presentes   en   oocltos   crecidos   dif iere   en   comporta-

miento   cromatogr5fico   con   el    tRNA   extraido   de   otras   c€1ulas

a   pesar   de   que   el    tRNA   presenta   un    comportamiento   similar

en    varladas   especies.

Esta   diferencia   de   comportamiento   del    tRNA   proveniente

de   ovario   de    X.Iaevis estarfa   dada   por   un   procesamiento    in-
completo   que   podrra   ser   un   modo   de    regular   la   srntesis    pro-

te i ca a

Los   estudios    de    Gatica  yAllende(163)    en    relaci6n    a    la

aminoacilaci6n    de    tRNA   microinyectado   en    oocitos   de    X.Iaevis

han    demostrado   que   al     inyectar   una   mezcla    de    tRNA   de    levadura

en    que    la   cantidad   de    tRNA   sr)brepasa   2,5    veces    J®s   niveles

existentes   en   el    oocito,    Ia   aminoacHaci6n    de   estos   tRNAs

ocurre   en    forma   eficiente.       Resultados   siml]ares   se   obtuvie-

ron    al    microinyectar   tRNA   puro   de   fenilalanina   y   estudiar

la    formaci6n    de    fenilalanil-tRNA.       Estos   experimentos    indican

que    las    sintetasas   o   al    menos    la    sintetasa   de   fenilalanina
estarfan   presentes   en   cantidades   saturantes   en   el   oocito.
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Los   estudios   de   Woodland    (164)    tendientes   a    demostrar

la   existencia   de   una   poblaci6n   de    ribosomas    inactivos    fueron

bastante   concluyentes   a]    estudiar   el    contenido   de    ribosomas

y   polisomas   en   oocitos   y   embriones   de   X.Iaevis   en   diferentes
estados   de   degarroHo.      Se   observ6   que   en   e]   oocito   total-

mente   crecido   el    porcentaj.e   de    ribosomas   en   polisomas   es   un

1%    y   este    valor   aumenta   a    un    2,8%   en    la   maduraci6n.       EI

proceso   de   ferti]izaci6n   causa   un   aumento    inmediato   de   este

porcentaje   que   se   eleva   a   un    17%   despu€s   de   45   minutos,    para
llegar    finalmente   a   un    85%    -90%   en   el    estado   41    que   ocurre

alrededor   de   3    dfas   despu6s   de    la    fertilizaci6n.       El    cambio

observado   en   el    porcentaj.e   de    ribosomas   en    polisomas   despu€s

de    ]a   fertilizaci6n,   ests   en    relaci6n   directa   al    cambio   en

la   velctcidad   de   sfntesis   proteica   observado   en   esas   condi-

ciones.       Se   observ6   que    los    ribosomas   eran   movilizados   a

polisomas   en    tres    fases   muy   clef inidas,    una    de   ellas   ocurre
en   el    proceso   de   transformaci6n   del    oocito   a   huevo,    la

segunda   con   un    r6pido   aumento   despu€s   de    la   fertilizaci6n

que   permanece   constante   hasta   el    f in    de   m6rula   y   f inalmente
la   tercera   alrededor   de   los   estados   25   a   30   donde   e]    por-

centaj.e   aumenta    rapidamente   para    llegar   entre   un   85   a    90%

en   el    estado   40   a   41.       Woodland   plantea   que   estos    ribosomas

serran   de   origen   materno,    Io   que   concuerda   con    los    resulta-

dos   de       Cox      y   col.    (142)    que   demuestran   que   el    oocito   tiene

un   exceso   de    106    ribosomas   sobre    los   existentes   en   otras

c6Iulas,    los   que   serran    suficientes   pare   unas   30.000   cglulas

y   tambi€n    suficientes   para    llegar   al    estado   42    del    desarrollo
embrionario.       Una   conf irmaci6n   a   este   planteamiento   fue   dada

Por    Elsdal   y   col.    (165)    demostrando   que    los    mutantes   anuclea-

dos    de    X.Iaevis que   no   sintetizan          rRNA   muestran    graves
defectos   metab6Iicos   s6lo   alrededor   del    estado   40   en    la

emb r iog€ne s i s .

Este    fen6meno   de   movHizaci6n    de    ribosomas   a   polisomas

ha    sido   observado   tambi6n   en   otros    sistemas   como   A.sanna.
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En   este   sistema   los   extractos   provenientes   de   quistes   pre-

sentan   una   srntesis   proteica   muy   baj.a   y    la   poblaci6n    ribo-

somal    consta    casi    exclusivamente   de   monosomas.    Con   el

proceso   de   hidrataci6n   del    quiste,   en   que   se    inicia   el
desarroHo,    la   proporci6n   de    ribrtsomas   en    polisomas   aumenta

rapidamente.       Bacharovay   De   Le6n(166)    demostraron    que   en

huevos   maduros   de    rata,    aproximadamente   el    log   de    los    ribo-

somas   est5n   en   polisomas   y   el    resto   est6   en    forma   de   sub-

unidades    ribosomales   y   monosc>mas,    inactivos   en    la    srntesis

proteica   dirigida   por   poli    U;    concluyen   que   aparentemente
estarfan   giiardados   para   su   uso   posterior   en   el    desarroHo

emb r iona r io .

La    idea   de    ribosomas   "guardados"   fue   estudiada   por

Burkholder   y   col.    (167)    haciendo   estudios   de   cortes    de

oocito   de    rata   al    microscopio   e]ectr6nico,   derroscrando  due  en  el

citoplasma   de   estos   oocitos   existen   unas   estructuras   muy

ordenadas,    semejantes   a   mallas   cristalinas.    La    ruptura   de

estas   estrLicturas   producfa    la    liberaci6n   de   partfculas   muy

similares   a    ribos®mas   que   estaban    constituidas    par   RNA   y

proternas.      Estas   estructuras   se   destrufan   al    realizar   un
tratamiento   suave   con   tripsina,1o   que   hace   pensar   que

estas   estructuras   est5n   formadas   probablemente   por   ribo-

somas   unidos   entre   sf   por   proternas   y   que   permanecen   en

esta   forma   hasta   despu6s   de    la   fertilizaci6n.    Estructuras

similares   se   han   observado   en   oocitos   de   conej.o   y   en   ooci-

tos   de    lagarto   en   hibernaci6n   en   donde    la    srntesis   protei-

ca   es   muy   baja   y   aumenta   varias   veces      en   el    perrodo   de

verano9    al     igual    que    se   observa   un    desaparecimiento   de   estas

estructuras   cristalinas   que   est6n   constituidas   por   mono-

somas   y   se   encuentran   en   el    citoplasma    (168).

Estudios    preliminares    de   Steiner`t`r    y    col.     (169)    han

demostrado   la   presencia   de   estructuras   citoplasmaticas

muy   ordenadas   que   aparenteflente   estarran   constiturdas   par
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ribosomas,    y   que   desaparecen   progresivamente   despu€s   de    la

maduraci6n    siendo    reemplazadas   por    retfculo   endoplasmico

rugoso   donde   se   observa   una   gran   cantidad   de    ribosomas.

Los   autores   no   se   pronuncian   en    relaci6n   a   que   estas   es-

tructuras   citoplasmaticas   sirvan   de   atguna   forma   pare   al-

macenar   ribosomas      y   dar   cuenta   de    la   alta   poblaci6n   de

mon6meros   presentes   en   el    oocito    (95%);    sin   embargo    los

resultados   obtenidos   con   otros   sistemas   hacen   pensar   que
los   ribosomas   presentes   en   estas   estructuras   estarfan   de

alg6n   modo   guardados   para    la    fertHizaci6n   y   embriog6nesis

temp ran a .

Los   estudios    realizados   en   esta   tesis   se   han   enfoca-

do   hacia   el    estudio   del    control    post-transcripcional    del

proceso   de   srntesis   proteica.    Con   este   fin   se   ha   analiza-
do    la   capacidad      de   srntesis proteica    in   vitro de   diferen-
tes   fracciones   provenientes   de   homogenizados   de   ovarios

de    Xenopus 'aevis   y su   actividad   se   ha   comparado      con    la

que   presentan   otros   sitemas
y    E.    coli.

in   vitro   coma qermen   de   trigo
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METODOS

Obtenci6n   de   ovario de   Xenopus    laevis.

las   ranas   se   anestesian   sumergi6ndolas   en   un   baho   de
agua   con   hielo   que   contiene   una,.pqquefia   cantidad   de   trlcarna

metosulfato   (anestesia   pare   animales   de   sangre   frfa)   durante
aproximadamente   30   minutos.      Luego   se   operan   haciendo   una

pequefia    incisi6n   en   el    abdomen   pare   extraer   el   ovario;   el
animal    se   sutura,   se   deja   un   tiempo  en   ague   a   toy   se   devuelve

al   estanque   original.
El    ovario   se   mantiene   en   soluci6n   de   earth   y   puede

conservarse   en   buen   estado   durante   4   a   5   dfas   a   4°.

Obtencl6n   de   oocitos   de X.Iaevis   de   diferentes   estados   de
de sa r ro 11 o .

La   obtenci6n   de   oocitos   en   distintos   estados   de
desarrollo   se   efectu6  por   tratamlento   del   ovario   con   colage-
nasa.      Una   hembra   adulta   de   X.1aevls se   arlestesi6   y   se   sac6
el   ovario,   el   que   se   cort6   en   trozos   pequefios.   Estos   trozos

se    incubaron   durante   3   horas   a   25®   con   agltacl6n   suave   y

constante   en   soluci6n   de   Barth   adlcionada   de   colagenasa   en
una   concentraci6n   final    de   5   mg/ml.       Finallzada   la    incubaci6n

los   oocitos   se   lavaron   varias   veces   con   soluci6n   de   Barth

sin   colagenasa   y   se   separaron   de   acuerdo   con   su   tamailo,
mediante   tamices   de   rna"a   nylon   de   diferente   tamaiio   de   poro,
en   oocitos   de   estado   I   y   2.   oocitos   de   estado   3   y   4   y   oocitos
de   estado   5   y   6.      Los   oocitos   de   cada  estado   se   separaron
manualmente   de   cada   uno   de   estos   grupos,   obteni€ndose   asi

c€lulas   aisladas   de   cada   uno   de   los   estados   de   ]a   oog6ne,Sis.

Estudio!    in     vivo. de   sfntesls proteica  en   oocitos   de X . I aev i s ,

Pare   el   an£Hsis   de   srntesis   protelca   en   oocitos  'de
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se    incubaron   grupos   de   5   a   10   oocitos   aislados   rna-

nualmente,   en   0,1    ml    de   una   soluci6n    de   earth     adlcion.ida   de

tJn   amino€cido   marcado   con   3H   en   una   concentraci6n   f inal    de

1    x   10-5   M.       La    incubaci6n    se    realiz6   a   22°   y    la    reacci6n

se   detuvo   agregando   1    ml    de   TCA   al    5%.    Ios   oocftos   Se   ho-

mogenizaron   con   una   varil]a   de   vidrio   y   el    homogenlzado   se

f Htr6   a   trav€s   de   f iltros   de   f ibra   de   vidrlo   GF/A.      Estos
f Htros   se   secaron   baj.o   una    1€mpara   y   la   radioactividad

incorporada   se   midi6   en   un   contador   de   centelleo   empleando

una   soluci6n   de   conteo   para   fHtros.

lncorporaci6n   de   aminoacidos   en   oocitos.

Para   el    analisis   de    incorporaci6n   de   amino€cidos   en

oocitos,   se    incubaron   los   oocitos   en   forma   similar   a   la

realizada   para   determinar   la    incorporaci6n   de   amino5cidos
en   proternas.      La   reacci6n   se   detuvo   agregando   2   ml    de   una

soluci6n   de   Berth   fr fa   sin   amino5cidos;      los   oocltos   intac-
tos   se   transf irieron      a   f Htros   de   f ibra   de   vidrio.   donde

se   lavaron   exhaust-ivamente   con   esta   soluci6n,    Iuego   se   do-
blaron   los   f Htros   y   se   aplastaron   para   romper   los   oocltos.

Los   filtros   se   secaron   y   se   midi6   la    incorporaci6n   total   de

amino€cidos   radioactivos   en   la   forma    indicada   anteriormente.

Determinacl6n   del    contenido   de    ribosomas      en   oocftos   de

estados   1    y   6   de   desarrollo.

El    contenido   de    ribosomas   en   oocitos   de   estados    1    y   6

se   determin6   haciendo   una   homogenizaci6n   de   estos   oocitos

aislados   en    una    soluci6n    que    contenra   Tris-HC130   mM      pH    7,2

MgAc2    10    mM9    KCI    50   mM,    B-mercaptoetanol    2    mM      y    sacarosa

250   mM.       Los   homogeneizados    se    centrifugaron    15   minutos   a

20.000   x  i  y   la   fracci6n   sobrenadante   se   centrifug6   durante
2   horas   a   150.000   x   i.      El    precipitado   que   contenfa   los
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ribosomas,    se   resuspendl6   en   una   soluci6n   de   NH4Cl    0.5   M

y   se   volvl6   a   centrifugar   del   modo   ya   descrito.   Flna"zada
la   centrifugaci6n.   el   preclpltado   se   resu§pendi6   en   la

mlsma   soluci6n   usada   para   la   homogeneizaci6n   del    teJldo   y

se   determin6   la   absorbancla   de   la   soluci6n   a   260   nm.    EI

porcentaje   de   ribosomas   recuperados   se   calcul6   agregando,

:::::I::  ::  ,,:::::::z::i:::r::am:::::::  :::cu[3;:!::t:::iba
que   se   obtuvleron   lncuband®   trozos   de   ovarlo   durante   Coda
la   noche   en   una   solucl6n   de   Barth   con   el    amino6cido

radioactivo   a   uno   concentraci6n   f lnal    de   10-6   M.

aracl6n u r i f i cac i 6n de' inhibidor   de la   sintesis

protelca.

Pit¢paitacl6n  de  bobh¢nada:n±e  de   150.000   x  g  d¢  ova.hla

de   Xenoptt6   taev{6.

Se   homogeneizaron   30   g   de   ovario   cortado   en   trozos

pequefios   en   un   homogenelzador   de   Dounce   con    120   ml    de   una
soluci6n   que   contenia   Trls-ncl    50   itiM   pH   7.4.    Kcl    30   mM,

MgAC210   mM.    8-mercaptoetanol    2   mM   y    sacarosa    250   mM    (solu-

cl6n   de   homogeneizaci6n).    El    homogenelzado   se   cantrifug6

durante   30   minutos   a   20.000   x  a  y   el    sobrenadante   de   esta

con.rlfugacl6n   se   f Htr6   par   gaga   y   se   centrifug6   durante
2   horas   a   150.000   x   g.   El    sobrenadante   de   esta   centrifuga-

ci6n   se   preclpit6   agregando   sulfato   de   amonlo   s6lido   haste
tenor   un   40%   de   saturaci6n,   mantenlendo   el    pH   alrededor   de

7.a   y   se   centrifug6   durante   15   mlnutos   a   20.000   x   g.    EI
sobrenadante   de   esta   centrifugaci6n   se   preciplt6   entre   40

y   60%   de   saturaci6n   con   sulfato   de   amonio,   se   centrifug6
15   minutos   a   20.000   x   a  y   el    precipitado   se   resuspendi6   en

la   soluci6n   de   homogeneizaci6n.    Se   agreg6   gHcerol    neutrall-

zado   hasta   tener   una   concentracl6n   f inal    de   50%   y   la  solacl6n
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concentrada   de   protefnas   se   guard6   a   -20°.

Pun.16ic.aci6n   de.A  Anhlbidon.   de.  &a  blndQ,bib   pn.o±QlcaL  pan.

c.&om¢togftct6{a   a"   a,ofuLmn¢6   de   OEAE-cefufo6a.

Se    prepar6   una    columna    de    I.6      x    13    cm   de    DEAE-

celulosa    DE-ll     (Whatman)    y   se   equilibr6   con   250   ml    de   una

soluci6n    Tris-Hcl    30   mM   pH    7,2;    Kcl    30   mM   y   B-mercaptoe-

tanol    2   mM.       Se   coloc6   una   alfcuota   del    liquido   sobrenadan-

te    (70   mg   de   protefnas   totales)    obtenido   de   un   homogene`izado

de   ovario   de   X.Iaevis centrifugado   a   150.000   x  i  precipita-
do   con    sulfato   de   amonio   entre   40   y   60%   de   saturacl6n   y

dializado   contra    la   misma   soluci6n   que   se   us6   para   equilibrar

la   columna;    la   columna   se    lav6   con    75   ml    de   esta   misma

soluci6n   amortiguadora   y   se   eluy6   con    75   ml    de   una   soluci6n

de    Kcl     loo   mM   y    f inalmente    con    75    ml    de    una    so}uci6n    de

KCI    ZOO   mM.        Se    determin61a    absorbancia    a    280   nm   de    cada

fracci6n   y   luego   se   ensay6   actividad   de    inhibici6n   de    la

sfntesis   de   !po]ifenilalanlna   dirigida   por   Poli    U.       Las

fracciones   que   presentaron   una   mayor   actividad    inhibitoria

se   j.untaron   y   precipitaron   con   sulfato   de   amonio   entre   0

y   80%   de   saturaci6n;   esta   soluci6n   se   centrifug6    ]5   minutos
a   20.000   x   i  y   el    precipitado   se   disolvi6   en   una   soluci6n

que    contenfa    Tris-HCI     30    mM    pH    7,2,     DTT    I    mM    y   50%    de

glicerol.       Esta    so]uci6n    se    guard6   a    -ZOO.

Pan.A6ica,cA6yL   dQ.A   ly\hibfdoit  de.  &a   bln±e.bib   pno±e,;ca  pon.

6iR±haLc.lan   a.n   co&umyLas   de.   Se.phadQ*  G-200 .

Se   hizo   una    suspensi6n   de    Sephadex   G-ZOO    (tamafio   de

partfcula   40   a   120   ti)      en   agua   y   se   dej.6   hidratar   durante
tres   dras   a   temperatura   ambiente.    Se   prepar6   una   columna

de    I,2   x   74   cm   que    se   equilibr6   con    so]uc.i6n    de   Tris-HCI

30    mM    pH    7,2,     Kcl     50    mM    y    DTT    I     mM.        En    esta    columna    se
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coloc6   una   alfcuota   (7   mg   de   proternas   totales)    de   una

preparaci6n   que   contenfa   e]    inhibidor   de   la   srntesis   pro-
teica   purif icado   por   DEAE-celulosa   en    la   forma   descrita   en

el    parrafo   anterior   y   se   eluy6   con    la   m]sma   soluci6n   de

equllibrio   del    gel.       El    fluj.o   se   aj.ust6   a   6   ml/hora   y   se

recogieron    fracciones   de   I,5   ml.      Se   determin6    la   absorban-

cia   a   280   nm   y   la   actividad   de    inhibici6n   de    la   sfntesis

de   polifenilalanina   de   cada   fracci6n.    Las   fracciones   que

presentaron   ilna   mayor   actividad   se   juntaron   y   se   concen-
traron   par   f iltraci6n   por   membranes   de   colodi6n   que   exclufan

partfculas   de   peso   molecular   mayor   de   70.000.       La   -
soluci6n   concentrada   de   protefnas   se   guard6   a   4°   con    log   de

glicerol.       En   estas   condiciones    la   preparaci6n   de    inhibidor
es   estable   alrededor   de   4   dras.

P re pa rac i 6n y   purif icaci6n   de    ribosomas   de ovario   de   X.Iaevis

Los    ribosomas   contenidos   en   el    precipitado   obtenido

despu€s   de   la   centrifugaci6n   del    homogenizado   a    150.000   x   i

se    resuspendieron   en    la   soluci6n   de   homogenizaci6n   sin   saca-

rosa   y   con   cloruro   de   amonio   0,5   M   y   se   centrifugaron   durante

4   horas   a   150.000   x   g.      El    sobrenadante   de   esta   centrlfuga-

ci6n,    que   denominaremos    lavado   ribosomal  ,    se   precipit6   con

sulfato   de   amonio   entre   0   y   80%   de   saturaci6n   en    la   forma

descrita   y    se   guard6   con    50%   de   glicerol    a    -ZOO.      El    preci-

pitado   que   contiene    los    ribosomas    se    resuspendi6   en    la   solu-
ci6n   de   homogenizaci6n   y   se   centr?fug6'  durante   2   horas   a
150.000   x   i.      El    precipitado   se    resuspendi6   nuevamente   en

soluci6n    de   homogenizaci6n   y   se   guard6   a    -ZOO   en   alfcuotas

de    loo   ul,    en   una   concentraci6n    final    de    120   unidades   A26o/

ml.      Con   este   procedimiento   se   obt!erien    los    ribosomas   que

denominaremos   "lavados".      Para   obtener   ribosomas    '!crudos"

se    realiz6   el    procedimiento   ya   descrito,   pero   los    ribosomas

no   se    lavaron   con   cloruro   de   amonio   0,5   M.
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try=La_ci6n_de__frgccien_sp_br9_r_aden_t_±_d_e]_5_0±9__PQ_+|±

±±±±gsQ_p_as   de_  _gerTen   de_  _t_rLe.

