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RESUMEN

El factor de elongacién EF-Tu es una de las proteinas
mas abundantes tanto en las células procaridnticas como
eucarionticas. Este factor tiene una funcidn clave en la
traduccidn al promover fa unidn del aminoacil—-tRNA,
dependiente de GTP, al sitio A del ribosoma durante 21 ciclo
de elongacién de la biosintesis de proteinas. Este factor no
s6lo es interesarite por su importante funcién bioclégica sino
que también por la diversidad de moléculas con las cuales
interactda. Entre ellas se cuentan el aminoacil-tRNA, el
GTP, GDP, el factor de elongacién EF-Ts, los antibidbdticos
Kirromicina » pulvomicina ¥ algunos componentes ribosomales.
Ademis se ha descrito que esta proteina s metilada tanto en
Escherichia coli como en Salmonella typhimurium. Esta
modificacidn se encuentra sélo en la lisina-54, en E. coli,
pudiendo ser mono—- o dimetillisina. Sin embargo, actualmente
no se conoce la funcién de esta modificacidn
post—-traduccional del EF-Tu. En este trabajo hemos abordado
el estudio de algunos aspectos de la metilacién del Ffactor
de elongacién EF-Tu en diversos organismos.

Encontramos que tanto el EF-Tu de cloroplastos de
Euglena gracilis como posiblemente el factor de la bacteria

termofflica Bacillus stearothermophilus son metilados., En
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cambio en el EF-Tu de Bacillus subtilis no fue posible
establecer la presencia de aminocicidos metilados.

Los resul tados obtenidos con el EF-Tu de cloroplastos
constituyen otra caracterfistica de tipo bacteriano para el
aparato traduccional de estos organelos, 1o que apoyva la
hipbtesis de su posible origen endosimbidtico.

Estos estudiocs comparativos » los de otros autores nos
indicaron un cierto grado de conservacién para la metilacidn
del factor de elongacién EF-Tu en algunas bacterias ¥ en los
cloroplastos, lo que sugiere un posible papel de importancia
para 1la metilacién de las protefinas del aparato
traduccional.

Se desarrollaron dos sistemas de metilacidn in vitro
del factor de elongaciédn EF-Tu. El primero, consistid en un
sistema dependiente de DNA en el que se utilizé
metionina-395 o S-Ado(metil-SH)Met y el DNA del fago
lrifdis, el cual tiene el gen tufB que codifica para el
factor EF-Tu de E. coli. En este sistema se obtuvo por
primera vez la sintesis ¥ la metilaciédn del EF-Tu, en forma
eficiente, encontrandose mono- ¥y dimetillisina. El segundo
sistema desarrollado empled comoe sustrato el EF =Ty
submetilado artificialmente. Para ello se crecieron las
células de E. coli en un medio en que la metionina se
encontraba limitante, o en un medio mfﬁimo suplementado con

etionina, en reemplazo de la metionina. Como dador de grupos
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metiloz se utilizé S-Ado(metil-SH)Met. Con estos sistemas
también se obtuvo la metilacidn del EF-Tu, encontrindose
mona— ¥ dimetillisina. Estos resultados sugieren que en
todos los sistemas de metilacién in vitro desarrollados, el
factor EF-Tu se metilarf{a como in vivo.

Mediante estos sistemas, pusimos en evidencia ademés de
la metiiacidn in vitro del factor EF-Tu de cloroplastos de
E. gracilis, la presencia de una enzima metiltransferasa de
EF-Tu tanto en E. coli como en los cloroplastos.,

Esta actividad metiltransferasa resultd ser altamente
inestable ¥ no fue posible purificar 1a enzima, por lo que
se caracterizd en forma preliminar sélo en extractos crudos
de E. coli.

El grado de metilacidn in vivo del factor EF-Tu de E.
celi varid en las distintas etapas del crecimiento de 1la
bacteria, alcanzindose la maxima incorporacidén de grupos
metilo hacia 1a mitad de la fase logaritmica de crecimiento.
Estos resul tados nos sugirieron una posible funcidn
bioldgica para la modificacidén post-sintética del factor.

Con el propésito de estudiar la posible funcidédn de la
metiiacién en la estructura o actividad del EF-Tu se
compararon algunas propiedades de preparaciones altamente
purificadas del EF-Tu metilado (EF-TuL), obtenido de E. coli

LBEL10OQl crecidas hasta la fase estaciocnaria tardia de 1la
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curva de crecimiento, ¥y de dos preparaciones de EF-Tu
submetilado: EF-TuM, obtenido de E. coli MRE&OO crecidas
hasta la mitad de la fase logar{tmica y EF-TuE, obtenido de
células crecidas en presencia de eticonina.

Cuando el factor EF-TuL, metilado, se tratdé con
tripsina, presentéd una menor velocidad de degradacidn
comparado con los factores submetilados EF-TuM » EF-TuE.
Estos resul tados sugieren que la metilacidén de la lisina-3é
del EF-Tu, que se encuentra en una regidn expuesta de la
molécula, protegeria a la proteina del ataque proteoclitico.

Al medir la wvelocidad de disociacidén de los
nucledtidoes GDP y GTP en las distintas preparaciones de
EF-Tu, ésta parecidé no estar efeﬁtada por la metilacién. Sin
embargo, 1a actividad GTPasa, que presenta el EF-Tu
estimulada por aatRNA en presencia de Kirromicina, se
encontrd signifivativamente aumentada cuando el EF-Tu estaba
metilado.

Este efecto de 1a metilacidn sobre la actividad GTPasa
del EF-Tu podrfa tener una importancia fisiolégica para la
bacteria, vya que la actividad GTPasa est& directamente
correlacionada con la fidelidad en el proceso de traduccidn

mediado por los ribosomas.
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ABSTRACT

The elongation factor EF-Tu is one of the most abundant
cellular proteins in both prokKaryotic and sukaryotic cells.
This factor plays a central role during translation by
promoting the GTP-dependent binding of aminoacyl-tRNA to the
&4 site of the ribosomes during the elongation cycle of
protein biosynthesis. In addition, this protein factor is
interesting because it interacts with aminoacyl-tRNa, GTP,
GDP, elongation factor EF-Ts, the antibiotics Kirromycin and
pulvomycin and some components of the ribosome. The
elongation factor EF-Tu has been +ound methylated in both
Escherichia coli and Salmonella typhimurium. This
modification takes place in the lysine-56 in E. coli and it
can be mono- or dimethyllysine. However, the function of
this post-translational modification is at present unknown,.
In this work we have studied some aspects of the EF-Tu
methylation in several microorganisms.

We found that both the EF-Tu from chloroplasts from
Euglena gracilis and possibly the factor from the
thermophilic Bacillus stearothermophilus were methylated in
vivo. However, we could not find methylated amino acids in

the factor from Bacillus subtilis.
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The similarity between the results obtained with the
chloroplast EF-Tu and those with E. coli support the
possible endosymbiotic origin for the organelle.

These comparative studies, together with evidence from
other investigators, suggested some degree of conservation
for the methylation of EF-Tu from some eubacteria and from
chloroplast, indicating a poscible important role for the
methylation of proteins from the translational apparatus.

We developed two in vitro systems to study EF-Tu
methylation. The first was a DNA-dependent system employing
39g-methionine, S-Adenosyl(methyl-3H)Methionine and >rifdig
DNa, coding for EF-Tu from E. coli. With this srystem, we
obtained for the first time, the efficient synthesis and
methylation of EF-Tu, in which mono- and dimethy¥llysine were
found. The second system emplored artificially
undermethylated EF-Tu, obtanied by growing E. coli at
limiting methionine concentration or in the presence of
ethionine instead of methionine. S-Ado(methyl-H)Met was
used as a methyl! group donor. Byrusing these systems, we
found both mono- and dimethyllysine in EF-Tu. Therefore, the
methylation of EF-Tu resembled that obtained in vivo with
all the in vitro systems developed.