En   un   mortero   se   homogeneizaron    120   g   de   germen   de

trlgo   comercial    con   25   g   de   arena   y   150   ml    de   una   soluci6n

que    contenfa   Tris-Hcl    50   mM   pH    7,4,    Kcl     50   mM,    MgAc210   mM,

a-mercaptoetanol    2   mM   y   s®carosa   250   mM    {soluci6n   de   homo-

genelzaci6n).    Flnallzada    la   homogeneizaci6n,    se   centrifug6
durante   20   minutos   a   20.000   x  i  y   el    sobrenadante   se   f Htr6

por   gasa   y   se   centrifug6   durante   2   horas   a   150.000   x   i.    EI
sobrenadante   obtenido   de   esta   centrifugacf 6n   se   preciplt6

con   sulfato   de   amonio   entre   un   40   y   Bog   de   saturacl6n.   man-
teniendo   el    pH   alrededor   de   7,0   mediante    la   adlcl6n   de

hidr6xldo   de   amonio.    Se   centrlfug6   durante   15   minutos   a

20.000   x  a  y   el    precipitado   se   resuspendi6   en   un   mfnimo

volumen   de    la   soluci6n   de   homogenelzaci6n9   agregando   f inal-

mente   glicerol   haste   Hegar   a   una   concentraci6n   final   de

50%.    Esta   soluci6n   se   guard6   a   -Zoo.
Purif lcaci6n   de   ribosomas:    El    preclpitado   de   rlbosomas

obtenido   despu6s   de   la   centrlfugacl6n   de   2   horas   a   150.000

x   i  se   resuspendi6   en   soluci6n   de   homogeneizaci6n,   a   la   que

se   agreg6   previamente   cloruro   de   amonio   hasta   tener   una
concentracl6n   f inal    de   a,5   M   y   se   centrifug6   durante   4   horas

a   150.000   x  g.    El    sobrenadante   se   descart6   y   el    preclpitado

que   contenfa   los    ribosomas   se   resuspendi6   en   soluci6n   de
homogeneizaci6n.    Esta   soluci6n   de   centrlfug6   durante   2   horas

a   150.000   x   a  y   se   resuspendi6   en   un   pequefto   volumen   de

soluci6n   de   homogeneizaci6n.    Se   tom6   una   alfcuota   de   esta

Soluci6n   y   se   determin6   la   absorbancia   a   260   nm.    La   soluci6n

de   rlbosomas   se   Hev6   a   una   concentraci6n   de   ZOO   unidades

A26o/ml    y   Se   guard6   congelada   a   -20®   en   alfcuotas   de    loo   ul.
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Purif icaci6n   de    los factores   de   elongaci6n EF-I    y    EF-2    de

_g_e_rp_en    de    tri_g_o.

La   purif icaci6n   parcial    de    los   factores   de   elongaci6n

EF-1    y   EF-2    se    realiz6   en   dos   etapas   que    incluyeron   una

cromatograffa   en    columnas   de    Sephadex   a-ZOO   y   una   cromatogra-

f fa   posterior   en    columnas   de   DEAE-celulosa.

Cromatograffa   en    columnas   de   Sephadex   G-ZOO:       Se

efectu6   en    una   columna    de    Sephadex   G-ZOO    (I,8   x   66    cm)

equHibrada    con    una    soluci6n    de   Tris-Hcl    50   mM   pH    7,5,    Mgc12

]0   mM,    KCI    50   mM   y   a-mercaptoetanol    5   mM.       Se    coloc6   una

alfcuota   (15   mg   de   protefnas   totales   de   un   sobrenadante   de

germen   de   trigo   centrifugado   a   150.000   x   g  y   precipitado
con    sulfato   de   amonio   entre   40   y   80%   de   saturaci6n   que

contiene    los   factores   de   elongaci6n.      EI    flujo   de    la   columna

se   ajust6   a   6   ml/hora   y   se    recogieron   fracciones   de   2   ml.

Se   midi6    la   absorbancia   de    las    fracciones   a   280   nm   y   en

seguida    se    l€s    determin6      actividad   de   EF-1    y   EF-2   en    la

forma   expuesta    a  .continuaci6r7.

Las   fracciones   que   contenfan    la   actividad   de   EF-I

se   juntaron   y   precipitaron    con    sulfato   de   amonio   a   80%   de

saturaci6n   y   el    precipitado   se    resuspendi6   en   un   mfnimo

volumen    de    soluci6n    de   Tris-HCI    50   mM;    8-mercaptoetanol

5   mM   y   50%   de   glicerol    y   se   guard6   a    -20®    .       Las    fracciones

con   actividad   de   EF-2   se   juntaron   y   se   continu6    Ia   purifi-

caci6n   mediante    una   cromatograffa   en    DEAE-celulosa.

Cromatograffa   en       columnas    de    DEAE-celulosa:       Se

prepar6    una    columna    (I,6    x    10    cm)    de    DEAF-celulosa    (DE-11)

y    se    equilibr6   con    una    soluci6n    de   Tris-HCI    50   mM      pH    7,5

Kcl    50   mM,    Mgc]210   mM   y       a-mercaptoetanol    5   mM.       La    f rac-

ci6n    con   actividad   de   EF-2    se    coloc6   en    la   columna   que    se

]av6   con    50   ml    de    la   soluci6n    de   equilibrio.    La   actividad

de   EF-2    se   eluy6   de    la   columna   mediante   una   soluci6n    de    Kcl
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loo   mM   en   el    tamp6n    indicado   anteriormente.         Las   f racciones

que   presentaban   esta   actividad   se   precipitaron   con   sulfato
de   amonio   a   80%   de   saturaci6n,    se   centrifugaron   y   el    preci-

pitado   se    resuspendi6   en   un   pequefio   volumen   de    solucl6n   de
Tris-Hcl    50   mM       pH    7,5    y    B-mercaptoetano]    5   mM.       Se    agreg6

50%    de   glicerol    y    la    soluci6n    se   guard6   a    -ZOO    .

Formaci6n    de complejo    EF-I:

[_3H]
EI     complejo       EF-1: GTP      se    form6    incubando   Tris-

Hcl     10    mM    pH    7,2,     MgAc21`-0   -mM,     KCI     loo    mM,      3H    -GTP     (actividad

especffica    1000   mci/mmol)    20  uM,    y    10  ug   de    sobrenadante   de

germen   de   trigo   precipitado   con    sulfato   de   amonio   entre   40

y   80%      de   saturaci6n      o   una   fracci6n   parcialmente   purif icada
de   EF-1    de   germen    de   trigo.    La    reacci6n    se    incub6   durante

5   minutos   a   0°    ,    se    detuvo   por   diluci6n    con   2   ml    de   una

soluci6n    fria   que    contenra   Tris-HCI    30   mM       pH    7,4,    Kcl    30   mM

y   MgAC210   mM   y    se    f iltr6   en    f iltros    de   nitrocelulosa    los

que   se   secaron   y   contaron   en   un   sistema   de   centelleo.

Determinaci6n   del    factor   de elongaci6n    EF-2    por   ADP-ribosi-

I ac i 6n catalizada   por   la   toxina   dift6rica.

La    reacci6n   de   ADP-ribosilaci6n   del    factor   de   elonga-

cl6n   EF-2    de   germen    de   trigo   catalizada   por   la   toxina   dift6-

rica   se   realiz6   de   acuerdo   al    procedimiento   descrito   por
Col  I  ier    y   Traugh    (171)  .-

(1)         EF-1: GTP   g=   complejo   b.inario   entre   el    factor

de   elongaci6n    1    y    GTP.
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La    reacci6n,   en   un   volumen    de   0,I   ml    contenfa   Tris-

HC'     30    mM,

d i f t€ r i ca '
pl!Hj;:; DTT    2    mM,     EDTA    15    mM9    20    ug    de    toxina

NAD+    (actividad   especrfica    1000   mcl/mmol)

0,4   uM   y   cantidades   variables   de    factor   de   elongaci6n   EF-2.

La    reacci6n    se    incub6   durante   20   minutos   a   37°.    se   detuvo

agregando   1    ml    de   TCA   al    5%,    y   se   filtr6   por   fHtros   de    fi-

bra   de   vidrio   GFC   que   se   colocaron   en   frascos    con   3   m]    del

lrquido   de   centelleo   descrito   en   Materiales.    La    radloacti-

vidad    retenida   en    los   filtros   se   cont6   en   un   contador   de
centeHeo   (Delta   300,    Searle   Analytic   Co.).

Uni6n   enzimatica   de fenila]anH-tRNA   a    ribosomas.

La   mezcla   de    incubaci6n   contenfa   en   un   volumen    de

0,1     ml,    Tris-Ac    30    mM       pH    7,2,     MgAc2     7,5    mM,    Kcl     75    mM,

DTT     I     mM,

GTP     I     mM,

Ol;5!a 2,0   unidades   A26o    de    ribosomas    lavados,

fenilalanil-tRNA   (actividad   especff ica    100

mci/mmol)    25   pmoles   y   10   ug   de   una   fracci6n    sobrenadante   de

germen   de   trigo   precipitada   con   sulfato   de   amonio   entre   40

y   80%   de   saturaci6n   que   contiene   el    factor   de   elongaci6n
EF-I.    La    reacci6n    se    incub6   durante   20   minutos   a   37°y   se

detuvo   con    3   ml    de   una   soluci6n    que   contiene   Tris-Ac   30   mM

PH    7.4,    Kcl     30   mMyMgAc210    mM,    se    filtr6   en    filtros    de    ni-

trocelulosa,    Ios   que   se   secaron   y   se   contaron   en    frascos  con

3   ml    de    lrquido   de   centeHeo.

ribosomas,   omitiendo   el    GTP   y   el    sobrenadante   de   germen   de

trigo;    la   concentraci6n    de   MgAc2    se   elev6   a    15   mM



volumen    de    0,1    ml    que    contenra   Tris-Ac    30   mM       pH    7,29    MgAc2

7,5    mM,     Kclr75.   mM,     GTP     I     mM9     DTT    2    mM,     50    ug    de    Poll     U,    25

['4c]pmoles   de fenilalanH-tRNA    (actividad   especff ica    loo

mci/mmol)    y   una   alfcuota   de   un    sobrenadante   de   germen   de

trigo   (10   ug   de   proternas   totales)    preparado   en    la   forma

descrita   anteriormente   o   los   factores   de   elongaci6n   EF-1    y

EF-2    parcialmente   purificados   de   germen   de   trigo.    La   reac-

ci6n   se    incub6   durante   20   minutos   a   37°y   se   detuvo   agregan-

do   1,5   ml    de   una    soluci6n    de   TCA   al    5%    frfo.    Los    tubos    se

calentaron   a   90°durante    15   minutos,    se   enfriaron   y   se    fil-

traron   en    filtros   de   fibra   de   vidrio    (Whatman   GF/A);    los

filtros   se   secaron   y   contaron   en   un   sistema   de   centeHeo.

P re pa rae i 6n de   pol  isomas   de hrgado   de    rata.
Para   la   preparaci6n   de   polisomas    libres   de   hfgado   de

rata   se   sigui6   la   t6cnica   descrita   per   Blobel    y  Potter   (172)

con    las   modif icaciones    introducidas   par   Ramsey   y   Steele   (173)..

Sfntesis   de protefnas   en   un sistema   que emplea   polisomas
aislados   de   h rgado   de   rata.

La   sfntesis   proteica   en   un   sistema   que   usaba   polisomas

aislados   de   hrgado   de    rata   se    realiz6   en   un   volumen   de   50   ul

que    contenra    Hepes    20    mM       pH    7,6,    KAc    loo   mM,    MgAc2    4    mM,

DTT   25uM,    ATP    1    mM,    GTP    20    uM,    creatrnfosfato    7,5    uM,

creatin-fosfoquinasa   40   ug/ml,    tRNA   total    de   hrgado   de    rata

:;:  uF;!'
soluci6n   de   amino6cidos    frfos    (sin   metionl.na)    50

metionina    (actividad   especffica    1330    Ci/mmo])     10

uci,10   tig    (protetnas   totales)    de   un    sobrenadante   obtenido

par   centrifugaci6n   de   un   homogenizado   de   hfgado   durante   2,5
horas   a    150.000   x   i,   precipitado   con   sulfato   de   amonio   entre

40   y   70%    de    satu-raci6n       y   dializado   contra   una   soluci6n    de

Tris-Ac   20   mM,    pH    7,5    y    3    mM   B-mercaptoetanol,    y    1    a    2    unida-

des   A26o   de   polisomas   aislados   de   hfgado   de    rata.    La    reacci6n
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se    incub6   durante   30   minutos   a   30°   y   se   detuvo   agregando

metionina   fr fa   para   .tener   una   concentraci6n    final    de    I    mM

y   TCA   al    5%    frfo.       Esta    reacci6n    se   calent6   durante    15   min.

a   90°'    y   se   filtr6   a   travgs   de   f iltros   de   fibra   de   vidrio

que   posteriormente   se   contaron   en   un   sistema   de   centeHeo.

P re pa rae i 6n y   purif icaci6n   de fen i I al an i I  -t RNA.

Pn.a.pahac.i6n   dQ. [4c] 6eyt£&oueanl&~±RN^®

La    reacci6n    de   aminoacHaci6n    de   tRNA   de    fenHalanina

se    realiz6   en   un    volumen   de    10   ml    que   contenfa:    Tris-HCI

loo    mM    pH    7,4;     ,'..AC210

tRNA   total    de    levadura,

cf f ice    loo   mci/mmol)    2   x
HiERE
'0

ATP    5    mM.     DTT    3    mM9    20    mg    de

fenilalanina    (actividad   espe-
5    M   y    una    alfcuota    (10   mg

proternas   totales)    de   un   sobrenadante   de   150.000   x   i  de

germen   de   trigo   precipitado   entre   40   y   60%   de   saturaci6n
con   sulfato   de   amonio.       Esta   fracci6n   enzim6tica   que   contiene

la   aminoacil-tRNA   sintetasa   de    fenilalanina,    se   dializ6

durante   3   horas   contra   una   soluci6n   que   contenra   Tris-Ac

30    mM       PH    7,5,     MgAc210    mM9     y    B-mercaptoetanol    2    mM.

La    reacci6n    se    incub6   durante   45   minutos   a   30°   y   se

detuvo   agregando   una   soluci6n   de   acetato   de   potasio   al   20%

pH   5,0   hasta   una   concentraci6n    f inal    de   2%.       Se   agreg6
luego   un   volumen    igual    de   fenol    destilado    (saturado   con

agua),   se   agit6   fuertemente   y   se   centrifug6   durante   10

minutos   a   20.000   x   g..       Se   separ6    la    fase   acuosa   y   la   fase

fen6lica   se    reextraj.o   con    10   ml    de   H20   y    I    ml    de   acetato

de   potasio   al    20%   pH   5,0.       La    fase   acuosa   se   junt6   con    la

obtenida   en    la   centrifugaci6n   anterior,    se   agregaron   2,5

vol6menes   de   etanol    absoluto   a   -20°y   se   dej6   toda   la   noche

a   esa   temperatura.    Al    dfa   siguiente   se   centrifug6   la   solu-

ci6n   durante    ]0   minutos   a   20.000   x  i  y   el    precipitado   se

liofiliz6   a   sequedad    ,   para   luego    resuspenderlo   nuevamente
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en   acetato   de   potasio   5   mM   pH   5,0   y    reprecipitarlo   con

etanol    absoluto   durante   4    horas   a    -ZOO.       El    precipitado

se   centrifug6   nuevamente   en    la   forma   ya   descrita,    se    lio-

filiz6   a   sequedad   y   se    resuspendi6   en    soluci6n   de   acetato

de   potasio

pmoles/ml    de:  m[4,I"
5,0   a   una   concentraci6n    final    de   2500

fenilalanil-tRNA.       Esta    soluci6n    se

guard6   congelada   a    -Zoo.

Puhi6icaci6n  de. 6Q.yLl&a&anl&~±RNA   pod.   cn.oma±ogn.a6la
e»  PEA::a:::::::a::::a::?d|.4c]

fenilalanH-tRNA   se    realiz6
de   acuerdo   al    proc.dimiento   descrito   por   Rahaminoff   y   col.
•(1`7.4)      la    resina   BD-celulosa    se    lav6   previamente   con   una

soluci6n    que    contenia    KAc    50    mM,    pH    4,7,    MgAc210    mM9    Nacl

I,5    M      y   etanol     15%    (v/v).    Se   emple6   una    columna    de    I,2    x

15   cm   equilibrada   con    una    soluci6n   q

i:!cPH    4,7,    MgAc210    mM    y    Nacl      I     M.     EI

ontenra    KAc    50   mM,

fen i I a I an i I  -t RNA
se   disolvi6   en    la   misma    soluci6n    de   equHibrio   de    la   co-

lumna   en    una   concentraci6n   de    150   unidades   A26o/ml;    Se   Colo-

c6   en    la   columna   y    se   lav6   con    la   soluci6n    de   equilibrio

hasta   que
0,0'.    E'

que   conten

uido   tuvo   una    absorbancia   a   260   nm   menor   que

fenilalanil-tBNA   se   eluy6   con   una    soluci6n

50    mM        pH    4,7;     MgAc210    mM;     Nacl      I,5    M    y

etanol    15%    (v/v).    Se   midi6    la   absorb;ncia   a      260   nm   de    las

fracciones   eluidas   y   tambi6n    se   determin6    la    radioactividad

en   una   alfcuota   de   cada   fracci6n.    Con   estos   datos   se   calcu-

16   la   actividad   especrfica   de   cada   fracci6n    ,    se   juntaron

las    fracciones   que   presentaban    la   mayor   actividad   especf-

f ica   y   se   precipitaron   con   dos   vol6menes   de   etanol    absolu-

to   durante   toda    la   noche   a    -ZOO,   para   despu6s   centrifugar

y   resuspender   el    precipitado   en   una   soluci6n   de   acetato   de
sodio    1     mM       pH    5,0.
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Preparaci6n   de   N-acetil fen i I a I an i  I  -t RNA .

I.a   acetHaci6n

en   base

::  a[,4i

de'  [4! fenilalanil-tpNA   se    realiz6

t6cnica   descrita   por   Haenni    y   Chapevi.lle   (175).

fenilalanil-tRNA    (0,1    mq)    se   prepar6   en    ]a

forma   ya   descrita   y   se   junt6   con   un   volumen    igual    de   acetato

de   potasio   saturado   pH   5,0   y   se    incub6   a   0°   agregando   loo

ul    de   una    soluci6n   concentrada   de   anhrdrido   ac6tico   en
alfcuotas    de   20   ul    cada    10   minutos   hasta   completar   una   hora

de    incubaci6n.       La    reacci6n    se   detuvo   agregando   un   volumen

igual    de   agua    bidestilada   y   dos   volumenes   de   etanol    absoluto

a    -200.       La   mezcla   de    incubaci6n    se   dej.6   durante   3   horas   a
-ZOO   y    luego   se   centrifug6   durante    15   minutos   a   20.000   x   g.

EI    precipitado   de    tnNA   se   disolvi6   en   H20   y   se   dializ6   toda

la   noche   a   4°   contra   una   soluci6n   de   acetato   de   potasio   1    mM

pH    5.0.