These in vitro systems were useful not only in showing
the in vitro methylation of the EF-Tu from chloroplasts but

allowed us to confirm the presence of an EF-Tu
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methyltranferase both in E. coli and chloroplasts from E.
gracilis.

However, the methyltransferase activity was highly
unstable and it was only possible to make a preliminary
characterization by using crude extracts from E. coli.

The degree of in vivo methylation of EF-Tu changed
during the growth phase of the bacteria, having a maximun
value towards the half of the logarithmic growth phase these
results suggested a possible biclogical role for  the
post—-synthetic modification of EF-Tu.

To study the possible effect of methyiation on the
structure or function of EF-Tu, we compared some properties
of highly purified methyrlated EF-Tu (EF-Tul) obtanied +rom
E. coli LBE 1001 grown up to the late stationary growth
phase and those of two undermethylated EF-Tu purified
preparations: EF-TuM, from E. coli MRE 400 grown up to half
of the logarithmic growth phase and EF-TuE, from cells grown
in the presence of ethionine.

When the methylated EF-TuL was tested in the presence
of trypsin, it showed a greatly reduced degradation rate
compared with the two undermethylated EF-Tu factors (EF-TuM
and EF-TuE). These results suggested that the methylation of
the Lys-54 precsent in an exposed region of the EF-Tu

molecule, would protect the protein from proteolytic attack.
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The methylation of E#—Tu appeared not to aftfect the
rate of GDP and GTP exchange. However, the aatRNA-stimulated
GTPase activity measured in the presence of Kirromycin, was
greatly stimulated when the EF-Tu was methylated.

This effect of methylation upan the EF-Tu GTPase
activity could be physiologicaily important since the GTPase
activity is directly correlated with the fidelity of the

ribosome mediated translation process.
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1.— INTRODUCCION

La estructura primaria de una protefina 2stid determinada
por la secuencia de los aminocdcidos que 1a constituren. Sin
embargo, esta estructura puede ser modificada
post-traduccionalmente mediante uniones covalentes
especificas de grupos quimicos a los residuos aminoac{dicos
que la constituyen. (Alix, J. H. ¥ Hayes, D., 1983; Paik, W.
Ky Kim, S., 1980). Estas modificaciones post-sintéticas son
de especial interés ya que pueden alterar la estructura
terciaria de la protefna, lo gque podria provocar cambios en
su funcidn.

La metitaciédn de proteinas ha sido de especial interés
durante los dltimos 20 aNMos y se ha investigado en forma
activa en procesos tales como: la quimiotaxis bacteriana, la
exocitosis, la regulacidén de 1la expresién de genes, la
contraccidén muscular, el transporte de electrones » la
sintesis del transportador de grupos acilo f{carnitinal
(Alix, J. H ¥ Haves, D., 1983; Paik, W. K. ¥ Kim, 5., 1?80).

Nuestro laboratorio se ha interesado en los dltimos
aMos en efectuar un estudio comparativo de 1a metilacidn de
las protefnas del aparato traduccional en distintas
especies, va que éste presenta una serie de caracteristicas

comunes en todos los seres vivos ¥



desempe®a en ellos 1a misma funcidén (Nierhaus, N. H., 1982).
Los componentes ribosomales se han encontrado altamente
conservados en muchas especies (Wittmann, H. G., 1%82).
Ademds, regiones de los genes que codifican el factor de
elongacidén EF-Tu son altamente conservadas dentro de los
procariontes <(Filer, D. y Furano, A. V., 1980). Por otro
lado, muchos componentes del aparato traducciconal presentan
metilaciones post-sintéticas. Algunas proteinas ribosomales
gson metiladas en Escherichia coli {(Alix, J. H. ¥ Haves, D.,
19743 Chang, F. N. ¥ col., 19743 Chang, C. M. ¥ Chang, F.
N., 19723, en Bacillus subtilis, Bacillus
stearothermophilus, Al teromonas espejiana ¥ en Halobacterium
cutirubrum (Mardones, E. ¥ col., 1980; Amaro, A. M. ¥y Jerez,
C. A., 19284 ¥y esta modificacidén parece ser altamente
conservada {(Amaro, A. M. y Jerez, C. A., 1784). Los
eucariontes presentan varios de los componentes del aparato
traduccional metilados <(Chang, F. N. ¥y col., 19783
Hernandez, F. ¥y col., 1278). E!l RNA ribosomal y varios tRNA
también son metilados en numerosas especies {(Nierhaus, K.
H., 19823 Isono, K., 1980).