Para   comprobar   la   acetilaci6n,   el    N-acetil [4c]fen"-
alanil-tRNA   se    desacil6    incubandolo   a   pH    8,5    durante    15   mi-

nutos   a    37°    y   se    sembr6   en    una   hoja   de    papel    Whatman    N°1

(50   x   10   cm)    para    realizar   una   electroforesis   a    1400   voltios

durante   75   minutos   usando   una   soluci6n    de   electrodo   de

€cido   f6rmico   0,5   M.       Finalizada   la   electroforesis   se   sec6

el    papel,    se    revel6   con    una    soluci6n    de    nlnhidrina   al    0,3%

en   acetona,   y   se   cort6   en   trozos   de   1    cm   de    largo   que   se

contaron    individualmente   en    ]fquido   de   centeHeo.

Sfntesis   de fen i I a I an 11  -pu rom I c ina .

Se    realiz6   una   uni6n   no   enzimstica f en i I a I a -

nil-tRNA   a    ribosomas    lavados   de    X.Iaevis   en    la    forma    des-

crita   anteriormente    incubando    la    reacci6n   durante    15   minu-

tos   a   37°.       Fina]izado   este   perrodo   de    incubaci6n    se   agre-

96   puromicina    10-4    M   y   EF-2    de   germen    de   trigo   y    se    incub6

por   otros    15   minutos   a   37°.    La    reacci6n    se   detuvo   agregan-
do    I    ml    de    una    soluci6n    de    fosfato   de    potasio   0,1    M   pH    8,0

y e,   r! fenilalanil-puromicina   se   extrajo   agregando   1,5

ml    de   una   soluci6n   concentrada   de   acetato   de   etllo.    Ios
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tubos   se   agitaron    bien,    se   centrifugaron   durante    10   minutos

a   2000   x   i  y   luego   se   tom6      009   ml    de    la   fase   orggnica      y

se   midi6   la    radioactividad   en   una    soluci6n   de   centeHeo

para   muestras    lfquidas    (trit6n-tolueno).

Srntesis   de

I_y-32p]GTP
La   sfntesis   de se   efectu6   segdn    la   t€cnica

descrita   por   Glenny   C`happel  (176)    usando   como   fuente   de   fos-

fato   marcado   una   soluci6n   de   H332P04   que    se   evapor6  en   un

evaporador   rotatorio   y   se    resuspendi6   en      agua,    repitiendo

varias   veces   este   proceso   con   el    fin   de   eliminar   totalmente
e'    5Cj::.reacci6n   de   srntesis   de[y-32P]    GTP   Se

un   volumen    f inal    de   2   ml    que    contenfa    I    mci    de
rLTris-HCI     50.     mM    pH    7,2p    Mgc1210    mM9     a-mercaptoetanol     2    mM9

EDTA    0,5    mM,    NAD+    50    nM,    Scido    3P-glic€rico    0,5    mM,    GTP

I    mM;    NADH    5,5   nM9    600   ug    de    gliceraldehido    -3P-deshidroge-

nasa   y   38   ug   de   3P-glicerato   quinasa.

real  iz6   en
H332po4,

La    reacci6n   se    incub6   durante   60   minutos   a   30°y   se

detuvo   por   calentamiento   en   un    bafiomarra   a    ]00°   por    I    min;

Iuego   se   centrifug6   y   se   descart6   el    precipitado.      EI

sobrenadante    se    purific6   en    una   columna    de   DEAF-SL§pha_dex

!= p]A25    (I    x    10    cm)     Iavada   con    agua   bidestilada.       El 32
GTP-Ise   eluy6   de    la   columna   con   una   gradiente   contlnua   de   bicar-

bonato   de   triet

que   cont                 el 2]
na   pH   7,4   entre   a   y    I    M.       Las   fracciones
_Fl

GTP   se    liofilizaron   a    sequedad,   el
residuo   se    resuspendt6-en   un   mrnimo   volumen   de   ague   bides-

tilada   y   se   guard6   a    -2o°.

[y32pjGTP
La    pureza   del se   comprob6    realizando   una

cromatograffa   del    product-o   en    papel    DEAF,    usando   como

solvente    una    soluci6n    de    formiato   de    amonio   0,6   M   pH    3,I

y   corriendo   en    forms   paralela    soluciones   patrones    de   GTP,
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GOP   y    GNP.       Finalizada    la   cromatograffa,    se    sec6   el    papel

y   se   cort6   en   trozos   de    I    cm   que   se   contaron   en    la   forma
acos t umb rada .

Medici6n    de   actividad

depen d i en te
GTP8sica   del    factor   de

de    ribosomas.
elongaci6n    EF-2

La   medici6n   de    la   actividad   GTPssica   del    factor   de

elongaci6n   EF-2   dependiente   de    ribosomas,    se    realiz6    incu-

bando    10   minutos   a   37°   una   mezcla   de    reacci6n   que   contenfa

en    un    volumen    de    0,I    ml     Tris-Hcl     75    mM.     pH    7,6.     Kcl     30    mM;

DTT   2   mM.    0.5    a    I    unidad   A26o    de    ribosomas    lavados    de   ovario

de    X.Icie.vis    ,    cantidades

EF-2   de   acuerdo   a    la   preparaci6n   usada   y  [y-32P]   GTP   {7,6

cpm/pmol)    4   x    10-5   M.       Finalizada    la    incubaci6n    la    reacci6n

se   detuvo   agregando    I    ml    de   una   soluci6n   de   carb6n   activado

(NoritA)    al     1%    en    H3P04    0,I    M.        Los    tubos    se    agitaron

durante   2   minutos   en   un    Vortex   y   se   centrifugaron    10   minutos

a   2000   x   i.       Se   tom6   0,5   ml    del    sobrenadante   de    la   centri-

fugaci6n   y   se   determin6   el    32P-fosfato   liberado   contando

esta   alfcuota   en   una   soluci6n   para   muestras    lfquidas   que

contiene    lfquido   de    centelleo      y   Trit6n    X-loo    (2:I).

Medici6n    de actividad   de

variables   de   factor   de   elongaci6n

la   peptidil    sintetasa

la   actividad   de    la   peptidil    sintetasa   se   determin6

[£Ff::,::;a:€,;n.;:ar:in:::::enyt.e:;s,i:t:::::::s
n i I  -fen  i I a I an ina .

MI.    Srntesis    de   N-acetil

N-acet i I

f en i , a , a -

fen i I a 1 an i I  -puromicina.
En    un    volumen    final    de    0,I    ml    se    incub6   Tris-Hcl     30   mM

PH    7,2;     MgAc210    mM,     DTT    I     mM,     Kcl     75    mM,     50    ug    de    Poli     U,

0,5   a    I    unidades    de    ribosomas    lavados    y   20   pmoles   de
f=,i

N-acet  i I fenilalanil    tRNA    (purificado   en    columnas    de
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BD-celulosa).    La    reacci6n    se    incub6   durante    15   minutes

a    37:   despu6s   de    lo   cual    se   agreg6   puromicina   a    una

concentraci6n    f inal    de    10-4    M   y   se   continu61a    incuba-

ci6n   durante   20   minutos   mss   a    la   misma   temperatura.    La

reacci6n      se   detuvo   agregando   1    ml    de   una     soluci6n  de    fos-

fato   de    potasio   0,I    M      pH    8.0   y    I,5   ml    de   acetato   de

etilo:    se   agit6,   centrifug6   y   se   tom6   una   alfcuota   de

0,9   ml    de    la   fase   org5nica,    que    se    cont6   en   una   soluci6n

para   muestras    lfquidas.

2.    Srntesis de  E4c] fen i I a I an i I -fen i I a I an i na .

Esta    reacci6n    se    realiz6   b5sicamente   de   acuerdo   a    la

t€cnica    descrita   por   Rahaminoff   y   col.    (174),    usando

fenilalanil-tRNA   puro   cargado   con    fenilalanina    (acilado

en   un   85%).    Ia   mezcla   de    reacci6n   en    un   volumen   de   0,05

ml     contiene    Tris-Hcl     50    mM       pH    7,5,    NH4CI     120    mM;     KAc

{£E|m::n:::::n::.::#:  i::::v::a:0::p:c:f::ap:::es  de
mci/mmol).    La    reacci6n    se    incub6   durante    15   minutos   a

37°   y    se   detuvo   agregando   un    10%    (v/v)    de   una    soluci6n

de   NaoH    3    N;    la    incubaci6n    se    continu6   por   30   minutos   y

f inalmente    se   agreg6   un    10%    (v/v)    de   Hcl    3    N    para   neu-

tralizar.    El    anslisis   del    producto   se   hizo   mediante    dos

t6cnicas:    cromatograf ra   en   capa   f ina   y   cromatograf ra

descendente   en   papel  .

An6l  isis   de

en   capa   f ina.
fenilalanil-fenilalan.ina   por c roma t og ra f i a

Se    hicieron    placas    de    0,25    mm   de    gros®r   con    una    soluci6n

de    celulosa   microcristalina   en    agua   destilada    (10   gramos

de   celulosa   en   48   ml    de   agua)    siguiendo   la   t€cnica   descri-

ta   por   Wolfrom   y   col.    (177)    y    se    secaron    a   80C'.    Las    placas

se   sembraron   con   20   ul    de   muestra   y   con    soluciones   patro-

nes   de   fenHalanina   y   difenilalanina,    y   se   corrieron   em-

pleando   como   solvente,   n-butanol:    acido   ac6tico:    agua
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(3:  .I:1}€   se   ..caron   y   lueg®   s®  volvl.ron   a   correr   dur®nte
4   horas   con   el   mfsmo   solvente.   F.Inalizada   la  .cromatograffa

se   sec6   la   placa   y   se   revel6   con   una   solucl6n   de   ninhidrl-
na   al   0,3%  en   acetona.   Ias   zonas   correspondientes   a   fenn-
alanina   y   dlfenHalanina   se   rasparon   de   las   placas   y   §e

contaron   en   un   sf sterna   de   centeHeo.

|n_±±±_I_E_._qe__i?i_fen_I_Iglap"ep„a_I?nip_a=porc_rome_to_g_=r_±±±±
descendente   en   papel tJliatman   N.3

La   cromatograffa   descendente   se   reaHz6   de   acuerdo   a   la
met6dica   descrlta   par   Pestka   (178).    Flnallzada   la   reaccl6n

de   sfntesis   del   dlp€ptldo,   las   muestras   y   las   soluclones

patrones   se   sembraron   en   tlras   de   papel   Whatman   N°3   de
2   x   42   cm   y   se   efectu6   la   cromatograffa   durante   15   horas
usando   coma   solvente   una   solucl6n   de   a-butanol:Scido   ac€-

tlco:agua   (3:I:I).   Flnalizado  el   proceso   se   sec6   la   tlra

y   se   revel6   con   Llna   soluci6n   de   ninhidrina   al    0,3%   en   ace-
tona   calentando   el    papel   en   un   horno   a   100°.   fas   tlras   de

papel   se   cortaron   en   trozos   de   1   cm   de   largo   y   posterior-
mente   se   contaron   en   un   slstema   de   centeueo.
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Soluci6n    de    Barth.

Los   ovarios   y   oocitos   aislados   se   mantienen   en    la

soluci6n    descrita   por   Barth   y   modificada   por   Gurdon    (170).

La   composici6n    de   est.a    soluci6n    es    la    siguiente:    Nacl    88   mM,

Kcl     1     mM,     NaHC03    2,4    mM,     Mgs04    X    7    H20    0,82    mMi     Ca(N03)2    x

4    H20    a,33    in.M,     Cacl.    x    6    H20    0,041     mM,    Tris-Hcl     20    mM    pH
4

7,6,    penicilina   0,01    g/I    y    sulfato    de   estreptomicina    0,01

g/I.

Lfquido   de centelleo   para   contar   muestras   s6lidas.

La   soluci6n   para   contar   muestras    s6Iidas   contiene

3,92    g/I    de    PP0   y   0,08   g/I    de    POPOP   disueltos   en    tolueno.

Esta   soluci6n    se   guarda   en   un    f rasco   obscuro.

Soluci6n   para   contar muestras    lrquidas.

Se   mezclan    dc]s   parte3   dot    lfquido   de   centelleo   des-

crito.en   el    p6rrafo   anterior   con   una   parte   de   Trit6n   X-100.

Esta    soluci6n   se   agita   en6rgicamente   y   se   guarda   en   frasco

obscuro.



MATERIALES
52

Las   hembras   adultas   de   Xenopus    laevis   provienen   del

South   African    Snake    Farm,    Cape   Province.    Estas    ranas    se

mantienen   en   cautiverio   en   el    laboratorio   durante   varios

meses   y   se   alimentan   una   vez   por   semana   con   pequeiios   tro-

zos   de   carne.

Germen    de   trigo.    El    germen    de    trigo   usado   pars    los

experimentos   es   un   germen   de   trigo   comercial    y   fue   donado

por   el    molino    ''La    Estampa",    Santiago9    Chile

Fuente   de    los   materiales.

ATP

BD-ce I ul osa

Catalasa

Celulosa   microcristalina    Avicel

Colagenasa

DEAE -ce 1  u I osa

DTT

EDTA

Fi:!':; an  ina

L'.  I £!   fen  i  I  a I an  i n a
Fen i I a I an i I -fen i 1 a I an i n a

Filtros   de    fibra   de   vidrio

Filtros   de   nitrocelulosa

Fosforilasa   b

T-globul  inas    humanas

H
3

HeDarina

lnhibidor   de    tripsina

:     Sigma

:     Sigma

:     Sigma

:    Merck

:    Boa.hringer,    Manheim

:    Whatman

:    Calbiochem

:     Sigma

:    Siama

:    Amersham

:     Sigma

:    Whatman

:     Mil'ipore

:     Sigma

:     Sigma

:     Sigma

:    New   England    Nuclear

:    Amersham

:     Sigma

:     Sigma



[3H] I euc ina

mbranas    de   colodi6n
5!

Hl
met  i onil n a

MAD+

N-acet i I fen i I al an ina

N -et  i I rna 1 e im i da

Ninhidrina

Poll     U

Pu ron i c i na

Sephadex    G-50,    G-loo    y    a-ZOO

Sepharosa   68

Seroalbdmina   de    bovino

Toxina   dift6rica

Tricarna   metosulfato

Tripsina

Trit6n    X-loo

tRNA   total

t RNAphe

RNasa    A
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:    New   England    Nuclear

:    Sch]eicher   y   Schuell

:    New   England    Nuclear

:    New   England    Nuclear

:     Siqma

:    Calbiochem

:     Sigma

:     Sigma

:     Sigma

:    Pharmacia    Fine    Chemicals

:    Pharmacia    Fine    Chemicals

:     Sigma

:    Instituto   Bacteriol6gico

:    Sigma

:     Sigma

:     Sigma

:    Sigma

:    Boa.hringer,    Manheim

:     Sigma

Amersham    :    The    Radiochemical    Centre,    Amersham,Buckingham-

shire,    Inglaterra.
Boa.hringer    :    Boa.hringer,    Hanheim,    GMBH,    Alemania.

Calbiochem    :     Calbiochem,    San    Diego,    California,    U.S.A.

Instituto   Bacteriol6gico    :    Instituto   Bacteriol6gico,    Santia-

g0'    Chile.
Merck    :     MerckO    Darmstadt9    Alemania

Millipore     :     Millipore,     Bed ford,    Mass,U.S.A.

New   England    Nuclear    :    New   England    Nuclear,    Boston,    Mass,U.S.A.

Pharmacia    :    Pharmacia    Fine    Chemicals,    Uppsala,    Suecia.

Schleicher   y   Schuell     :    Schleicher   y   Schuell,    Keene,    New

Hampshire,    U.S.A.

Sigma     :     Sigma    Chemical     Co.     St.     Luis,     U.S.A.

Whatman     :    Whatman    Ltd.Springfield    Mil]    Maidstone    Kent,

I ng I ate rra .
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RESULTADOS

CAPITllLO     PRIMERO

Caracterrsticas   del inhibidor   de    la   sfntesis   proteica.

Inhfblcl6n  de  &a  bfn±e,bib   de.   po216Q.nfkaLanly\a  pan.  un   6ac±on.

pn.a.bQ.yL±e.   a.n   homogQ.yte.Izadob    de.   ova:a.Io    y   a.yL   La,vado    de,   hi.boboma.a
de   ovanlo   de.   X.Rae,vA^.

La   actividad   del     inhibidor    se   midi6   en   un    sistema   de

sfntesis   de   polifenilalanina

reacci6n   se   rea]iz6   a   partir
rj'-i!da   por   poll    u.       Esta

fenilalanil-tRNA,    facto-

res   proteicos   provenientes   de   ovario   de   X.Iaevis   o   germen   de

trigo   y   ribosomas    lavados   con    soluciones   de   a)ta   fuerfa

i6nica   de    la   misma   procedencia.

La   adici6n   de    la   fracci6n   sobrenadante   de   un   homogenei-

zado   de   ovario   de   X.1aevis   que ha    sido   centrifugado   a    150.000

x   a  y   luego   precipitada   con   sulfato   de   amonio   entre   40   y
60%    de    saturaci6n    a   un    sistema  .c.ue    sintetiza   polifenilalanina

que   usa   como   fuente   d®   enzimas   un   homogeneizado   de   germen   de
trigo   y    ribosomas    lavados   de   ovario   de   X.Iaevis,    produce

una   notable    inhibici6n    de    la    sfntesis   proteica.       En    ta   tabla

I    podemos   observar   que   el    sistema   hom6Iogo   que   contiene    la

f racci6n    sobrenadante   y   los    ribosomas   de   ovario   presenta   una

muy   baja   actividad   de    sfntesis   de   polifenilalanina.    Esta

aumenta   en   forma   considerable   al    usar   una   fracci6n   sobrena-

dante   de   germen   de   trigo   en    lugar   de    la   de   ovario.    Podemos

observar   que    la   adici6n   a   este   dltimo   sistema   de   una   fracci6n

sobrenadante   de   ovario   produce   una    inhibici6n   de   alrededor   de

un    78%   en    la   srntesis   de   polifenilalanina;    sin   embargo   cuando

esta   fracci6n   es   previamente   calentada   durante    I    minuto   a

goo    los   niveles   de   sfntesis   proteica   son      normales.
En    la    f igura    1    podemos   vcr   que    la    inhibici6n   alcanza

tin    valor   m5ximo    de    70%.
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Tab'a       I

Sib±Q.mab   hom62

:i ::A:`::f::f2:2:: de 6"""

Ribosomas                             Fracci6n   sobrenadante pot i fen i I al an ina
tetizados(pmoles)

Ovario   X.Iaevis

Ovario   X.1aevis

Ovario  X.Iaevis

Ovario   X.]aevis

Ovario   X.Iaevis

Germen  de   trigo

Germen   de   trigo  +  X.Iaevis

Germen   de   trigo  +  X.Iaevis*

*  enzima  calentada  durante   I   minuto  a  goo.
®

La   reacci6n  de   sfntesls  de  polifenHalanina   se   realiz6  en   la   forma

que   se   indica  en  M€todos.     Las  fracciones  sobrenadantes  provenran
de     un   homogeneizado  de  ovario  de   X.1aevis  o  de germen   de  trigo  que
fueron  preparadas  en   la  forma  que   se  detalla  en   M€todos.   Antes  de

usar  estas  fracciones,   se   las  dializ6  contra  una   soluci6n  que  con-

tenra   Tris-Ac   30  mM   pH   7,2,   Kcl   30  mM  y   B-nercaptoetanol   2   mM.      Se

usaron   0,8   unidades  A26o  de ribosomas   lavados   de  ovario  de   X.1aevis

por  ensayo  y   30ug   (protefnas  totales)   de   la   fracci6n   sobrenadante
dial  izada.    La   reaccion   se   incub6  durante  20  minutos  a   37°   .   se  de-

tuvo  agregando  TCA  al   5%   frro,   se  calent6  durante   15  minutos  a   goo

y  se  f iltr6  a  trav6s  de  f iltros  de  f ibra  de  vidrio  que  posterior-
inente  se  contaron  en   un   sistema  de  centeHeo.
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1220 28

PROTEINAS    (Hq)
-I

FIgura   1.    Inhibici6n   de   la   srntesis   de   polifenilalanina   por  una

fracci6n   sobrenadante  de  ovario  de   X.1aevis   .

La   sfntesis  de   ['4C] pol ifenHalanina  a  partir  de   ['4C] fenHalaniir

tRNA   se   real  iz6  en   la   forma   que   se   indica  en   M€todos   usando   como

fuente   de  enzimas   una ;fracci6n   sobrenadante   dial lzada   de   germen

de   trigo,   ribosomas   lavados   de  ovario  de   X.Iaevis     y   una   fracci6n

sobrenadante   dial izada   de   la  misma   procedencia  como   fuente  de

inhibidor.   La   reacci6n   se   incub6  durante   20  minutos   a   37°   y   se

detuvo  agregando  2   ml   de   una   soluci6n   de  TCA  al   5%   frro.   Los   tu-

bos   se  calentaron   durante   15  minutos   a   90°   y   luego   se   filtraron

a  trav€s  de  f iltros  de   fibra  de  vidrio  que  posteriormente  se  con-

taron  en   un   sistema   de  centeHeo.
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Este    fen6meno   de    inhibici6n    de    la   sfntesis   proteica   es

tambi6n   observado   al    agregar   a   un    sistema   de   sfntesis   de

polifeni]alanina   una   fracci6n   obtenida   al    lavar   los    riboso-
mas`de   ovario   de    X.Iaevis   con    soluciones   que   contenran

0,5    M    KCI.      (Figura    2).

Puwi6icaci6yL   dQ.A   AnhAbldon.   de,   &a   e&ongaci6VI   de.   &a.   ^£n±e.bib

de.   p4ote{yici6    (EZ)  .

-Preparaci6n   del    extracto    inicial    de   ovario.

Los   ovarios   obtenidos   de   hembras    de    X.Iaevis   en    la

forma   que   se    indic6   anteriormente   se    lavaron      varias   veces

en.  soluciones   de   Barth   para   el  iminar   la   sangre   contaminante

y   se   cortaron   en   trozos   pequefios   que   se   homogeneizaron      en

3    voldmenes    de   una    soluci6n    que   contenra   Tris-Ac   50   mM

pH    7,2,MgAc    10    mM,    KC150    mM    B-mercaptoetanol     2    mM    y

sacarosa   250   mM.       El    homogeneizado   se   centrifug6   a   20.000

x   g   y   e]    sobrenadante   se   f iltr6   a   trav€s   de   filtros   de
lana     de   vidrio,    para    luego   centrifugarlo   a    150.000   x   i.

El    sobrenadante   de   esta   centrifugaci6n    se   precipit6   con

sulfato   de   amonio   a   diferentes   porcentaj.es   de   saturaci6n

con   el    f in   de   determinar   en   qu6    fracci6n   estaba   la   mayor

actividad.       Esta   actividad   se   encontr6   mayoritariamente   en

la   fracci6n   que   precipitaba   entre   40   y   60%   de   saturaci6n,

par   lo   que   se   escogi6   este    rango   para   las   futuras   purif i-
caciones.       El    precipitado   de    sulfato   de   amonio   se    resus-

pendi6    en    una    soluci6n    de    Tris-Ac    50   mM   pH    7,5    y    DTT   2    mM;

se   agreg6   glicerol    haste   una   concentraci6n    final    de   50%

y   se   guard6   a    -ZOO.       En   estas   condiciones    la   preparaci6n
es   estable   por   varios   meses.
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10                 20                 30

PROTEINAS   DEL  LAVADO  RIBOSOMAL  ( 4q )

Figura   2.    Inhibici6n   de   la   sfntesls   de   polifenilalanina   por  el

lavado   ribosomal    de  ovario   de   X.Iaevis.

La   reacci6n   de   sfntesis  de
['4c] pol  ifenilalanina   se   real iz6  en

la   forma  que   se   indic6  en   M€to`dos.   Se  usaron   0,6  unidades  de   ri-

bosomas  par  ensayo,   y  diferentes  cantidades  de  una  fracci6n   so-

brenadante  obtenida  por  centrifugaci6n   de   ribosomas  tratados  con

NH4C¢   0,5   M.      La   reacci6n   se   incub6   durante   20   minutos   a   37°,   se

detuvo  con  TCA  al   5%   frfo  y  se   filtr6  a  trav6s  de   fHtros  de   fi-

bra   de`  vidrio.   La   radioactividad   retenida  en   los   fHtros   se  deL  I,

termin6  en   un   sistema  de  centeHeo.
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-Cromatograffa   del     inhibidor   en   columnas   de    DEAE-celulosa.

La   fracci6n   precipitada   entre   40   y   60%   de   saturaci6n

con    sulfato   de   amonio   se   dia]iz6   durante   toda   la   noche

contra   una   soluci6n   que   contenfa   Tris-Ac   30   mM   pH   7,2,

KCI    50   mM   y    B-mercaptoetanol    2    mM.        Despu6s    de    la    dl51isis

se   someti6   a   una   cromatograf ra   en    una    columna   de    DEAE-

celulosa    DE-11     (I,4   x    13    cm)    empacada   con    presi6n    y   equi-

librada   con    la   misma   soluci6n   empleada   para    la   di8lisis.

La   columna   se    lav6   con   esta   soluci6n   y   luego   se   eluy6   por

etapas   con    soluciones   que   contenran   0,I,   0,2   y   0,3   M   KCI

en    la   soluci6n   anteriormente   descrita.    El    flujo   de    ]a

columna   se   aj.ust6   a   0,5   ml/min   y   se    recogieron   f racciones

de   2   ml.      Todas   estas   operaciones   al     igual    que    las   etapas

restantes   de    la   purificaci6n   se   realizaron   a   4°.

En    la   figura   3   podemos   observar   el    perfil    de   eluci6n

del     inhibidor   en   una   cromatograffa   en    DEAE-celulosa.    La

ectividad   del     inhibidor      se   midi6   ensayando   su   capacidad

de    inhibir   la   sfntesis   de   polifenilalanina   dirigida   por

poll    U   y    las   fracciones   que   presentaron   mayor   actividad
se   precipitaron   con    sulfato   de   amonio   entre   0   y   80%   de

saturaci6n   y   se   guardaron   a   -20°   disueltas   en    soluci6n

con    Tris-Ac   50   mM,    DTT   2    mM   y   50%    glicerol.       Esta    fracci6n

se   us6   para   las   futuras   etapas   de   purif icaci6n.      Podemos

observar   que    la   actividad    inhibitoria   eluye   a   una   concen-

traci6n    de    ZOO   mM      de    KCI;    la   eluci6n    de    actividad   que    se

observa   a   50   mM   es   debida   a   sobrecarga   de    la   columna.

Aproximadamente   un   80%   de    la   actividad   es    recuperada   en    la

fracci6n    que   eluye    a   ZOO   mM   de    Kcl    y    la    actividad   especf-

fica   de   esta    fracci6n   es   de   ZOO   U/ml.       Definimos   una

unidad   de    inhibidor    como    ]a   cantidad   de   protefna   necesaria

para    inhibir   en    un   50%    la   srntesis   de   polifenilalanina   en

presencia   de   una   cantidad   fija   de    ribosomas    lavados   e
incubando   la   reacci6n   durante   20   min      a    37:    La  concentraci6n
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Figura    3.

Cromatograf ra   en    DEAE-celulosa    del     inhibldor

de    la    srntesis   de   polifenilalanina.

El    precipitado   entre   40   y   60%   de    satu-

raci6n   obtenido   a   partir   de   un   homogenelzado

de   ovario   de    X.1aevis   que   contiene   el     inhibi-

dor8    se   dializ6   durante   toda    la   noche   contra

una    soluci6n    que    contenfa   Tris-Ac    30   mM   pH

7,2,    Kcl    50   mM   y    a-mercaptoetanol    2    mM.    La

co]umna       de    DEAE-celulosa    DE-11     (1,4    x    13    cm)

se   carg6   con   6   ml    de   ®ste   dializado   que   con-

tenfa   4,5   mg   de   proternas/ml.       La   eluci6n    se

realiz6   en   etapas   con   soluciones   que   conte-

nran    KCI     O,1g    0,2,    y    0,3    M    como    lo     indican

las    flechas.    EI    flujo   de    la   columna    fue   de

0,5   ml/min   y   se    recogieron   f racciones   de

2m'.
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de   pr®telnas   fu€   determlnada   par   el   m€todo   de   Lowry   y   col.

(179)    usando   seroalb€min®   dc   bovlno   como   patr6n.

-Cromatograffa   en   columnas   de   Sephadex   G-ZOO

La   fraccl6n   proveniente   de   DEAE-celuloga   se   f Htr6

en   una   columna   de   Sephadex   G-ZOO    (I,2   x   70   cm)    equillbrada

Con   una   solucl6n   que   contenfa   Tris-Ac   30   mM   pH    7,2,    Kcl

50   mM   y    DTT   a,I    mM.    La   elucl6n   se    realiz6   con   esta   inlsma

solucl6n,   el   f lujo   de   la   columna   fu6   de   6   ml/hora   y   se

recogleron   fracclones   de   I   ml.    En   la   flgura   4   se   observe

el   perfll   de   eluci6n   del    lnhlbidor   de   la   sfntesis   protelca
en   columnas   de   Sephadex   G-ZOO.       Aproxlmadamente   el    90%   de

la   actlvldad   eluye   como   un   solo   plco   que   no   es   retenido

en   la   columna.    Se   observe   tambi6n   un   pequeilo   pico   de   ac-

tlvldad   con   un   peso   molecular   aproximado   de   66.000   que   re-

presenta   menos   del    5%   de   la   activldad   total.    Las   fracclones

que   presentaron   la   mayor   actividad   9e   juntaron   y   concen-
traron   empleando   dos   m6todos   diferentes.   Uno   de   eHo§   con-
slsti6   en   deshldratar   parclalmente   la   so]uci6n   colocada   en

uno   balsa   de   dlslisis   que   se   rode6   con   Sephadex   G-ZOO   seco.

El   otro   m6todo   usado   pare   concentrar   fue   la   flltraci6n   en
membranas   de   colodi6n   que   exclufarn   compuestos   de   peso   mo-

lecular   menor   que   70.000.    Este   dltlmo   m6todo   foe   el    mss

empleado   por   su   rapldez.

El    concentrado   de   protefnas   guardado   con   un    10%   de

gHcerol   es    inestable   y   su   actividad   desaparece   despu6s   de
4   dfas   a   4°;    sin   embargo   la   estabilidad   es   mayor    (2   semanas)

cuando   se   guarda   a   -ZOO   en   50%   de   g"cerol.    La   fracci6n

obtenida   ten fa   una   actividad   especif ica   de   460   U/mg   de

proteina   y   fu6   usada   en   la   mayor fa   de   los   experimentos   pre-
sentados   en   esta   tesls.   Esta   fracci6n   semipurlf ica-da   del

inhibidor   estaba   Hbre   de   activldad   de   factores   de   elonga-

ci6n   de   la   sfntesis   protelca..   Estas   actividades   se   midieron
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Figura    4.

Filtraci6n    del     inhibidor   de    la   sfntesis   pro-

teica   en    columnas   de    Sephadex   a-200.

La   fracci6n   enzimstica   proveniente

de    DEAE-celulosa    (1    ml,    5    mg    de    proternas)

se    f iltr6   en    una    columna    de    Sephadex   a-ZOO

de    1,2    x    70   cm   equHibrada   con    una    so]uci6n

de    Tris-Ac    30    mM    pH    7,2,     KC150    mM    y    DTT    0,1

mM   y    la   eluci6n    se    realiz6   con   esta   misma

soluci6n.       El    fluj.o   de    la   columna    se   aj.ust6

a   6   ml/hora   y   se    recogieron    fracciones   de

'm'.
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Por   formaci6n   de   un   complejo   entre   el    factor   EF-I   y   GTP

y   por   la   ADP-ribosHaci6n   del    factor   de   elongaci6n   EF-2
cataHzada   par   la   toxina   dift6rica   en   presencia   de   MAD+
rad i oact i vo .

Oe.±Q.n.mfna®£6n   de.L  pe,bo   moLQ.cuta.h   deL  lnhfbLdoh   d®  £a.  bfrl-

te6{6  p^ote{c¢  pot  6tft4¢c{6"  en  cotunMia6   de  Sephatlo6¢  68.

Con   el    f in   de   determiner   el    peso   molecular   del    inhl-

bidor   de   la   sfntesis   proteica   se   realiz6   uns   fntraci6n   de
uno   preparaci6n   del    inhibidor   parcia]mente   purlf icada   por

DEAE-celulosa   en   uno   columna   de   Sepharosa   68   de    I,8   x   70   cm.

En   la   f lgura   5   se   observa   el    porf il    de   eluci6n   del    inhlbidor

en   la   columna   de   Sepharosa   60.    Ia   actividad   del    inhibidor

eluye   coma   un   solo   pico   con   un   peso   molecular   aproximado

de   380.000.    Este   valor   fug   determlnado   calibrando   la   co-

lumna   con   proteinas   globulares   de   peso   molecular   conocldo

como   catalasa    (P.M.    240.000),    T-globulina5humanas    (P.M.

166.000).    fosforHasa   b   mon6mero    (P.M.    98.000)    y   seroalbd-

mind   de   bovino    (P.M.    65.000)

En   la   f igura   6   se   observe   que   al    graf icar   el    logarit-

mo   del    peso   molecular   de   cada   proteina   Versus   Su   Kay   Se   ob-

tiene   uno   recta   de   donde   es   posible   estimar   el    peso   mole-

cular   de   uns   substancia   cuyo   valor   se   desconoce.

Kay. RE   donde
Ve-Vol.    de   eluci6n   de   la   muestra

Vo-vol.    vaci6   de    la   columna

Vta.   vol.    total    de    la   columna

En   estas   condiciones   el    peso   molecular   determinado

para   el    inhibidor   de   la   sfntesis   proteica   es   de   380.000.
Este   valor   de   P.M.   es   solo   aproxlmado   ya   que   para    la   cali-

braci6n   de   la   columna   de   Sepharosa   se   usaron   protefnas   de

peso   molecular   menores   que     el    obtenido      parael    lnhibidor.
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Figura    5.

Filtraci6n    del     inhibidor   de    la    sTntesis    pro-

teica   en   columnas   de    Sepharosa    68.

La   fracci6n   enzimstica   proveniente   de   una   co-

lumna    de    DEAE-celu]osa    (6   mg    de    protefnas)    que

fue   precipitada   con   sulfato   de   amonio   entre      0

y   80%    de    saturaci6n    se   carg6   en    una   columna   de
Sepharosa   68    (I,8   x   70   cm)    equHibrada   con    una

soluci6n    que    contenra    Tris-Ac    30   mM    pH    7,2,    KCI

30    mM    y    DTT    0,1    mM.        La    eluci6n    se    realiz6    con

esta   misma    soluci6n;    el    f]uj.a   se   aj.ust6   entre

4   y   5   ml/hora   y   se   recogieron   f racciones   de

1,5     ml   .



Kay

Figura   6.   Cal  ibraci6n   de   la   columnailde   Sepharosa   68.

La   filtraci6n   del    inhibidor   se   realiz6  en   la   forma   indicada  en   la

figura  5.     La  columna   se   calibr6  con   patrones   de   peso  molecular

conocido  como   catalasa   (P.M.   240.000).  Y-globul  inas   humanas   '(P.M.

166.000),   fosforHasa   b   (P.M.   98.000)   y   seroalbdmina   de   bovino.

Los   ndmeros  en   la   f igura   indican   la   eluci6n   del    inhibidor  de   la

srntesis   proteica   (1),   catalasa   (2),  Y-globulinas   humanas   (3),

fosforilasa   b   (4)   y   seroalb6mina  de   bovino   (5)  .
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EvldQ.nclab   de.  Aa   n.a±un.a2e,za  pho±Q,le.a   d.a  EI .

-Efecto   de    la   temperatura   sobre    la   actividad   del    inhibidor

de   la   sfntesis   proteica.

Con   el    obj.eto   de   ver   qu€   efecto   ten fa   la   temperatura

sobre    la   actividad   del     inhibidor   de    la   sfntesis   proteica

se   hizo   una   preincubaci6n    de   uns   preparaci6n   purif icada

del    inhibidor   durante   tres   minutos   a   diferentes   temperatu-

ras   y   posteriormente   se   analiz6   su   actividad   a   37°   en    la

sfntesis   de   polifenilalanina   en    presencia   de   poli    U.

En    la   f igura   7   se   puede   observar   el    efecto   de    la   pre-

incubaci6n   del    inhibidor   a   diferentes   temperaturas,    sobre

la    inhibici6n   de    la   sfntesis   de   proternas.      Se   observa

que    la   actividad   desaparece   en   forma   abrupta`al    pr®incubar
el    factor   a   temperaturas   mayores   de   40°   para   desaparecer

totalmente   a   60°.    La   termolabilidad   de   EI    sugiere   que   este

factor   es   de   natura]eza   proteica.

-Acci6n   de    la    ribonucleasa   pancrestica   sobre    la   actividad

del     inhibidor   de    la   srntesis    proteica.

Con   el    f in    de   determlnar   si   el     inhibidor   ten fa   una

.estructura   proteica   a   si    era   un   6cido   nucleico   coma   RNA

se   trat6   una   preparaci6n   semipurificada   del     inhibidor'cbn

ribonucleasa   pancre5tica   previo   a    la   determinaci6n    de   su

act i v i dad .

En    la   tabla    11    podemos   observar   el    efecto   de   preincubar

con    ribonucleasa   A   una   preparaci6n   purif icada   de    inhibidor

durante    10   minutos   a   37°.       Se   observa   que   esta   preincuba-

ci6n   en   presencia   de   concentraciones   que   van   de   0,01    a

I,0   ug  /ml    de    lNasano   tiene   efecto   sobre    la   actividad   del

inhibidor   de    la   sfntesis   proteica.
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Figura   7.   Efecto  de   la   prelncubaci6n   del    inhibidor  a  diferentes

tempe ratu ra s .

Se   preincub6  durante   tres  minutos  a  cada  temperatura   seiialada   una

preparaci6n   de   inhibidor  parcialmente  purif icada,  que   se  agreg6

posteriornente   (5  ug)   a  un   sistema  de  sfntesls  de  pollfenilalanr-
na  que   usaba   Q,5   unldades  A26o/ensayo  de   ribosomas   lavados   de  o-

vario  de   X.Iaevis   y  fracci6n   sobrenadante de   germen   de   trlgo.   La

reacci6n   se   incub6  durante  20  minutos  a   37°  y  se   detuvo  con   TCA

frfo.   Esta   reacci6n   se  filtr6  a  trav€s  de  filtros  de  fibra  de  vi-

drio  que  posteriormente  se  contaron  en  un  contador  de  centelleo.



7'
Tab'a         11

E6Q.c±o   de   RNaba.   pane.n.ed±ica   y   ±n.;pbina   bobn,a.
2.a   a,a.±£vlda:d   dQ,A   iyLhlbldon.   dQ,   2cL   blyL±Q.bib   pn.o±Q.ica

Exp.                             Tratamiento                                            %        Inhibici6n

+    lnhibidor

+    Inhibidor   +    RNasa
(0,0'     ug/m')
+    Inhibidor   +    RNasa
(0,I   ug/m')

+    lnhibidor   +    RNasa
(I   ug/m')

+    Inhibidor

+    Inhibidor   +   tripsina(10')

+    lnhibidor   +   tripsina(20')

+    lnhibidor   +   tripsina(30')

51

55

54

52
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Tab'a     11

Efecto   de   RNasa   pancrestica   y   tripsina    sobre

la   actividad   del     inhibidor   de    la    sfntesis   de

pol  i fen i ) a I an  ina  .

Para   probar   el    efecto   de   RNasa   A   sobre    la   ac-

tividad   del     inhibidor   de    la    srntesis   proteica

se   preincub6   una   preparaci6n   parcialmente   pu-

rif icada    del     inhibidor   con    RNasa    A   durante

10   minutos   a   37°   y   se   detuvo    la    reacci6n   agre-

gando   Heparina    (sal    de    sodio)    para   tener   una
concentraci6n    f inal    de    100   veces   mayor  que   la

concentraci6n  de  RNasa.

El    efecto   de   tripsina   sobre    la   actividad   del

inhibidor   se   estudi6   preincubando   una   prepa-

raci6n    parcialmente   purif icada    del     inhibidor

con   tripsina      en   una   concentraci6n   de   tripsi-

na   de    1/loo   de   la   concentraci6n   de   protefnas

totales.    Finalizada    la    incubaci6n,    Ia    reac-

ci6n    se   detuvo   agregando    inhibidor   de   tripsi-

na   de   poroto   de   soya   en   cantidad   suf iciente

pare   tener   el    doble   de   concentraci6n   de   trip-
sina   en      el    medio   de    reacci6n.