No est4d claro adn el papel que Jjuegan estas
modificaciones en la estructura ¥ funcidén de las proteinas.
El dnico caso en el cual se ha establecido claramente la
funcidn que cumple 1a metilacién de una protefna, es en la

carboximetilacién de las protefnas de



membrana, MCPs, que se encuentran implicadas en la
quimiotaxis (Koshland Jr. D. E., 1980). Recientemente se ha
comprobado que la trimetilacidén de la 1lisina 115 de 1la
calmodulina, provoca una disminucidn de la estimulacidédn en
los niveles de activacién de la NAD quinas;. Estos
resul tados proporcionan por primera vez un antecedente claro
sobre un efecto funcional de la trimetillisina en una
protefna (Roberts, D. M. ¥ col., 1284).

Por otra parte, el alto grado de conservacidn de la
metilacién de las protefinas ribosomales en distintas
especies, establecido en nuestro laboraterioc {(Mardones, E. ¥
col., 1980; Amaro, A. M. ¥y Jerez, C. A., 1984) sugiere que
esta modificacidn quifmica de las protefnas ribosomales puede
tener una importante funcidn.

Se ha descrito también que, los factores de iniciacidn
IF-3 <(Brauer, D. ¥y Wittmann-Liebold, B., 1277} ¥y de
elongacién EF-Tu de E. coli son  proteinas metiladas
(Ferro—-Luzzi, G. ¥ Niakido, K., 19793 Ohba, M. ¥ col., 197%;
L‘Ttalien, J. J. ¥ col., 1979). Ademés, el EF-Tu se metila
in wvitro <(Toledo, H. ¥y Jerez, C. A., 1%85).
El EF-1X, el factor de elongacién eucariéntico hombdblogo al
EF-Tu de los procariontes, también se ha descrito metilado
en varias especies (Amons, R. ¥ col., 19833 Coppard, N. J. ¥
col., 1983; Fonzi, W. A, ¥ col., 1985; Hiatt, W. R. ¥ col.,

19823 van Hemert, F. J. y col., 1983,



Con el propésito de ampliar nuestro estudio comparativo
de la metilacién de las protefnas del aparato traduccional,
hemos extendido el analisis de 1a metilacidn al factor EF-Tu
en distintas especies y hemos analizado la posible relacién
entre esta modificacién post-sintética y la funcidn de la
proteina.

Por muchos affos se ha trabajado en los mecanismos
enzimiaticos involucrados en la biosintesis de proteinas y en
forma especial en la relacién estructura—funcidn de los
factores de elongacién que participan en este proceso.

Se han realizado importantes estudios en torno al
factor de elongacién EF-Tu de E. coli, el que juega un papel
central durante la sintesis proteica. Es esta una molécula
que ofrece un modelo atractivo para dilucidar problemas como
la interaccién entre protefnas ¥y 1los 4cidos nucleicos,
debido a que el EF-Tu es capaz de formar un complejo
ternario con el aminocacil-tRNA (aa-tRNAY ¥y GTP, el cual
desempefa un papel esencial en la biosfntesis de las
proteinas (Lucas-Lenard, J. y Limpmann, F., 1971; Miller, D.
L. ¥y Weissbach, H., 1?2773 Kaziro, Y., 1978).