La   actividad   de    las   preparaciones   de    inhibi-

dor   tratadas   con    RNasa   y   tripsina    se   analiza~

ron   en    un    sistema   de    sfntesis   de   polifenil-

alanina   como   se   describe   en    M6todos.    Se    us6

0,6   unidades   A26o/ensayo   de    ribosomas    lava-

dos   de   ovario   de    X.Iaevis,    una   alrcuota   de

10   ug    (protefnas   totales)    de   una   fracci6n   so-

brenadante   de   germen   de   trigo      y   5   ug   de    la

preparaci6n    de    inhibidor   tratada   con    RNasa   o
tripsina.      La    reacci6n    se    incub6   durante   20

minutos   a    37°    y    se   detuvo   con   TCA   al    5%    f rro.
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Esta   reacci6n   se   f iltr6   a   trav€s   de   f Htros

de   f ibra   de   vidrio   y   6stos   f iltros   se   conta-

ron   posteriormente   en   un    sistema   de   centel]eo.
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-Efecto   de    la   tripsina   sobre    la   actividad   del     inhibidor

de    la   stntesis   proteica.

Con   el    f in   de   estudiar   si   el    factor    inhibitorio   de    la

srntesis   de   protelnas   era   de   naturaleza  proteica,    se   hizo

una   preincubaci6n   de   este   factor   en   presencia   de   tripsina

.y   posteriormente    se   midi6   su   actividad   en    la    sfntesis   de
pol  i fen i I al an ina .

Como    se   observa   en    la   Tabla    11,    al    preincubar   una    pre-

paraci6n    purificada   del     inhibidor   con   tripsina   a   una   con-
centraci6n    f inal    de   6      g/ml    hay   una   p€rdida   gradual    de    la

actividad   de   este   factor.      La   p€rdida   total    de   actividad

se   produce   despu€s   de    10   minutos   de    incubaci6n   con   tripsina

en    las   condiciones   antes    sefialadas.

Este   resultado   conjuntamente   con   el    del   efecto   de    la

RNasa    sobre    la    actividad   del     inhibidor    (Tabla    11)    nos

permiten   concluir   que   aparentemente   este   factor   es   de   na-
turaleza   proteica.

E6ec.±o   de,   2,a   N-a.±£&ma&e.ImidaL   bobn,a.   &a   aLc±1uidad.   de.2.

1nhlbAdon.   dQ.   &a   bfn±e,bib   dQ,   po&16enl2aL&aytfna.

Ya   que   entre    ]a   variada   gama   de   protefnas   que    interac-

t6an   con   el    ribosoma   hay   factores   de    iniciaci6n   y   elonga-

ci6n   que    requieren   de    la   presencia   de   de   qrupos    -SH   para   su

actividad    (180)    se   prob6   el    efecto   de   un   bloqueador   de

estos   grupos    sobre    la      actividad   del     inhibidor   de    la

srntesis   proteica.

En    la   Tabla    Ill    podemos   observar   el    efecto   de    la    pre-

incubaci6n    de   una   preparaci6n    purif icada   del     inhibidor   de

la    sintesis    proteica    con    N-etilmaleimida    durante    15    minu-

tos   a   0°.    Se   observa   que   este    reactivo   a   una   concentraci6n

de    10-3    M   produce   una   p€rdida    total    de    la   actividad   del     in-

hibidor.    Este    resultado   sugiere    la   existencia   de   un   grupo   o

grupos    -SH    indispensables   para    la   actividad   del       inhibidor,
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Table        Ill

E6ec±o   de.   LaL   N~e±i2make.1mld.a   bobn.a.   Rat   ac±£vldaLd   de.A

AnhAbldon.   de.   &a   bfy.±e,bl)b   de   poLi4Q,nl&aL&a.yLly.aL

S   i   s  t  e  rna
I

CJ Pol i Ppe
in-tetizada
(pmoles)

%    inhibici6n

Con t ro I

+    |nhibidor    (5ug)

Con t ro I

+    Inhibidor    (2,5    ug)
preincubado      con    NEM

Control

6,'0

3,48

5,73

5,7'

5,93

+  ;::::::3:d!5  ::i  NEM               6„

43

Se  preincub6  una  preparaci6n  de   inhibidor  parcialmente  puri-

f icada  durante     5  minutos  a   37°:,   ]uego   se   Hev6  a  0°  y  se   le

agreg6  N-etilmateimida  hasta  tener  una  concentraci6n   final

de   I   mM.      La   incubaci6n   se   realiz6  durante   15  minutos   y   la

reacci6n   se  detuvo  agreqando   DTT  en  concentraci6n   suf icien-

te  para  tener  el   doble   de   la  concentraci6n   de  N~etilmalei-

mida.     La   sfntesis   de  polifenilalanina   se   realiz6  en   la

forma  habitual(vcr  M€todos)   usando   la  preparaci6n  de   inhi-

bidor  tratada  con   N-etilmaleimida   y   ribosomas   lavados   de

ovario  de   X.Iaevis   (0,65  unidades A26o/ensayo).     Esta   re-

acci6n   se   incub6  durante  20  minutos  a   37°,   se   detuvo  c,on

TCA  al   5%  frro,   se  filtr6  a  trav6s  de   filtros  de  fibra  de

vidrio  y  estos  f iltros  se  contaron  en  un  contador  de  cen-

tel leo,
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ya    sea   por   participaci6n   en    la   actividad   misma   p   porque
indirectamente   actda   en    la   mantenci6n   de    la   estructura

nativa    del     inhibidor.

Eta.c±o   de.A   pH   bobnQ,   2a   ac±Lvldad   de.A   lyLhibldoh   dQ,  2a.

bfyL±Q,bib   pn.o±e.ica.

La    Figura   8   muestra   el    efecto   del    pH    del    medio   sobre

la   actividad   de   una   preparaci6n   purif icada   del    inhibidor

de    la    sfntesis   de   polifenilalanina®       Se    puede   observar   que

entre      pH   6,0   y   7,3    la   actividad   del     inhibidor   permanece

constante   en   alrededor   de   un   50%   de    inhibici6n,   para    luego

caer   bruscamente   y   desaparecer   a   pH   sobre   8,0.      Es    importante

hacer   notar   que   a   valores   de   pH   entre   8   y   8,31a   srntesis

proteica   en   ausencia   de    inhibidor,   presenta   su   6ptimo   de
act i v i dad .



pH

Figura   8.   Efecto   del   pH   sobre   la   actividad   del    inhibidor   de   la

•  sfntesis   de   pol  ifenilalanina.

La   sfntesis   de   polifenilalanina   se   realiz6  en   la   forma   indi,ca-

da  en   M6todos.   Se  us6  como   soluci6n   tamp6n   Hepes  entre  valores

de   PH  de  6,0  a   7,5   y  Tris-Ac  entre   7,5  y   9,0.   La   reacci6n   He-

vaba   una   concentraci6n   de   30   mM  de   cada   soluci6n   tamp6n,   5  ug

de   una   soluci6n   de   inhibidor   parcialmente   purificada   y   riboso-

mas   lavados   de ovario   de   X.Iaevis(O,8   unidades

reacci6n   se   incub6+  durante  20  minutos  a   37®   y

A26o/tuba) Esta

se   detuvo   con  TCA

al   5%  frfo,   para  despu€s   f Htrarla  a   trav€s  de  filtros  de   fibra

de  vidrio  que   posteriormente   se  contaron  en   un   sistema  de  cente-

„eo,
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CAPITULO     SEGUNDO

Sitio   de   acci6n    del inhibidor   de    la    sfntesis   proteica.

Inhlbic.16yL  d.a,  &a  bln±e.bib   pn.o±elca.  a,n  bi^±e.nab   a.ucahi.6-
±icob   y  pn,oca.nl6±lcob.

Con   el    fin    de   probar    la   actividad   del     inhibidor   de    la

sfntesis   proteica   frente   a   ribosomas   de   diferontes  fuentes,

se    realiz6   el    ensayo   de   srntesis   de   polifenilalanina   utili-

Zando    ribosomas   de   diferentes   especies   de   procariotes   y

euca r iotes .

En    la   Tabla    lv   se   observa   el    comportamiento   del     inhi-

bidor   de    la   sfntesis   proteica   frente   a    ribosomas    lavados   de

ovario   de    X.Iaevis,    ribosomas    lavados de   germen   de   trigo   y
ribosomas    lavados   de   E.coli.    Podemos   observar   que   el     inhi-

bidor   es   activo   frente   a    ribosomas   de   procariotes   y   euca-

rioteso    siendo   la   actividad   para   ambos   slstemag    muy   simHar

(E.coll    y    Xolaevis). AI    usar    ribosomas    lavados   de   germen

de   trigo   se   observa   una   menor   actividad   del     inhibidor,   en

comparaci6n   a    la   existente   con    igual    cantidad   de    ribosomas

lavados    de    X.1aevis.    En    la   misma    tabla    se   muestra    la   acti-

vidad   del     inhibidor   frente   a   polisomas   aislados    de   hfgado

de    rata   en    los   cuales   la   sfntesis   de   protefnas   estarfa   dl-

rigida    por   un    mRNA   natural    end6geno:    se   observa    una    inhi-

bici6n   de    la    srntesis   proteica   de   magnitud    similar   a    la

existente   cuando   se   usan    ribosomas    libres.    Esta    inhibici6n

de    la   sfntesls   proteica   en   un    sistema   que   usa   polisomas

aislados    refuerza   resultados   anteriores   en    relaci6n   a   que

la   acci6n   del     inhibidor   Serfa    sobre    la   etapa   de   elongaci6n

del    proceso   de   sfntesis   proteica,    ya   que   en   este   sistema

se   mide   mayormente    la   elongaci6n    de    la   cadena   polipeptf-

d ica .
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Tab'a    lv

I

IyLhfbLe.±6nL   de   ^fb±Q.mob   ph.ocah.;6±lcob   y   a.ucaut6±fcob

Ribosomas

Fuente                        U  ;A26o/ensayo
mRNA

%    inhibici6n   de   la

sfntesis    proteica

Ovario  de
X . I aev i s

Gernen  de
trigo

E.col i

Pol isomas   de
hrgado  de   rata

0'3                      po'i   u

0,3                      po'i   u

0,3                        Poli   u

0 , 5                    End6geno

43

la     sintesis  de  protefnas  se   realiz6  en   la   forma  que  se   indica

en   M€todos,  en   presencia  de  5  ug  de  una   preparaci6n   parcialmen-

te  purif icada  del    inhibidor  de   la   srntesis  proteica.   Para   la

sfntesis   de  polifenilalanina   se  usaron   ribnsomas   lavadcrs  en   la

forma  que   se   indica  en  ne-todos.   La   srntesis  proteica  en   un

sistema  que   usa  pol isomas  aislados  de   hrgado  de   rata   se   real i-

z6  en   la   forma   que   se   detalla  en   la   figure  .10.



•9.0

Re,ve^.bA6yt   de.   &a   lnhAbic£6yt   pon.   &a   aLd.Ac.16n   de.   un   Q*c.e,bo   de.

hAbobomab  ®

Se   ensay6   el    efecto   de   la   adici6n   de   un   exceso   de    ri-

bosomas    lavados   de   ovario   de    X.Iaevis    sobre    la   actividad

del     inhibidor   de    la    srntesis   proteica,    usando   una   prepara-

ci6n    de    inhibidor   parcialmente    purificada.

En    ]a    f igura   9    se   observa   que   al    aumentar    la   canti-

dad   de    ribosomas   sabre   el    valor   control  ,   que   es   de   0,3   u-

nidades   A26o/ensayo9    se   produce    una    reversi6n    de    la    inhi-

bici6n   causada    por   El.    Es    importante   hacer   notar   que   en   es-

tas   condiciones   el    control9   que    Heva   una   preparaci6n    inac-

tivada   de    inhibidor,    presenta   una   estimulaci6n   m6xima   de

un    16%   en    la   sfntesis   proteica   al    agregar   un   exceso   de    ri-

bosomas.    Resultados   similares   se   observaron   al    usar   poli-

somas   aislados   de   hfgado   de    rata.       En    la   f igura    10   podemos

observar   que   tal    como   en   el    caso   de    ribosomas    libres,    .

adici6n   de   un   exceso   de   polisomas   produce   una    reversi6n   del

efecto    inhibitorio   de   EI.

La   cantidad   de    ribosomas   necesaria   para    revertir   el

efecto   inhibitorio   est€   en    relaci6n   directa   con   el    grado   de

inhibici6n   existente   en   esas   condiciones;   es   decir,   frente

a   una   mayor    inhibici6n   de    la    sfntesis   proteica   es   necesario

agregar   una   mayor   cantidad   de    ribosomas   para   producir   la    re-

versi6n   de    la    inhibici6n.    Esta   af irmaci6n    se    Hustra   con   el

experimento   detallado   en    la   figura    H,   en   que   es   posible

observar   que   para    la    reversi6n   del    sistema   de   germen    de

trigo   se   necesita   agregar   una   menor   cantidad   de    ribosomas
lavados   que    los   necesarios   para    revertir   el    sistema   de   X.

I aev i s .

AI    ensayar    }®   posfble    reversi6n    del    efecto   de    EI    por

la   adici6n   de   un   exceso   de   factores   de   elongaci6n   de   ger-

men   de   trigo   o   por    la   adici6n   de   un   exceso   de   phe-tpNA

(Tabla   V),    no   se   observ6   efecto   alguno.      Estos    resultados
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RIBOSOMAS(uA2®o/.n.®yo}

Figura    9`.   ReveFsii6n   de   la   inhibici6n   de   la   sfnt;sis   proteica   por

la   adici6n   de   ribosomas   lavados   de  ovario   de   X.Iaevis.

La   srntesis de   ['4c] pol ifenilalanina   se   real iz6  en   la   forma  que
se   indica  en   M€todos,  en   presencia   de  cantidades   crecientes  de

ribosomas   lavados   de  ovario   de   X.Iaevis   y   3,5ug   de   una P repa ra -
ci6n   parcialmente   purif icada   del    inhibidor  de   la   sfntesis   protei-

ca.   La   reacci6n   se   incub6  durante  20  minutos  a   37°,   se  detuvo  con

TCA  al   5%   frfo   ,   se   fit,tr6  a   trav6s  de   f iltros   de   f ibra  de  vidrio

y   los   filtros   se  contaron  en   un   sistema  de  centelleo.
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a,2     a,4     0€     0€      lp      I.2      I.4      1€
POLISOMAS  ( u A26o /.n.aye)

Figura   10.   Reversi6n   de   la   lnhibici6n   de   la   sfntesls   de   poHfenH-

alanlna   por   la  adici6n   de   pol isomas  aislados   de   hrgado  de   rata.

La  sfntesis  proteica in   vitro  en   un   sistema  proveniente  de  hrgado

de   rata   se   real iz6    en   la   forma  que   se  detalla  en   Metodos.   Se  a-

gregaron   cantidades  crecientes   de   pol isomas  aislados     de  hfgado
de   rata  y  7  ug  de  una   preparaci6n   del    inhlbidor  de   la   srntesls   pro-

telca   parclalmente   purificada.   La   reacci6n   se   incub6  durante   30

minutos  a   30°  y   se  detuvo  agregando  una   solucl6n   de  metronina  no

radioactiva   para   tener  una  concentraci6n   flnal   de   1   mM  y  TCA  al

5%   frfo;   se  calent6  durante   15  minutos   a   90®  y   se   fHtr6  a  tra-

v€s  de  f iltros  de  f ibra  de  vidrio  que  posteriornente  se  contaron

en   un   sistema  de  centelleo.
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Figura   11.   Reversi6n   de   la    inhibici6n   de   la   stntesis   proteica   por

la   adici6n   de   ribosomas   lavados   de   ovario  de   X.Iaevis   o  de   gernen

de   trigo.

La   reacci6n   de   sfntesis de   ['4c] pol  ifenilalanina   se   real  iz6  en   la

forma   que   se  detaHa  en   Mgtodos,   en   presencia   de   cantidades  cre-

cientes   de   ribosomas   lavados   de   germen   de   trigo   u  ovario   de   X.

Iaevis,   y   3,5  ug   de   una   preparaci6n   de   inhibidor   parcialmente   pu'-

rif icada.   Esta   reacci6n   se   incub6   durante   20  minutos   a   37°   y   se

detuvo  con   2   ml   de   TCA  al   5%   frfo.   Se   filtr6   por   filtros   de   fi-

bra   de   vidrio  y   los   f iltros   se   contaron   en   un   contador  de   cen-.

te' 1 eo .
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Tab'a      v

[4c]
E6ecto  de kn  adial4yt  de.  urn  a.x.cebo  de.

S i sterna

Con t ro I

+   Inhibidor

Control

+   Inhibidor

Con t ro I

+   Inhibidor

Con t ro I

+   lnhibidor

6Q.ndfata;nAI-£ENA  6obrfue.  ha
lwhlbl£j;6n de. ha bln±QA4  de pott6e.nanawh

C   fenilalanil-tRNA
agregado   (pmoles)

'',5

23

34

[`4c]

i::::::i:;#T::;    %  Inhibici6n

56,2

59,0

58,3

60'0

La   sfntesis  de   pol ifenHalanian   a  partir  de   fenilalanil-tRr{!A  se   reali-

z6  de  acuerdo  a   lo   indicado  en   ife-todos,  agregando  cantidades  crecien--_,-
tes  de fenilalanil-tRNA  y  una   preparaci6n   de   inhibidor  parcial-

mente   purif icada   (3  ug/ensayo)   coiro   se   indica  en   M€todos.   La   reacci6n

se   incub6  durante  20  minutos  a   37°  y  se  detuvo  agregando  I,5  ml   de

una   soluci6n   de  TCA  al   5%   frfo9   se  calent6  durante   15   minutos  a   goo

y  se   filtr6  a  trav€s  de   filtros  de   fibra  de  vidrio.     La   radioactivi-
dad  'retenida  en   los   f iltros   se  midi6  en   un  contador  de  centeHeo.
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sugieren   que   el    blanco   de   acci6n   del     inhibidor   serf an    los

r i bosomas .

Pun.16lc,aci6n   d.e.   Pob    4aLc±oiteb   dQ.   a.&oyLgaci6yL   EF-I    y   EF-2    de.

ge.hme.n   de.   ±niqo .

Ia   purif icaci6n    de    los    factores   EF-1    y   EF-2   de   ger-

men   de   trigo,   se    realiz6   a   partir   de   un    sobrenadante   de

150.000   x   g   precipitado   con    sulfato   de   amonio   entre   40   y

80%   de   3aturaci6n.       Esta   fracci6n    se   f iltr6   a   trav€s   de   una

columna    de    Sephadex   G-200.       En    la    f igura    12    se   puede   obser-

`var   la   separaci6n   parcial    de   ambos   factores   de   elongaci6n.

Los   tubos   con   actividad   de   EF-llibre   de    EF-2    se   precipita-

ron   con   sulfato   de   amonio   entre   0   y   80%   de   saturaci6n,    se

centrifugaron,   y   el    precipitado   se   guard6   a    -20°   en   una   so-

1uci6n   que   contenfa   Tris-Ac   50   mM   pH    7,5,   B-mercaptoetanol

2    mM   y   glicerol    50%    (v/v).    Los    tubos   con    actividad    de    EF-2

que   estaban   contaminados   con   EF-1    se   juntaron   y   se   cargaron
en    una    columna    de    DEAE-celulosa    DE-11     (1,6    x    10    cm)    equi-

librada   con    la   misma    soluci6n    usada    para    la   eluci6n    de    la

columna   de    Sephadex   G-200,   y    la   eluci6n    se    realiz6   en   eta-

pas   con    soluciones    que    contenfan    KCI    0,05,    0,15    y   0,3    M.

En    la    fracci6n    de    KC10,05    M   eluy6   toda    la   actividad   conta-

minate   de    EF-1;    en    cambio   el     factor   de   elongaci6n    EF-2

eluye   en    su   mayor   parte   en    la    fracci6n   que   contiene   KCI

0,15    M.       Ias    fracciones   con   mayor   actividad   de   EF-2    se   pre-

cipitaron   con    sulfato   de   amonio   entre   0   y   80%   de   saturaci6n

y   el    precipitado   se   disolvi6   en    la   misma   soluci6n   usada   pa-
ra   disolver   el    precipitado   del    factor   de   elongaci6n   EF-1.

Esta    fracci6n   es   estable   durante   varias    semanas   a    -ZOO.

Este   proceso   de   purif icaci6n   de    los   factores   de   elon-

gaci6n   nos   produce    factor   EF-1    Iibre   de    la   actividad   de    EF-2

y   vice-versa,    aunque   ambos   factores   no   estgn   completamente

pur i f icados .
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Figura   12.   Purlf icaci6n   de   los   factores   de  elongaci6n   EF-I   y   EF-2

de  germen   de   trigo   por   filtraci6n   en   colurmas   de   Sephadex  G-200.

Se   hizo   una   columna   de   Sephadex   G-200   (1,8   x   66   cm)   equil  ibrada

con   una   soluci6n   de   Tris-Ac   50   mM,   pH   7,5;   KC150   mM;   Mgc1210   mM

y   8-mercaptoetanol   2   mM.   La   columna   se   carg6  con   15   mg   de   proter-I

nas  de  una   fracci6n   sobrenadante  de  germen   de   trigo  centrifugada

a   150.000   x  g   precipitada  con   sulfato  de   amonio  entre   40  y   80%  de

saturaci6n;y  se  eluy6  con   la   soluci6n  empleada   para   su  equil  ibrio.

El   flujo  fue  de  6  ml/hora   y  se   recogieron   fracciones  de  2  ml .   La

actividad   del    factor  de  elongaci6n   EF-1   se  midi6  por   su  capacidad

de     formar   un   comple.j.o  bin&rio   con   GTP.      El    factor   se   midi6   par

una    reacci.6n   de  ADP-ribosiTaci6n   de  este   factor  que  es  caLtal iza-

da   por  una   prepara.cl6n  cruda  de   toxina   dift€rica  en   presencia

de   NAD+.



La   actividad   del    factor   de   elonaaci6n   EF--I

::ntl:4iu
rificado   se   midi6   por    la   estimulaci6n   de

fenilalanil-tRNA   a    ribosomas    (Fiqura    13)

factor   EF-2,   por   estimulaci6n   de    la   sfntesis   de
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parc I a ' -
la    uni6n

y   'a   de'
4c   po"-

fenilalanina   en    presencia   del    factor   de   elongaci6n    EF-I

(figura    14).

E6Q.cto   de   EI   bobhe.  Rob   nQ.accionQb    oaea&lza:dab   pan   a.A   {ac±oh

de   e&ongaLcl6n   EF-1.

Ya   que   el    primer   evento   conducente   a    la   uni6n   del

aminoacil-tRNA   al    sitio   A   del     ribosoma   es    la    formaci6n    del

Complej.o    EF-I:GTP9    se    prob6   el    efecto   del     inhibidor   de    la

sfntesis   proteica   sobre   la   formaci6n   de   este   complejo.

En    la   Tabla   Vl    se   puede   observar   el    efecto   de    la   adi-

ci6n    de   una    preparaci6n   parcialmente   purif icada   de   EI    so-

bre    la    formaci6n    del    complejo   EF-1:
[3H] GTP   usando   factor

EF-1    purif icado   de    germen   de   trigo   en    la    forma   ya   descrita.

Podemos   observar   que   con   una   concentraci6n   de    inhibidor

suf iciente   como   pare   tener   un    80%   de    inhibici6n   de    la    sin-

tesis   de   polifenilalanina,   no   se   observa   n

sobre    la    formaci6n    del    complejo   binario   EF-I [3H]rlTP.
Tambi6n    se   midi6   el    efecto   de   EI    sabre    la    uni6n    de

aminoacil-tRNA      a    ribosomas   catalizada   por   el    factor   de   e-

longaci6n    EF-1.    En    la   Tabla   Vl]   .podemos   observar   que   el

inhibidor   de   la   sfnteS|9   proteica   no   tiene   efecto   sobre    la

uni6n    de    fenilalanil-tRNA   a    ribosomas    de    X.Iaevis   en    pre-

sencia   de   cantidades    saturantes   del    factor   de   elongaci6n

EF-1    de    germen    de    trigo.

Resultados    similares    se   obtuvieron   al    efectuar    la

reacci6n    de    uni6n    de    fenilalanil-tRNA   a    ribosomas   en

forma   no   enzimgtica,    que    se    realiza   en    ausencia   de    EF-I    y

GTP    y   en    concentraciones    de    Mg++    de    15    mM    (Tabla    VIIl).
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Figura   13.   Deteminaci6n   de   la   actividad   del   factor   de  elongaci6n

EF-1   de   germen   de   trigo.

La   reacci6n   de   uni6n   de [4c] fenilalanil-tRNA  a   ribosomas   se   reali-

z6  en   la   forma   que   se   indica   en   M€todos,   usando   una

EF-1    parcialmente   purif icada   por   Sephadex   G-200,   8   pmoles

fenilalanil-tRNA   (actividad   especffica   100   mci/mmol)

A26o/tubo   de   ribosomas   lavados   de   germen   de   trigo.   La   reacci6n   se

incub6   durante   15   minutos   a   37°   y   se   detuvo   por   diluci6n   con   3   ml

de   una   soluci6n   de   Tris-Ac   30   mM,    qu  7,4,    Kcl    30   mM   y   MgAc210   mM.

La   reacci6n   se   filtr6  a   travgs   de   f iltros   de   nitrocelulosa,1os

f iltros   se   secaron   baj.o  una   lampara     y   se   contaron   en   un   contador

de  centeHeo.
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Figura   14.   Determinaci6n   de   la  actividad  del    factor   de  elonga-

ci6n   EF-2   de   gemen   de   trigo.

La   reacci6n   de   sfntesis   de E4c] fenilalanlna   se   real iz6  como   se

indica  en   M€todos,   en   presencia   de   12  ug   de   factor  de  elongaci6n

EF-1   purif icado  como   se   indic6  anteriormente   y   1   unidad   A26o/tu-

bo  de   ribosomas   lavados  de  germen   de   trigo.   La   incubaci6n   se   rea-

l  iz6  durante   20  minutos   a   37°   y   se   detuvo  con   TCA  al   5%   frro;   se

calent6  durante   15  minutos  a  90°  y  se   f iltr6  a   trav€s   de  f iltros

de   f ibra   de  vidrio  que  posteriormente   se  contaron  en   un   contador

de  centeHeo.
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Tab'a    Vl

tt  Ajnhibj4o±  de.  £a  6Znd:QA4  de.  pofiAQ.nAI,atandra  yi,a  ate,cta  fn

um{ch  de[3H]GTP  Of  6actoft  de  efo"gactdn  EF~7  de  gewhe"  de  ±"go

S    i    sterna             EF-I:[3H]GTP       formado(pmoles)

Con t ro I

+    lnhibidor    (2    ug)

Con t ro I

+    lnhibidor    (5    ug)

La   uni6n   de    [3H]GTp al   factor  de  elongaci6n   EF-1   se   realiz6  en

la  forma  descrita  en   M€todos,   agregando  cantidades  crecientes

de  una  preparaci6n   del    inhibidor  de   la   sfntesis  proteica   par-

cilamente   purificada   por  cromatografra  en   DEAE-celulosa  y   fil-

traci6n  en   Sephadex  a-200.   La   reacci6n   se   incub6  durante  5  mi-

nutos  a   0°,   se   detuvo  por    diluci6n   con   2  ml.  de   una   solu-c,i6n

fr fa   que   contenfa   Tris-Ac      30   mM   pH   7,4,   MgAc210   mM   y   KC130

mM  y  se  f iltr6  a  trav€s  de   filtros  de  nitrocelulosa  que   se

secaron  y  contaron  posteriormente  en  un  contador  de  centeHeo.
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Tab'a    VIl

E6e.c.±o   dQ.A   ln#feLgbAd.on.   dQ.   Pa   bfn±e.bib   ph.o±elca   bobn.a
rE   "  iL

de  [4c]&a   uyLi6n 6enl2a&ani&-±RNA  a  hlboboma^ ,   ca±a-
&lzadaL   poit   a.A   6ac,±on   d.a.   a,&ongac.±6n   EF-1

Exp.            }S    i    s    t    ema                 EF-1    (ug) fen i I a I an i I -tRNA  un ido
ribosomas   (pmoles)

I. Control

+   lnhibidor   (10  ug)

Con t ro I

+   Inhibidor   (10  ug)

Con t ro I

+   Inhibidor   (12   ug)

Con t ro I

+   Inhibidor   (12   ug)

Con t ro I

+    lnhibidor   (15   ug)

Control

+   Inhibidor   (15   ug)

'5

'5
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Tab'a    VII

Efecto   del     inhibidor   de    la   srntesis   proteica

sobre    la   uni6n    de fenilalanil-tRNA   a    ri-

bosomas,   catalizada   par   el    factor   de   e]onga-

ci6n    EF-1.

La    reacci6n,    rea]izada   en    la    forma   descrita

en    Metodos,    se    incub6   durante    15   minutos   a

37°    usando    ribosomas    lavados    de   ovario   de

laevis   tratados con    N-etilmaleimida,    factor

de   elongaci6n    EF-I    parcialmente   purif icado

de   germen   de   trigo   y   una   preparaci6n   de    inhi-

bidor   obtenida   en    la   forma   que   se   detaHa   en

M6todos.       La    reacci6n    se   detuvo   por   diluci6n

agregando   3   ml    de   una    soluci6n   que   contenfa

Tris-Ac    30    mM    pH    7,2,     MgAc2    5    mM    y    KCI     50    mM;

se   filtr6   a   trav€s   de   filtros   de   nitrocelulo-

sa   y   la    radioactividad   retenida   en    los   fil-

tros   se   detemin6   en   un   contador   de   centeHeo.
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Tab'a      V'Il

E6e.cto  dQk  chhlbld,on. bobfue,  2n  uul6n  yto  enzin¢±±ca  de.

4c] {eutafande~tRWA  a  utbo6oma4

lnhibidor
tug

pne1es
con

fenilalanina  unidos   a   ribosomas
t   ro   I           +i   n   h   i   b   i   do   r

La   reacci6n   de  uni6n   de   fenHalanil-tRNA  a   ribosonas   se   rea--

I iz6  en   la   forma   que   se   indica  en   M€todos,   en   presencia  de

15  mM  de   MgJ+,   0,9   unidades  A26o/ensayo  de   ribosomas   lava-

dos  de  ovario  de   X.Iaevis y  cantidades  variables  de  una  pre-
paraci6n   parcialnente  purif icada  del    inhibidor  de   la   srntesis
de  protefnas.     La   reacci6n   se   incub6  durante  20  minutos  a  20®

y   se  detuvo  por  diluci6n  agregando  2  ml   de  una   soluci6n   de
Tris-Ac   30  mM   pH   7,2,   MgAc210   mM   y   8-mercaptoetanol   2   mM.

Los  tubos  se  filtraron  a  trav6s  de   filtros  de  mil iporo  que

se  secaron   bajo  una   lampara  y  se  contaron  posteriornente  en

un   sistema  de   centelleo.
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E6e.c±o   de,2   LnhibAdon  de   2a   bln±e,bib   pn.o±Q,Ac.a   bobnQ,   2a.   ire.ac-

ci6yL   dQ.   ±haLyLb2oc.acl6yL   de.A   pQ.p±ldlL-±RNA   dQ.bdQ   a.2   bi±io   A

dQ.&   hlboboma  at  bl±io   P   de.A  a.Iboboma.

La    reacci6n    de

::r:::::nAd:I  [iiii:e:

translocaci6n    del    peptidil-tRNA   desde

del     ribosoma    se   midi6   estudiando    la

ilalanil-purctmicina    descrita    por   Na-

thans    (181).    Esta    reacci6n    involucra   dos   etapas   del    proce-

so   de   elongaci6n   que    son    la   formaci6n   del    enlace   peptrdicp

catalizado   por    la   peptidil    transferasa   y   la   translocaci6n

propiamente   tal    del    peptidil-tRNA   del    sitio   A   al    sitio   P
del    ribosoma   que   es   catalizada   por   el    factor   de   elongaci6n

EF-2o    Esta    reacci6n   es   clave   en   el    proceso   de   elongaci6n   y

de   ahi    la    importancia   de   determinar   cual    es   el    comporta-

miento   del    inhibidor   frente   a   esta   reacci6n   de   transloca-

e'Ongac

este   efecto   se   realiz61a   reacci6n   de   sfntesis

fenilalanil-puromicina   en   presencia   de   factores   de

6n    EF-1    y   EF-2    purif icados   de    germen    de    trigo   y   una

preparaci6n   parcialmente   purif icada   del     inhibidor   de    la
sfntesis   proteica.

Como   podemos   observar   en    la   Tabla    IX    Ia    adici6n    del

bidor   de   ovario   de    X.1aevis       a    un sistema   que   sintetiza
fenilalanH-puromicina,    conduce   a   una    inhibici6n    de    la

ntesis   de   este   compuesto.       Esta    inhibici6n   aumenta   cuando

se   agrega   una   mayor   cantidad   de    la   preparaci6n   del     inhibi-

dor   ya   descrita.

Copo.dij.imos   anteriormente,en   esta    reacci6n    de   sTnte-

sis   de      [4c] feni]alanil-puromicina   estsn    involucradas    dos

etapas   del    proceso   de   e]ongaci6n9    Ia    formaci6n    del    enlace

peptfdico   y    la    translocaci6n    del    peptidil-tRNA.       Con   el

f in   de   determinar   en    forma   precisa   en   cusl    de   estas   dos

etapas   act6a   et     inhibidor,   es   preciso   determinar   su   acci6n

en   cada   uno   de    los   dos   eventos   por   separado.
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Tabla        IX

E6ec.±o   dQ.A   AnhlbLdgft .de   &a   61n±Q.b£6   pho±Qlca   bobhe.

&a   blyL±Q,6lb   dQ. 6e.nl2a2ayti2-punomlc.Iyia

Exp.         Sistema           i:;; fenilalanil-Puromicina     %   inhibici6n
formados   (pmoles)

Con t ro I

+   Inhibidor

Con t ro I

+   lnhibidor 20

2. Cont ro'

+   Inhibidor

Con t ro I

+   'nhibidor

Control

+   lnhibidor

12

20

45

53
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Tab'a    lx

Efecto   del     inhibidor   d£    I_a   srntesis   proteica

sabre   la   srntesis   de

micina.

fen i I a I an i I  -pu ro-

de   ["clSe    realiz6   una    uni6n    no   enzim€t:ica

fenilalani]-tRNA   a    ribo§omas    incubando    la

reacci6n   que   se   describe   en   M6todos   durante

20   minutos   a   37°en   presencia   de    10   ug/ensayo

de   una   preparaci6n   de    inhibidor   parcialmente

purif icada   y   0,6   unidades   A26o/tubo   de    ribo-
somas    lavados   de   ovario   de    X.Iaevis.    Finali-

zada   esta    incubaci6n   se   agreg6   factor   de   e-

longaci6n    EF-2      parcialm®nte   purif icado   de

gel.men    de   trigo    ,    puromicina   para   tener   una
concentraci6n    final    de    10-4   M   y   se   continu6

la    incubaci6n   durante   20   minutos   mss   a    37:

La    reacci6n    se   detuvo   agregando   1    ml    de   una

soluci6n   de    fosfato   de   potasio   0,I    M   pH   8,0

y   I,5   ml    de   acetato   de   etilo.       Se   agit6   vi-

gorosamente   y   se   centrifug6   durante    10   minu-
tos   a   2000   x   i;    finalizada   la   centrifugaci6n,

se   tom6   una   alfcuota   de    la   fase   org5nica   y

se   determin6   Ia    radioactividad   en   un    siste-

ma   para   contar   muestras    lfquidas.



97

E4e.c±o   dQ.A   Anhlbidoh   dQ.   2a   bfyt±e.bib   pn,o±e.ic.a   bobn.a.   &a

ac.±£vAdad   GTpdbAca   dQ.A   tac±on.   dQ.   a,2.ongael6n   EF-2 a

EI    efecto   del     inhibidor   de    la   sfntesis   proteica   sobre

la   actividad   del    factor   de   elongaci6n   EF-2   purificado   de

germen   de    trigog    se   estudi6   midiendo    la   actividad   de    hidr6-
lisis   de   GTP   que   presenta   este   factor   en   presencia   de    ribo-

somas    (182).       La    reacci6n    se    realiz6   usando   una    preparaci6n

purif icada   de   EF-2    de   germen   de    trigo,    inhibidor   de    la    sfn-
tesis   proteica   purif icado   en    la   forma   ya   descrita   y

ly-32p]
GTP   preparado   siguiendo    la    t6cnica   descrita   por   Glenn

y   co,-.    (,76).

Al     realizar   esta    reacci6n   y   medir   el    32P    liberado

en   presencla   de   una   preparaci6n   parcialmente   purif icada   de

El,    se   obtienen    los    resultados   que   se   presentan   en    la   Ta-

bla   X.       Se   puede   observar   que   el     inhibidor   en   cantidad

suf iciente   como   para   producir   un   75%    de    inhibici6n   de    la

sfntesis   de   polifenilal

reacci6n   de   hidr6lisis ::Inlay:3Z:i
tiene   efecto   sobre   la
GTP   dependiente   de    ribo-

somas   catalizada    por   el    factor   de   elongaci6n    EF-2.       Es    im-

portante    indicar   que   el    factor    inhibidor   no   presenta   acti-
vidad   de    hidr6lisis   de    GTP   per    se.

EI    efecto   directo   del     inhibidor   sobre    la   actividad

de   EF-2   en    la    sfntesls   de   polifenilalanina   no   es   posible

determinar,    ya   que   en   esta    reacci6n   est6n    involucradag    las

actividades   del    factor   de   elongaci6n    EF-1    y   de    la   peptidil

t ran sfe ra sa .

E6Q,c±o   dQ.2   Anhibldon   dQ,   2a   61n±e.bib   pn.o±elca.   bobhQ.   2a

ac±Lvidad   dQ.   2a.   pQ,p±1di&   ±n,aLnb4Q.haba,.

Con   el    fin   de   determinar   con   mayor   exactitud   el    si-

tio   de   acci6n   del     inhibidor   de    la   sfntesis   proteica,    se

midi6   el    efecto   de   una   preparaci6n   parcialmente   purif ica-

da   de   este    inhibidor   sobre   la   actividad   de    la   peptidil
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Tab'a       X

E6e.c±o   de.A   inhlbld.on.   dQ,   &a   6£yL±Q,bib   pn.o±Q.ica   bobn.a.

2a  ac±luldad  GTpdblca.   de.A   6ac±on   dQ.   a.2ovLga.cl6n  EF-2

dQ,pe,yLdle.n±e,   de.   nibo6omab

S    i    s   t    e   in   a GTP    hidrolizado   (piroles)

Con t ro I

+    lnhibidor    (3    ug)

Con t ro I

+    Inhibidor    (7   ug)

Con t ro I

+    lnhibidor    (10,5    ug)

::T:e:;C::: ::; :°:::i::3Z:i
0,5  unidades  /`26o/ensayo  de

X . I aev i s

s-Ac   75   mM   pH   7,2,   Kcl    30   mM,

GTP   4   x   10-5   M   (7,6   cpm/pmol)  ,

ribosomas   lavados  de  ovario  de

y  20     ug  de  factor       de  elongaci6n   EF-2   de  gernen
de   trigo   se   incub6  durante  20  minutos  a   37°  en  presencia   de

una   preparaci6n   parcialnente  purif icada   del    inhibidor  de   la

sfntesis  proteica.     La    re.ccl6n   se  detuvo  agregando  una

suspensi6n   de   carb6n   activado  Norit   A  al    1%   en   H3P04   0,1   Mi

los  tubos   se  agitaron   durante  2  minutos  en  un   Vortex  y  se

centrifugaron   durante   10  minutos   a  2000  x  g.      E]    r]TP   hidroTi-

zado  se  determin6  contando  una  a] rcuota  del   sobrenadante  de

los  tubos  centrifugados  en   la   soluci6n  para  contar  muestras

lfquidas  descrita  en   M€todos.
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transferasa.    La   actividad.de    la   peptidll    transferasa   se   de-

termin6   u

:Je

dos   m€todos   diferentes:    ]a   a.fntesis   de

ilalanil-puromicina   y    la    formaci6n    de

fen i I a I an i I -fen i I a I an jna

ai    -Sfntesis   de   N-acetH'4C   fenilalanH-puromicina

La    reacci6n   de    srntesis   de   N-acetil

[`4c]

E4c] fen i I a I an i I -

puromicina    se    real  iz6    fundamentalmente   de   acuerdo   a]

procedimi,ept`o    sefia]ado   por    Rahaminoff   y   col.     (174)a    El

"li::]e::: fenilalanH-tRNA   se   prepar6   a   partir   de   un

ilalanil-tRNA   purificado   por   cromatograffa   en

DEAE-celulosa    benzoilada   como    se   observe   en    la    Figura

15    y   se   acetil6   empleando   el    proceso   de   Haenni    y   Chape-

ville    (175).       EI    porcentaj.e   de   acetilaci6n    del    fenil-

alanil-tRNA   se   midi6   mediante    una   electroforesis   de   este

compuesto   en    las   condiciones   que    se    indican   en    la    Figu-

ra   ,6.