El EF-Tu también se considera como una protefina
transductora de energfa, debido a su actividad hidrolftica
de GTP (GTPasa). El EF-Tu comparte esta propiedad con muchas
otras protefnas con funcién similar, que estdn involucradas

en diversos procesos, tales como: 1a



replicacién del DNA, el sistema de autoensamblaje de los
microtdbulos o microfilamentos ¥ en la transmisién de la
seffal por parte de 1los receptores hormonales ¥ en los
fotorreceptores. En todos estos sistemas ) mecanismo bisico
parece ser muy similar (Allende, J. E., 1988).

Ademids de su actividad méas importante, cual es la
participacién en la <sintesis de protefnas, el EF-Tu
desempefia una multiplicidad de funciones. Participa en la
replicacion del bacteridéfago RNA Qﬁ de E. coli constituyrendo
una de las cuatro subunidades que forman el complejo
replicativo de la @Qp replicasa del bacteriéfago
(Blumenthal, T. ¥ col., 1972).

También se ha sugerido que el EF-Tu es un regulador
positivo en la sfntesis del RNA ribosomal <(Travers, A.,
19737 .

Por otra parte, existen evidencias que el EF-Tu se
encuentra asociado a la membrana interna de E. coli
{(Jacobson, G. R. ¥y Rosenbusch, J. P., 1%274)> lo que ha
permitido especular acerca de una posible funcidn
estructural del factor en la bacteria (Beck, B. D. » col.,
19783, aunque la localizacién inmunocitoquimica del EF-Tu en
E. coli no ha permitido confirmar esta asociacidn a la

membrana (Schilstra, M. J. ¥ col., 1984),



1.1.- Funcién del factor de elongacidén EF-Tu en 1a

sintesis proteica

La funcidén principal del EF-Tu es la de promover la
unidn del aa—tRNA al sitio A del ribosoma {(ver figura 1).
Ezsta unién sélo es posible cuando o1 EF-Tu forma un complejo
binario con GTP, del tipo EF-Tu:-GTP ¥ no como EF-Tu*GDP ya
que éste dltimo complejo no interactda con el aa-tRNA para
formar el complejo ternario (EF-Tu-GTP-aa-tRNA). El complejo
ternarioc es el transportador del aa-tRNA al sitio A del
ribosoma donde se encuentra la informacién codificada por el
mRN&, de modo que el aminoidcido es colocado en el orden
correcto durante su incorporacién en la cadena polipeptidica
(Clark, B. F. C., 1980>. El complejo binario EF-Tu*GTFP se
une preferencialmente al tRNA aminoacilado, mientras que el
EF-Tu-GDP no interactda con el tRNA aminocacilado ni con el
tRNA desacilado (Kaziro, Y., 1983).
Esto sugiere que el GTP altera la conformacién del
EF-Tu al unirse a &1, de modo de facilitar la interaccidn
con el aa-tRNA ¥y con el ribosoma {(Allende, J. E., 1988;
Clark, B. F. C. ¥ col., 1984; Douglas, J. y Blumenthal, T.,
1979y (figqura 1).
Al unirse el complejo EF-Tu* GTP: aa-tRNA al sitio A del

ribosoma, el GTP es hidrolizado simultineamente,



Figura 1.- Mecanismo de accién del factor de elongacién
EF-Tu en la sintesis de protefnas.

En el diagrama, el rectangulo representa la
conformacién del EF-Tu inducida por ] GDP ¥ las elipses
achuradas la conformacidén inducida por el GTP (adaptado de
Kazirn, Y., 1983).
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generiandose GDP y fosfato inorgédnico. La hidrélisis del GTP
aparentemente es requerida para liberar el EF=Tu-GDP del
ribosoma, produciéndose un cambio conformacional del EF-Tu
que no favorece la interaccidén con los ribosomas (Clark, B.
F. C. ¥ col., 1984; Douglas, J. ¥ Blumenthal, T., 197%9).

Ademis, el factor EF-Tu cumple una importante funcion
en la fidelidad de 1a seleccién del aa-tRNA ¥y en l1a edicidn
("proofreading”) durante la sintesis proteica, eventos que
dependen de las interacciones entre el EF-Tu y el ribosoma
exclusivamente. Estas interacciones determinan la velocidad
de hidrélisie del GTP y la wvelocidad de disociacidn del
complejo EF-Tue« GDP del ribosoma (Thompson, R. C. ¥y col.,
1984), como se analizard en la seccidn Discusibn.

El complejo binario EF-Tu*GTP es regenerado mediante el
intercambio del GDP por GTP, reaccién que es mediada por la
participacién de un segundo factor de elongacidn , el factor
EF-Ts <(Clark, B. F. C, 19803 Hachmann, J. ¥y col., 1%971;
Weissbach, H. ¥y col., 1270). Esto permite gque el EF-Tu
recupere la conformacién que le permitird realizar un nuevo
ciclo de unidn del aminodcido a la cadena polipeptidica
creciente (figura 1).

Al parecer, la reactividad de 1a molécula de EF-Tu es
modulada a través de transiciones secuenciales ‘en su

conformacién producidas por el intercambio de GDP y GTP, en
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la formacidén del complejo binario con &1 EF-Tu (Douglas, J.
¥y Blumenthal, T., 1979).

La importancia funcional del EF-Tu, en la biosintesis
de las protefnas, ha estimulado la investigacién de 1la
estructura ¥ de los dominios funcionales de la molécula, del
mismo modo que la identificacidén y expresidn de 1os genes

que la codifican.

1.2.- Estructura del factor de elongacidén EF-Tu de

E. coli.

El EF-Tu e¢ la proteina m&s abundante en E. coli,
pudiendo alcanzar niveles del 5 al 10 ¥ de la proteina total
de la célula dependiendo de las condiciones de crecimiento
de 1la bacteria <(Furano, aA. V., 1%75). Esta cantidad
relativamente alta del EF-Tu ez igual a la cantidad de
aa—tRNA presente en la célula. La razén EF-Tu : EF-Ts : EF-G
: protefnas ribosomales es é:1:1:1, de acuerdoc a la alta
concentracién del EF-Tu en E. coli.

El EF-Tu es una protefna monomérica cuya estructura
primaria ha sido determinada y comprende 3%3 aminoicidos con
un peso molecular de 43.225 (Arai, K. v col., 1980; Laursen,
R. A. ¥ col., 1977; Laursen, R. A. ¥ col., 1981). Su extremo
N-terminal corresponde a una serina que <se encuentra
acetilada, v el C-terminal puede ser glicina o serina, esto

porque es la dnica protefina en E. coli que se
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encuentra codificada por dos genes diferentes localizados en
distintas regiones del mapa genético (tuf A& » tuf B
(Furano, A., 1978; JasKunas, 5. R. ¥y col., 1973) {(ver mis
adelante).

Posee una lisina ubicada en la posicidn 5é que esti
metilada, al igual que el +Factor de elongacién EF-Tu de
Salmonella typhimurium (Ferro-Luzzi, G. y Niakido, K, 197%;
L‘Italien, J. J. ¥ Laursen, R. A., 1979; Ohba ¥ col., 1979).
Este amino&cido se encuentra como monometillisina ¥
dimetillisina cuando el EF-Tu es sintetizado ¥y metilado
tanto in vivo (Van Noort, J. M. ¥y cel., 1986) como in vitro
(Ferro-Luzzi, G. y Niakido, K., 197?; L’ Italien, J. J. ¥
col., 1979; Toledo, H. y Jerez, C. A., 1985; Toledo, H. en
esta tesiz).

El <factor EF-Tu e=2 hidrolizado répidamente por
tripsina, generando un fragmento A (59-393) y dos fragmentos
mis pequeffos D (1-44) » F (45-58). A mayor tiempo de
reaccidén se producen los fragmentos B (59-283) y C (264-3%3)
(Laursen, R. A. y col., 1981; Nakamura, 8. y col., 1977).
Esta hidrdlisis rapida que genera el fragmento F sugiere que
la regidén comprendida entre los amincdcidos 44 al 38 esta
particularmente expuesta. Nuestros resul tados que muestran

la accecsibilidad de la enzima metilante a la lisina Sé

confirman que esta regién se encuentra expuesta
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(Toledo, H. y Jerez, C. A., 1985; Toledo, H., en esta
tesis).