La    sfntesis   de   N-acetil

realiz6   en   dos   etapas;    la
no   enzim5tica   del    N-aceti]

[4c]

[14E|fen
p[r43e::n

ilalanil-puromicina    se

consisti6   en    la    uni6n

fenilalanil-tRNA   al     ri-

bosoma   y   la    segunda   en    la    formaci6n   del    enlace   peptfdi-

co   entre   este   compuesto   y    la    puromicina.       Al     rea]izar

esta    reacci6n   en   presencia   de   una   preparaci6n   parcial-

mente   purificada   del     inhibidor   de    la   sfntesis   proteica

se   obtienen    los    resultados   que    se   muestran   en    la   Tabla

XI;    podemos   observar   que   existe    una   clara    inhibici6n    de

la   peptidil    transferasa   y   esta    inhibici6n   aumenta   al    a-

gregar   cantidades   crecientes   del     inhibidor   de    la    sfnte-
sis   proteica.      Es    i.mpo.rtante   notar   que    la    reacci6n   de

uni6n    del    N-acetil fenila]anil-tRNA    al    slto       P    del

ribosoma   no   es   afectada:  por   la.  presencia  .del     inhibidor

de    la    sfntes
b)       Sfntesis    de F4!::::,.:::n"-fen"a,anina

Para    ]a    sfntesis   del    dip6ptido fen i I a I an i I -fen i I  -



loo

a
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Figura    15.

Purif icaci6n    del E4c] fenila]anil-tRNA   por

cromatograffa   en    columnas    de    DEAE-celulosa

benzo i 1 ada  .

E,      [4c] fenilalanil-tRNA   preparado   en    la

forma   descrita   en   M€tor`os    se    purif ic6   en

una    columna    de    DEAE-celulosa    benzoilada

previamente    lavada   con    una    so]uci6n   que   con-
tenra    KAc    50    mM    pH    5,0,     MgAc210    mM,     Nacl

I,5    M    y   etanol    puro    15%    (v/v).       La    columna

se   equilibr6   con    una    soluci6n   que   contenfa

::Cc::g:Mc::  :;:'u:::::e:°A::oyd:ac[4:I  ::.
nila]anil  -tRNA   disuelto   en    esta    misma    solu-

ci6n.       La   eluci6n    se    realiz6   con    la    misma

soluci6n    usada    para   equilibrar    la    columna   y

una   vez   que    la   absorbancia   a   260   nm   del    e-

1uido   fue   despreciable,    se   eluy6    ]a   colum-

na   con    una    soluci6n    igual    a    la   usada   para

lavar    inicialmente    la    resina.       Se    recogie-

ron   fracciones   de   2   ml    y   el    flujo   de    ]a   co-

lumna    se   aj.ust6   a    1    ml/minuto.       La    flecha

en    la    f igura    indica   el    cambio   de    soluci6n

de   eluci6n.
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6420246
MICRACION   ( cm I

Figura   16.   Separacich   de   fenilalan,ina   y  N-acetilfenilalanina   por

electrofares!is  en: papel .

E,    [4c]fenilalanil-tRNA  y   el   N-acetil [4c] fen i I a I an i I -t RNA  p repa -

rados  en   la   foma  que   se  describe  en   M€todos,   se  desacilaron   incu-

b5ndolos   durante   15  minutos   a   37.  en   una   soluci6n   que   contenra

NH40H   2   N.   Finalizada   la   incubaci6n   las   muestras   se   colocaron   en

una   hoj.a   de   papel   Whatman   N®1   de   10   x  70   cm  I.unto   con.   Ios   patro-

nes   respectlvos  de   fenHalanina   y  N-acetilfenilalanina;   Iuego   se

real iz6  una  electroforesis  apl  icando   1370  voltios  durante   75  minu-

tos   y  usando  €cido  f6rmico  0,5   M  como   soluci6n   de  electrodo.   Fina-

l izada   la  electroforesis   la  tire  de  papel   se  sec6  y  se   revel6  con

una   soluci6n   de  ninhidrina  al   0,3%  en   acetona,   para  despu€s  cor-

tarlo  en   trozos  de  2   x   1   cm,   cuya   radioactlvidad   se  midi6  en   un

contador  de  centelleo.
`,
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Tab'a       Xl

E6Q.a.±o   de.A   1yLhlbfdon   dQ..ka`.`  ^£n±Q.bib   pno±Q,1ca   bobn.a.   &a

don.maci6yL   dQ.   N-ac.a.±i& 6e"{£clfaLMi{£-puLftom{c.i"ci.

Exp.           Sistema N-acet i I
purom ic i

fenila]ani]-           %     Inhibici6n
rmados   (pmoles)

I.             Control

+    lnhibidor

I,

„

2.             Control

+    lnhibidor    (6,8

„                      (9'0

Se   real iz6  una   uni6n  no  enzim6tica   de   N-acetil fen i I a I an i I -t RNA

purificado  a   ribosomas   lavados  de  ovario  de   X.Iaevis,    incubando  la

reacci6n   durante   15   minutos  a   37°  en   presencia   de   MgAc215  mM  y  de

una   preparaci6n  parcialnente   purif icada  del    inhibidor  de   la   sfnte-

sis   proteica.     Se  agreg6  posteriormente  puromicina  neutral izada  pa-

ra   obtener  Lina  concentraci6n   final   de   10-4  M  y  se  continu6   la   in-

cubaci6n  a  37°  durante   15  minutos  mss.     La   reacci6n   se  detuvo  agre-

gando  0,1   ml   de   una   soluci6n   de   fosfato  de   potasio  0,I   M  pH   8,0  y

1,5   ml   de  acetato  de  etHo,   agitando  vigorosamente.     La   re®cci6n   se

centrifug6  durante   10  minutos  a  2000  x  g   9   se   tom6  una  al rcuota  de

la   fase  org€nica  y  se  midi6   la   radioactividad  en  .una   soluci6n   para

muestras   lrquidas.
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::::i::78)S:   S::u::a::i::C::C:e::;:;;:ap:::,:e::ka[,¥c]  .
fenilalanil-tRNA   puro   y    se   midi6   por    la    formaci6n    del

dip6ptido    sefialado;    este   dip€tido    se   analiz6   Por   ilha

cromatograf fa   descendente   en   papel    que   separa   ciaramen-

te    la   difenilalanine   de    la    fenilalanina   como   se   obger-

va   en    la    Figura    17.

La    adici6n   de   una    preparaci6n    semipurificada    del     in-

hibidor   de    la      sfntesis   de    polifenilalanina   al    sistema

de    sfntesis   del    dip€ptido   produce   una    inhibici6n   de   es-

ta    Sfntesis,como   se   observa   en    la   Tabla    Xll;    esta    inhi-

bici6n   aumenta   al    agregar   cantidades   crecientes   del

inhibidor.
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2000

20sO

MICRACION  ( cm  }

Figura   17.   Separaci6n   de   fenilalanina   y  difenHalanina   por  croma-

tograf ra  en   papel .

Las  muestras  obtenidas  de   la   reacci6n   de   sfntesis  del   dipgptido

fenilalanil-fenilalanina   se  colocaron  en   un   trozo  de   papel   What.man

N°3   de  2   x  50  cm  y   se   real iz6  una   cromatografra   descendente  du-

rante   15   horas   usando  como   solvente   una   soluci6n   de  n-btanol :Sci-

do   acctico:agua  en   una   relaci6n   de   3:1:1.   Finalizada   la   cromato-

grafifa  el   cromatograma   se   sec6  y  se   revel6  con   una   soluci6n   de
ninhidrina  al   0,3%  en   acetona   y   se   cort6  en   trozos   de   1   cm  de   lar-

go  que   se   colocaron  en   viales   separados   con   3  ml   de   lfquido  de
centeHeo  y  se  midi6   la   radioactividad  posteriomente  en   un   sis-

tema  de  centelleo.
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Tabla   XII

i(e¥:md£##8:I::#atn&:#e#eri¥m6°b"e&

Exp.          Sistema fen i I a7 an i I -fen i I,-
ina   fomados(pmoles)

%    Inhibici6n

Con t ro I

+   lnhibidor(5   ug)

Con t ro I

+   lnhibidor(lo  ug)

2.          Control

+   Inhib`idor(5   ug)

Con t ro I

+   |nhibidor(IO   ug)

25

34

Se     realiz6  una  uni6n  no  enzim€tica  de
['4c] fen i I al an i I -t RNA  a

ribosolnes   lavados  de  ovario  de   X.Iaevis   incubando  durante 15   mi-
nutos  a  30°   la   reacci6n  que   se  describe  en  ustodos  en  presencia

de  preparaci6n  parcia]nente  purif icada  del    inhibidor  de   la   sfn-

tesis  proteica.      Finalizada   la   incubaci6n   se     agreg6  un   10%   (v/v)

de   una   soluci6n   de   NaoH   3  N   y   se   continu61a   incubaci6n   por  30

minutos  mss,   para      finalmente  agregar  un   volumen   igual   de   Hcl   3   N

co.n     el   fin   de  neutralizar   la   reacci6n®      El   an6Iisis  del   di-

peptido  sintetizado  se   real iz6  mediante  una  cromatografra   des-
cendente  en   papel   Whatman   N.3   usando  como   solvente   una   soluci6n

de   n-butanol  :Scido  ac€tico:agua   en   una   relaci6n   de   3:1:1®      Fina-

lizada   la  cromatograffa  el   cromatograma   se   sec6,   se  cort6  en

trozos  y  se  midi6   la   radioactividad  en  un   sistema  de  centeHeo.
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CAPITULO    TERCERO

Posible    rol    f isiol6gico   del inhibidor   de    la    sfntesis   pro-

te ica ,

Aube.nc.ia   dQ.   ac±1vLdad   AnhlbitohfaL   a.n   6ha.a.cAonQ.a   6obhQ.naday.-

±Q.a   de.   hfgado    y   mdbcuL2o   Q.bquQ,k¢±lco   dQ. X .t¢evt6 .

Con   el    f in   de   determiner   si   el     inhibidor   de    la   sfnte-

sis   de   polifenilalanina   era   especffico   para   ovario,    se   pre-

par6   homogeneizadog   de   hrgado   y   mdsculo   esquel€tico   de   X.
Iaevis   en    las   condiciones   descritas   para    la   preparaci6n   de

sobrenadante   de   ovario.
En    la   Tab]a    XIIl    se   observa    la   sfntesis    de   polifenil-

alanina   dirigida   por   Poli    U   en    sistemas   a    los   que   se    les   ha

agregado   cantidades   crecientes   de   extractos   de   hfgado   y   mds-

culo   esquel€tico   de   X.Ia®vls.       Podemos   observar   que   no   exis-

te    inhibici6n   de   la   sfntesis   proteica   en   extractos   de   estos
tejidos,    aunque    la   cantidad   de   protefnas   agregada   en   cada

caso   supera   en   un   gran   exceso   la   cantidad   necesaria   para

detectar   el   efecto    inhibitorio   con   la   preparaci6n   de   ova-

rio.

Sfn±Q.LLb   pno±Q.ica |n  vivo a.yt   oocl±ob   de.   di6Q.n.a.n±e.a   a.b±adob

dQ,   dQ,ba.hito&2o   a.n   ouaLnlob   de,   X.&a:a.via.

Estudios   `previos   de   varios   autores   que    indicaban   que

l®s   niveles   de   sfntesis   proteica   en    los   oocitos   disminuyen

a   medida   que   progresa   el    proceso   de   oog€nesis,   nos    llevaron

a   hacer   un   estudio   de   la   sfntesis   proteica   en   oocitos   de

diferentes   estados   de   desarroHo   de   la   oog€nesis   en X . I ae -

VIS.

En    la   Tabla    XIV    se   observa    la    incorporaci6n   de    fenil-

alanina   en   oocitos   de   X.Iaevis   de   diferentes   estados   de   de-

sarrollo.      Se   puede   observar   que   la    incorporaci6n   total    se
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Tabla        XIll

Ac.±iuida:d  Anhibl±on.ia   dQ.   a.x.±n.a.c±ob   dQ.   hlgado   y

mckbcu2o    a.bquQ&¢±lco    dQ.   X.&aQ.vAb

Exp.         Protei::;   agregadas pol  i fen i 1 al an ina
etizada       (pmoles)

I.              Mu-sculo

Mdsculo

Mdscu'o

Mdsculo

Mdsculo

2.             Hfgado

H i gado

Hfgado

H rgado
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Tab'a    X,I,.

Actividad    inhibitoria   de   extractos   de   hfgado

y   mtisculo   esquel6tico   de X . I aev i s

La   preparaci6n   de    las   fracciones    sobrenadan-

tes   de   hfgado   y   mdsculo   esque]6ti.co   de    X.Iae-

vis   se    realiz6   en    la    forma    indicada   en   M€to-

dos   para    la   preparaci6n   de   extracto   de   ovario.

Estas   fracciones   dializadas   contra   una   solu-

ci6n    que    contenfa    Tris-Ac    30   mM    pH    7,2,    Kcl

50   mM   y   B-mercaptoetanol    2   mM,se   agregaron

a   un    sistema    de    sfntesis   de    polifenila]anina

que    usaba   096   unidades   A26o/ensayo   de    riboso-
mas    lavados   de   ovario   de    X.]aevis      y   una

fracci6n    sobrenadante   de   germen   de   trigo   co-

mo   se    indica   en    M€todos.       La    reacci6n    se    in-

cub6   durante   20   minutos   a   37°   y   se   detuvo

agregando    1,5   ml    de    una    soluci6n    de    TCA   al

5%    frio;    se    calent6   durante    15   minutos   a   90°

y   se   filtr6   a   trav€s   de   filtros   de   fibra   de
vidrio   que   se   contaron   en   un   contador   de

centel  I eo .
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Tabla      XIV

stn±Q.biA  pro*ctAa  {In  u±!±±!g_ a.yt  ooctfioh  cl.a,  diteJceuteA

eA±a;doh  de.  de.ha^hoeeo

fen ilalanina   incorporada
cito            pmol/nl   vol.   celular

0 ,059

0 ,228

0 '4 I 0

0 ,899

I,41

I,60

0 ,009

0'006

0 ,005

0 ,003

0,003

0 ,002

La  srntesis  de  protefnas   in  vivo  en  oocitos  de  dlfe-

rentes  estados  de   la  oog€nesis,   se   realiz6   incubando

durante  4  horas  a  22°  grupos  de  5  oocitos  en

cado    en   una  soluci6n   de  Barth  que  contenfa

nilalanina   2   x   10-5   M   (actividad  especffica   5L22 -Lei/

rmol).     Finalizada   la   incubaci6n   la   reacci6n   se   de-

tuvo    agregando  un  exceso  de   fenila)anina  no   radio-

activa  y  TC\  al   5%   frfo.     Los  oocitos   se  homogeniza-

ron  y  ®1   homogeneizado  se   f iltr6  a  trav€s  de   filtros

de  f ibra  de  vidrio  que  posteriormente  se  contaron

en  un  sistema  de  centeneo.

l#:i:::
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incrementa   con   el    tamafio   del    oocito  :  sin   embargo,   al    expre-

sar   esta    incorporaci6n   en    funci6n   del    voltlmen   de    la   c6lula

se   observa   que   la   actividad   es   mayor   en   oocitos   de   estados

iniciales   de    la   oog6nesis   y   disminuye   aproximadamente   4,5

veces   al    Hegar   al    estado   f inal    de   la   oog€nesis.      Se   expre-

s6   el    valor   de    sfntesis   proteica   en    funci6n   del    voltimen   ce-

lular,    ya   que   al    hacerlo   en    funci6n   de    la   cantidad   de   pro-

ternas   totales   se   pod fa    introducir   un   gran   error   pues   al

finalizar   el    estado   de   desarroHo   2   de    la   oog€nesis,   ocurre

el    proceso   denominado   vitelog€nesis   en   que   el    contenido   de

proternas   del    oocito   aumenta   en   gran   proporci6n   debido   a
la    incorporaci6n   a   este   6ltimo   de   una   protefna   denominada

vitelogenina   que   es    sintetizada   en   el    hrgado,   por   lo   que

las   proteinas   totales   no   representan   protefnas   sintetizadas

por   el   oocito.
Para   tener   una   mej.or   medida   de    la   srntesis   proteica

en    la   oog6nesis,    se   hizo   un   estudio   en    los   estados    inicia-

les   y   f inales    (I    y   6)    y   se   determin6   el    contenido   de    ribo-

somas   en   cada   estado.      A]    expresar   los    resultados   de    incor-

poraci6n   de   fenHalanina   en   funci6n   del    contenido   de    ribo-
somas   se   obtienen    los    resultados   que   aparecen   en    la   Tabla

XV.       Podemos   observar   que   este   valor   es   aproximadamente   4

veces   mayor   en    los   oocitos   provenientes   del    estado   1    que   en

los   oocitos   del   estado   6   de   la   oog6nesis.      Este   valor   con-

cuerda   con   el    obtenido   al    expresar   la    incorporaci6n   de   fe-

nilalanina   en    funci6n    del    volumen    celular.

Si    hacemos    la    suposici6n    de   que   el    100%   de    los    ribo-

somas   presentes   en   el    oocito   de   estado   I    son   activos,   al

estar   activos   todos    los   ribosomas   del    oocito   de   estado   6

la    incorporaci6n   total    de   fenHalanina   en   4   horas   deberfa

ser   de   6,4   pmoles/oocito;    en   cambio   se   observa   una    incor-

poraci6n   de    s6lo   I,6   pmoles.de.fenilalanina   /oocito    lo   que
corresponde   a   un   25%   del    valor   esperado   en    las   condiciones

mencionadas   anteriormente.       Podrfamos   pensar   entonces   que
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Tabla      XV

Sf rfeAIA  pho±eica  ^m£±± v±!±±!±  .y  con±elndo  de  nlJbobomas  Q.vt

OOcA±O^   de  QA±ndob   de.  de^aiutctAAI   1   y  6

Estado Protefna   sintetizada       Rib`osomas       Protefna   sintetizada
pmoles/oocito                 U  A26o/oocito  U  A26ode   rlbosomas

0 .055

0,064

0 ,0021

0 ,0026

La     stntesis  proteica  medida  por   la   incorporaci6n   de

alanina       a  protefnas   se   realiz6  en   la  forma  que   se   indica  en   la

Tabla   XIV.     La   reacci6n   se   incub6  durante   4  horas  a  22°,   se  de-

tuvo  con  TCA  al   5%   frfo,   los  oocitos   se   homogenizaron  con   una

varilla  de  vidrio  y  el   homogeneizado  se   filtr6  a  trav€s  de  fil-

tros  de  f ibra  de  vidrio  que  posteriormente   se  contaron  en  un

sistema  de  centelleo.     Para   la  determlnaci6n   del   contenido  de

ribosomas  en   cada  estado  se   sigui6  el   procedimiento   indicado

en   M€todos.
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hay   un   alto   porcentaje   tie    ribosomas    inactivos   en   el    oocito

que   ha   completado   el    proceso   de    la   oog6nesis.

Eb±udfob   dQ.   bfy.±e.bib   pn.o±Q.Lea   a.n   6unci6n   dQ.k   pH   e.y.   u.n   homo-

gendeedo   pnovQ,niQ.yL±e.   de.   ovan.io   de.   Xe.ytopub   A_a_L%v_i±.

El    dr5stico   efecto   de   pH    ligeramente   alcalinos    sobre

la   actividad    inhibitoria   de   EI    que    habfamos   observado   ante-

riormente    (f ig   8)    hizo   pertinente   determinar   el    nivel    de

sfntesis   de   protefnas   en   un    sistema   hom6logo   de   ovario   de

x.Iaevis9    en   el cual    tenemos   presente   f racci6n   sobrenadan-

te   y   ribosomas    lavados   de    la   misma    procedencia   en   ausencia

de    la   fracci6n    soluble   de   germen   de   trigo.      Al    realizar   un

experimento   en   estas   condiciones,   se   obtiene    los    resulta-

dos   que   aparecen   en    la   f igura    18.    Podemos   observar   que   a

valores   de   pH   entre   6,0   y   7,0    la   stntesis   proteica   es   muy

baja,   pero   este   valor   aumenta   en   forma   abrupta   a   pH   sobre

7,0   para    llegar   a    su   nivel    m8ximo   a   pH   entre   8,0    y   8,3.

Si    rep.resentamos    la   actividad   del     inhibidor   en    la   misma

f igura,    se   observa   al    igual    que   en    la    figura   8   que   la   acti-

vidad    del     inhibidor   es    maxima   entre    pH    6,0   y    7,0    disminu-

yendo   totalmente   para   desaparecer   a   pH    sobre   8,0.
Al     realizar   un   experimento    similar   pero   usando    ribo-

somas    lavados   de   ovario   de   X.Iaevis   y   fracci6n    sobrenadante

de   germen   de   trigo,   en   presencia   y   ausencia   del     inhibidor

parcialmente   purif icado,    se   observan    los    resultados   que
aparecen   en    la    Figura    19.       Podemos   concluir   que    la   presen-

cia    del     inhibidor      desplazarfa    la   curva   de   pH    hacia    la   zo-

na   alcalina   con    respecto   a    la   curva   obtenida   en   experimen-

tos   controles.
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pH

Figura   18.      Srntesis   proteica   en   un   homogeneizado  de  ovario   de

X.1aevis,   en   funci6n   del    pH.

La   reacci6n   de   srntesis   de   polifenilalanina   se   real  iz6  en   la   forma

que   se   detalla  en,  M€todos,   usando   como   fuente   de   enzimas   una  `fr,ac-

cl6n   3obrenadante     de   150.000   x   g   de   ovario   de X.1aevis   preparada

en   la   forma   detaHada  en   M€todos   y   0,7   unidades   A26o/ensayo   de

ribosomas   lavados   de   ovario   de   X.1aevis.        La   reacci6n   se    incub6

durante   20  minutos   a   37°   y   se   detuvo   agregando   1,5   ml   de   una   so-

1uci6n   de   TCA   al    5%   frro.      Los   tubos   se   calentaron   durante   15   mi-

nutos  a   90°  y   posteriormente   se   filtraron   a   trav€s   de   f iltros   de

fibra   de   vidrio  que   se   contaron   en   un   sistema   de   centelleo.



Figura   19.   Efecto  del   pH   sobre   la   srntesis  de

La   srntesis   de ['4.]
['4c] pol  i fen i I a I an ina

pol ifenilalanina   se   real  iz6  en   la   forma  que   se
indica   en   M6todos.   Se   us6   0,8   unidades  A26o/ensayo  de   ribosomas   la-

vados   de  ovario  de   X.Iaevis y  5  Hg   de   una   preparaci6n   de   inhibidor

parcialinente   purif icada.     Las   soluciones   tampones   usadas   fueron
Hepes   entre   pH   6,5   y   7,5   y  Tris-Ac  entre   7,5   y  8,5,   ambos   a   una

concentraci6n   f inal   de   30  mM.      La   reacci6n   se   incub6   durante.  20

minutos  a   37°,   se   detuvo   agregando   1,5   ml   de   una   soluci6n   de  TCA

al   5%   frfa   ,   se   f Htr6  a  trav€s  de  f iltros  de   fibra  de  vidrio  y

los   filtros   se  contaron   posteriormente  en   un   contador  de  centelleo.
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Los   estudios   presentados   en   esta   tests   se   ref ieren   al

problema   del    mecanismo   post-transcripcional    que    regularfa    la
sfntesis   de   protern®s   en    los   oocitos   de   anfibio   que   han   al-

canzado   las   dltimas   etapas   de    la   oog€nesis.

Con    los    resultados   detallados   en   el    capftulo   anterior

se   ha   logrado   establecer   la   existencia   en   estas   c6lulas   de
un   potente    inhibidor   de    la   srntesis   proteica   que   podrfa

explicar   la    reducida   actividad   de   los    ribosomas   de   los

ooc i tos .

Este    inhibidor   de    la    sfntesis   protelca   ha   sido   estudia-

do   en    relaci6n   a   algunas   de   sus   principales   caracterrsticas

como   son    su   sitio   de   acci6n   en   el    proceso   de   srntesis   pro-

teica.   su   naturaleza,   peso   molecular   y   otros.

Se   ha    realizado   una   purificaci6n   parcial    del    inhibidor

mediante   cromatografra   en   columnas   de    DEAF-celulosa   y   poste-

rior   filtraci6n   por   Sephadex   a-200   en   donde   el     inhibidor

eluye   en   el    volumen    vacro   de    la   columna.    Una   purificaci6n

mayor   de   este   factor   inhibidor   se   ha   alcanzado   al    utHizar

una   f Htraci6n   en   una   columna   de   Sepharosa   6   a   en   vez   de

f iltraci6n    por   Sephadex   G-ZOO.       En   estas   condiciones    la

pureza   del    inhibidor   es   mayor,    pero   su   estabilidad   es   mini-
ma    (2   dfas   a   4°C);    por   esta    raz6n    hemos   usado,    para    la   mayor

parte   de    los   estudios   de   esta   tesis,   una   preparaci6n   del
inhibidor   parcialmente    purif icada   par   DEAF-celulosa   y

Sephadex   G-ZOO   que    tiene    la   ventaja   de   estar    libre   de   acti-

vidades   de    los   factores   de   e]ongaci6n   que    intervienen   en

el    proceso   de   biosfntesis   de   protefnas.

Con    la   preparaci6n   parcialmente   purif icada    se   ha

determinado   que   este    inhibidor   es   de   naturaleza   proteica,

ya   que   es   termol€bH,   es   destruido   por   tripsina,   no   es
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afectado   por   preincubaci6n   con    RNasa   y   es    inhibido   por

reactivos   que   atacan    grupos   SH.       EI    peso   molecular   del

inhibidor   fue   determinado   por   f iltraci6n   en    columnas   de

Sepharosa   6   a   y   su   valor   aproximado   es   de    380®000   daltones.

La   actividad   del     inhibidor   se   ha   evidenciado   usando

un    sistema   que    sintetiza   polifenilalanina   dirigido   por

poli    u   lo   que   clemuestra   que   este   factor   actuarra   sobre    la
etapa   de   elongaci6n   de    la   sfntesis   proteica   ya   que   este

sistema   no    involucra   ni    la    iniciaci6n   ni    la   terminaci6n   de

los   polip6ptidos.

Con   el    f ln   de   determinar   en    forma   precisa   en   qu6   eta-

pa   del    proceso   de   elongaci6n   actda   este   factor,    se   realiz6
un   ensayo   de    la   actividad   del     inhjbidor   en   cada   una   de    las

reacciones   que    intervienen   en   el    proceso   de   elongaci6n   de

la   sfntesis   proteica   que   aparece   en   el    esquema   I.

Util  izando   preparaciones   parcialmente   purif icadas   cle

los    factores   EF-1    y   EF-2    de   germen   de    trigo    se   determin6

que   el    inhibidor   no   ten fa   efecto   sobre    las   reacciones   cata-
Iizadas   par   el    factor   de   elongaci6n   EF-1    como   son    la   forma-

ci6n    del    complejo   binario   con    GTP   y    la   uni6n    del    aminoacil-

tRNA   al    sitio   A   de]     ribosoma;    y   tampoco   sobre    una    reacci6n

catalizada   por   el    factor   de   elonqaci6n    EF-2   como   es    la

hidr6lisis    de   GTP   dependiente   de    ribosomas.

Sin   embargo,    utilizando   dos   ensayos   diferentes   que

miden    la    formaci6n    de   difenilalanina   o   el    anglogo   N-acetil-

fenilalanil    puromicina    se   pudo   determinar   que   el     inhibidor

act6a   bloqueando   la    reacci6n   de   sfntesis   del    enlace   peptf-

dico   que   es   catalizada   por   la   peptidil    transferasa   presente

en    la    subunidad    ribosomal    mayor.

La    inhibici6n    de   estas    reacciones   es    de    s6lo   un    30%.

Sin   embargo    la    inhibici6n   es   altamente    reproducible    y   de-

pende   de    la   cantidad   del     inhibidor   agregado,    desapareciendo
cuando   el     inhibidor   ha    sido    inactivado   por   calentamiento.





Obviamente,   que   no   se   puede   esperar   que    los   niveles   de
„9

inhibici6n   de    la    sfntesis   de   un   dip6ptido   sean    tan   altos

come    los   observados   en    la    sfntesis   de   polifenilalanina   ya

que   en   esta   dltima,    la   reacci6n   afectada   es   repetida   se-
cuencialmente   varias      veces    lo   que   aumenta    la    inhibici6n

en   mayor   grado.      Se   observ6   tambi6n   que   el    efecto   del     inhi-

bidor   puede   ser   revertido   al    agregar   una   mayor   cantidad   de

ribosomas   al    medio   de    reacci6n,    lo   que    refuerza   el    hecho   de

que   el    blanco   de   acci6n    del     inhibidor   estarfa    en.    el
r i bosoma .

AI    ensayar   el    efecto   del    inhibidor   frente   a   ribosomas
de   otras   fuentes   se   encontr6   que   era   activo   con    ribosomas   de

varios   eucariotes   y   tambi€n   con   partfculas   de   procariotes.

Un    hecho   de   especial     importancia   es    la    inhibici6n    de   un

sistema   de    sfntesis   de   proternas   en   polisomas   de   hfgado   de

rata,    ya   que   este   hallazgo   demuestra   que   el    inhibidor   tam-

bi€n   act6a    sobre    la   traducci6n   de   mRNA   naturales.

Varios   de    los   experimentos    realizados   en    la   tesis

fueron   disefiados   para   tratar   de    relacionar   la   existencia

de]     inhibidor   descrito   anteriormente   con    la   actividad    in

vivo   de   la   sfntesis   proteica   en   oocitos.

Al    determinar   e]    contenido   de    ribosomas   en   oocitos   de

los   estados    inicial    y    final    de    la   oog6nesis    (estados    1    y   6)

y   expresar   la    sfntesis   proteica   de   ®stas   cglulas    in   vivo
en    funci6n   de    su   contenido   de    ribosomas   se   encontr6   que   los

oocitos   tota]mente   crecidos    (estados   6   de    ]a   oog€nesis)

presentaban    una    srntesis   proteica    de    s6lo   un   25%   de    la   `
existente   en   el    estado    inicial    de    ]a   oog6nesis.

Estos    resultados   nos   dirfan   que    s6lo   un   25%    de    los

ribosomas   presentes   en   el    oocito   totalmente   crecido   estarran

activos   en   el    proceso   de   sfntesis   proteica.    Este   valor   con-

cuerda   con   el    hecho   de   que   ai    estudiar   la   sfntesis   proteica

in    vitro   usando    ribosomas de   ovario   de    X.Iaevis que   no   han
sido   lavados   con   alta   concentraci6n   de   sal,    se   encuentra
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que    la    sfntesis   de   polifenilalanina   es   un   25%   de    la   exis-
tente   en    un    sistema    similar   que   usa    igual    cantidad   de

ribosomas   de    la   misma   procedencia   pero   que   han    sido   lavados

para   eliminar   al     inhibidor.       Como   dijimos   anteriormente,

este   porcentaj.e   de    ribosomas   activos   en   el    oocito   totalmemte

crecido   ests   condicionado   a    la   existencia   de   un    100%   de

ribosomas   activos   en    los   oocitos   de   estado   1    de    la   oog€nesis.

Los    resultados   obtenidos   por   medici6n   directa   de    la   pobla-

ci6n   de    ribosomas   activos   en   el    oocito   completamente   crecido

han    demostrado   que   aproximadamente   un   85   a   90%   de   estos

ribosomas   estarfan    inactivos   ya   que   no   estarian    formando

pol!somas   en    la    c6lula    (159).

Al    estudiar   la   pr.sencia   de   este    inhibidor   en   homoge-

neizados   de   otros   tejidos   de   X.Iaevis como   hfgado,    coraz6n

y   m6sculo   esquel€tico,   no   se   detect6   actividad    inhibitoria
con   caracterfsticas   similares.

Sin   embargo,   el     inhibidor   que   hemos   encontrado   en

oocitos   de    X.Iaevis tiene   caracterrsticas   que   lo   diferencian

de   otro    inhibidor   que   se   ha   descrito   en   huevos   no   fecundados

de   erizo   de   mar.

Este    Gltimo    inhibidor   descrito   por   Metafora    y,c'ol.(134)

tambi€n   afecta    la   sfntesis   de   polifenHalanina   dirigida   par

poli    U   y   estarfa   unido      a    los    ribosomas   de   estas   c6lulas.
Sin   embargo,    dif iere   de    El    de    X.Iaevis   en   que   actuarra

inhibiendo    la    uni6n    del    mRNA    (Poli    U)    y    de    aminoacil-tRNA

a    los    ribosomas   mientras   que   el    factor   descrito   en   esta   tesis

actda   a   nivel    de    la   peptidil    transferasa.

Recientemente    se   ha   descrito   en    linfocitos   humanos   no

diferenciados   un       inhibidor   del    proceso   de   elongaci6n   de    la

sfntesis   proteica    (183).       Este    inhibidor   se   asemeja   al    El

de    X.Iaevis   en que   esta   presente   en   el    lavado   ribosomal    y
que    su    inhibici6n   puede   ser   revertida   por   adici6n   de   exceso
de    ribosomas.    Sin   embargo   este    inhibidor   presenta   notorias



c!iferencias    con    el    El    de    X.Iaevis       como
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son   su   baj.a   peso
molecular   y   el     requerimiento   absoluto   de    la    presencia.   de   ATP

para    su   actividad    inhibitoria.

Segdn    se   presenta   en   el    caprtulo    introductorio,   en

afros    recientes   se   ha   encontrado   que   varios   sistemas   de    re-

gulaci6n    post-transcripcional    funcionan   a   trav€s   de    la
fosforilaci6n   enzimatlca   de   factores   de    iniciaci6n   de    la

sfntesis   proteica    (74,    75).      Hay   varias   evidenclas

que    sugieren   que   el    mecanismo   de   accl6n    de   El    no   serfa   a
trav6s   de   una   fosforilacl6n.

AI    estudiar    la   sfntesis   proteica    in   vivo      e    ln   vitroAI    estudiar    la   sfntesis   proteica    in   vivo      e    ln

en   oocitos   d,e   X.Iaevis se   ha   demostr@do   que   este   proceso

presenta    una   actividad   mrnima   a    pH    baJo    7,0   y   que   aumen.ta

para    llegar   a    su   m€ximo   a    pH   8,0.       La   actividad    del     inhibl-

dor   descrito   en   esta   tesis,   medida   en    funci6n   del    I:H,

presenta   un   comportamiento    inverso,    ya   que   a   valores   de   pH
baj.o   7,0   su   a   tlvldad   es   m6xima   y   cae   bruscamente    sobre   este

valor   para   desaparecer   totalmente   a   pH   8,0.      Estos    resultados

sugtJrirfan   que    ]a    inhibici6n   de    la   sfntesls   proteica   obser-

vada   a   pHs   acfdicos   o   neutros   se   deberfa,   al    menos   parcial-

mente,   a    la   acci6n   de   este    inhibidor.

El    hecho   de   que    la   actividad   del     inhibidor   disminu}e

dr6sticamente   con   el    aumento   del    pH   por   sabre    la   neutralldad

es   de    sumo    inter6s    f isiol6gico   ya   que   aparentamente  'el    ga-

tiHamiento   de    la   s'fntesis   proteica   en   el    proceso   de   ferti-

Iizaci6n   est6   dado  en   parte   por   el    aumento   del    pH    interno

de   algunos   oocitos   y   huevos.      A   este    respecto   Johnson   y   col.

(184)    demostraron   que    la    ferti]izaci6n    produce   un   aumento

muy    rspido   clel    pH    interno   en   el    huevo   de   erizo   de   mar.    Este

aumento   era   de   0,3   unidades   de   pH   y   se   producra   entre    1    y   4

minutos   despu€s   de    la    fertilizaci6n.    Conclusiones   similares

fueron    obtenidas    Winkler  y   Grainger               (185)    encontrando   que

despu€s    de    la   adici6n    de   espermios   al    medio   en   que   est5n    los
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huevos   no   fertnizados   de   erlzo   de   mar,   se   produce   un   gran

aumento   del    pH    interno   de   6,8   a   7,4   durante    los    10   primaros

minutog   despu6s   del    proceso   de   fertHizaci6n.    En   este   mislno

intervalo   de   tiempo   la   sfntesis   proteica   medlda   par   la

lncorporaci6n   de   amino6cidos   a   protefnas   ha   tenldo   un   au-
mento   de   aproxlmadamente   10   veces   sabre   el   valor   existen-

te   antes   de   la   fertHizaci6n    (186).
Efectos   similares   han   sido   obgervados      al    incubar

oocltos   aislados   en   soluciones   que   tienen   pH   alcalino.    En

nuestro   laboratorio   Kofold   y   col.    (187)   han   demostrado   que

al    lncubar   oocitos de   X.Iaevis      en   soluci6n   de   earth   a   pH

8.0   se   produce   18   maduraci6n   espont6nea   del    oocito;   a   este

respecto   debemos   decir   que   el    proce8o   de   madur8ci6n   va   a-

compafiado   de   un   estfmulo   en   ]e   sfnte8is   de   protefnas.
El    aumento   en   los   niveles   de   sfntesis   proteica   ha

sido   tambi6n   observado   al    lncubar   huevos   no   fertHlzados

de   erizo   de   mar   en   soluciones   de   pH   alcaHno.    Los   resulta-

dos   de   Baron  y  col.    (188).   Winkler  y  Gralnger   (185)   y  Graiger  y

col,(186)    ham   demostrado   que   al    incubar   huevos   de   erizo   de

mar   no   fertiHzados   en   soluciones   de   NH4Cl    dHufdo   a   pW

8.0   se   produce   un   cambio   drastico   del    pH    lnterno   del

huevo   que   va   desde   6,8   a   7,5.    Este   aumento   del    pH   lnterno,

causa   el   ya   menclonado   aumento   en   la   sfnteslg   de   protefnas

y   tambi6n   produce    la   estimulaci6n   de    la   sfntesls   de   DNA

(Humphreys    (128}).

Ios   estudios   recientes   de   Steinhardt   y   Winkler(189)

han   demostrado   que   el    aumento   en   la   sfntesis   proteica   que
se   produce   despu6s   de   la   fertHizacl6n   de   huevos   de   erizo

de   mar,    se   debe   en   parte   al    aumento   en   el    ptt    interno   qua

se   produce   en   el   huevo   despu6s   de   la   fertHizaci6n.
Todas   estas   evldenclas   nos   Hevan   a   postular   que   la

actividad   del    lnhibldor    in   vivo   estarfa   en   parte   modulada_                      -__   _    __

por   el   pW   interno   del   ooclto.   al    igual    que   la   sfntesis



123

proteica.   Al    ocurrir   el    proceso   de   fertilizaci6n,   por
e..emplo,    se   producirfa   un   aumento   en   el    pH    interno   del

oocito,    que   causarfa    la    inactivaci6n   del     inhibidor   y    la   es-

timulaci6n    de    la    sfntesis   proteica.    Sin   embargo,    para    la

desaparici6n    total    de    la   actividad   del     inhibidor   ocurrirfan

Concomitantemente   otros   procesos   comoo    tal    vez,    la    regulaci6n

de   su   sfntesis.

El    trabajo   a   futuro   sobre   este    inhibidor   tratar€   de

conf irmar,    por   otros   mecanismos    su    rol    en   el    proceso   de

regulaci6n   de    la   sintesis   proteica,   para    lo   cual    convendrfa

hacer   un   estudio   de   este   factor   en   estados   posteriores   al

proceso   de   fertilizaci6n,asf   como   tambi€n   microinyectando   el
inhibidor   purificado   en   oocitos   de   X.Iaevis   para   determinar

que    in   vivo   tiene    la   misma   actividad   que    la   descrita    in
v i t ro .
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