La protefna contiene tres residuos de cistefna: la
cistefna 81, que de acuerdo a los estudiocs de inhibicién de
la unién del aa—-tRNA con N-tosil-L-fenilalanilclorometano
(TPCK> <(Jonak, J. ¥ col., 1982) est4 relacionada con la
unién del aa—tRNA; la cisteina 137 se encuentra asocciada a
la unién de GDP/GTP; »y la cistefna 255 que se encuentra
oculta en la estructura de 1a protefna (Clark, B. F. C. ¥
col., 1984),

Otros aminodcidos importantes de destacar son: la
histidina 648, que segdn los experimentos de entrecruzamiento
entre el EF-Tu ¥ el E-bromoacetillisil-tRNA estid involucrada
en la interaccidon del aa-tRNA con el EF-Tu (Johnson, A. E. ¥
col., 1978; Rubin, J. R. ¥ col., 1981); el 4cido aspéartico
138, é1 cual se encuentra en el dominio de unidén de GDP ¥
GTP. Su reemplazo por asparragina, mediante experimentos de
mutagénesis sitio dirigida, incrementa 1la afinidad del
factor mutado por la xantosina 5’ difosfato (XDP) ¥
concomi tantemente disminuye la afinidad por GDP (Hwang, Y-W
y Miller, D., 19287).

La sustitucidén de la alanina 375 por treonina, como
ocurre en una cepa mutante de E. coli, le confiere al EF-Tu
resistencia al antibidtico Kirromicina, el cual es un

inhibidor de la biosintesis de protefnas que actda
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impidiendo la liberacién del EF-Tu « GDP del ribosoma
(Parmeggiani, A. ¥ Swart,G. W. M., 1985; Pingoud, A. ¥ col.,
1982; Wolf, H. ¥ col., 1974).

Estudios de difraccidén de ravos X muestran que en 1a
molécula de EF-Tu se pueden reconocer tres dominios (figura
2> {Rubin, J4. R. ¥ col.,1981}.

El dominio I o "tight", como se le ha denominado, est&
altamente estructurado e inclurye 180 aminoc&cidos, desde la
isoleucina 40 a1 glutdmico 240. En €1 e=ztd el sitio de unién
para GDP y posee wuna alta proporcién de estructura
secundaria. EI plegamiento de este dominio muestra 35
estructuras paralelas, o1 que es extendido por una sexta
antiparaltela ¢ Rubin, J. R. ¥ col, 1%81). Los segmentos se
encuentran conectados a través de & estructuras oL hélice.
Las estructuras{a constituren un ndcleo central hidrofébico.
Rodeando éste ndcleo central, las estructuras O hélice
ofrecen una eficiente interfase al solvente (figura 2 B).

El dominio Il o dominio "loose" contiene alrededor de
100 residuos, los cuales forman varias estructuras (3 pero
ninguna O hélice. Este dominio esti conectado con las
hélices I » II del dominie I ¥y ambos se encuentran
covalentemente unidos a través del segmento formado de los
residuos 44 al 58 que contiene la lisina~-54é metilada, 1a gue

como ya se ha dicho, estarfa en una regidén altamente



Figura 2.— Modelo preliminar del EF-Tu basado en los
estudios de cristalograffia de rayos X.

A) Representacidn tridimensional de los
dominios del EF-Tu-GDP a baja resolucidén. La posicién del
sitio de unidn del GDP se sefiala por la region delimitada
mediante 1a linea cortada. Los dominios I, II y III se
describen en el texto.

B) Elementos de estructura secundaria
encontrados en el domino "tight" (I). Las flechas
representan las estructuras @ , desde el N-terminal al
extremo C-terminal. Los cilindros representan las

estructuras A-hélice (tomado de Duieterwinkel, F. J.,
1784) .
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expuesta de la molécula. El resto de las interacciones son
debidas a interacciones hidrofbébicas ¥ puentes salinos.

La densidad elecirdnica en el dominic IIl o dominio
"floppr" hace dificil definirlo debido a la aparente falta
de estructura secundaria. Este se encuentra unido al dominio
Il a través del residuo 300, gque corresponde a una prolina

(Clark, B. F. C. ¥ col., 1984y Bosch, L. ¥ col., 1983).

1.3.- Los genes que codifican el factor de

elongacién EF-Tu.

Existen dos genes que codifican EF-Tu en E. coli
{Furano, A., 1978; Jaskunas, 8. R. ¥y col., 1975). El gen tuf
#, que se encuentra en la regidn str del mapa genético, a

los 73 minutos, ¥ el gen tuf B, en la regidn rif, a los 88

minutos.

La unidad transcripcional donde se encuentra el gen tuf
A contiene ademis tres genes que codifican el factor de
elongacién EF-G (fus) » las proteinas ribosomales 812 (rpsbL)
¥y 87 (rpsB), los cuales son cotranscritos en la direccion
rpesk, rpsBG, fus ¥y tuf A (Jaskunas, S. R. ¥ col., 1977).

Los cuatro genes se encuentran bajo el control de un
promotor comdn (Jaskunas, S. R. y col., 1975; Post, L. A. ¥
col., 1978). A pesar de ello, el EF-G y 1las protefinas

ribosomales (57 ¥y ©S12) se expresan en cantidades
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equimoclares, mientras que el EF-Tu se expresa 3,5 veces mas.
Esto sugiere que algdn tipo de seffal localizada cerca del
gen tuf A es responsable de su mayor expresidn (An, G. ¥
col., 1982; Zegel, J. M. ¥ Lindaht, L., 1982).

El otro "locus" que codifica para el EF-TuB contiene
adem&s cuatro genes de tRNA que codifican el tRNATPME
CthrUd, el tRNATYTZ (tyrUd, el tRNABIYZ (g1yT) ¥ el tRNATNMS
(thrT), ademis del gen tuf B, los que se cotranscriben en el
mismo orden en una dnica unidad transcripcional (Lee, J. S.
y col., 19813 Hudson, L. ¥ col., 1%981).

El estudio de los genes del EF-Tu ha permitido contar
con fagos X transductores, tales como el fago Xrifdis que
contiene el gen tuf B y el fago X fus3 que contiene el gen
tuf A. El empleo del DNA de estos fagos ha sido muy atil
para estudiar la sintesis y regulacidén de la expresidn del
EF-Tu in vitro (Chu, F. ¥ col., 1974; Toledo, H. ¥ Jerez, C.
A., 1985)., Estos sistemas no sb6lo permiten estudiar la
sintesis de las protefnas codificadas en el DNA del fago
sino que también su modificacidn post-traduccional in vitro
(Jerez, C. ¥ Weissbach, H., 1980; Toledo, H. ¥ Jerez, C. A.,
1985).

El gen tuf & ce expresa 3,5 veces mAs que el gen tuf B
(Reech, S. y Pedersen, S., 1978). Tanto in vivo como in

vitro el EF-Tu se sintetiza en proporcidén de & a 8 veces
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mavor que las protefnas ribosomales (Furano, A. V., 1?275;
Zarucki-Schulz, T. v col., 127%).

Se determind primeroc la secuencia nucleotidica del gen
tuf A (Yokota, T. ¥ col., 1980), encontrindose una complieta
coincidencia entre la secuencia de aminodcidos deducida del
DN& ¥ la estructura primaria de la protefna, que habla sido
determinada a partir de 1a mezcla de los productos EF-TuA ¥
EF-TuB (Arai, K. ¥ col., 1?80>. Del anilisis de la secuencia
nucleotidica se determind que el C-terminal para el producto
del gen tuf A es glicina (GGC), mientras que para el
producto del gen tuf B es serina, como se dedujo de su
secuencia (An, G. y Friesen, J. D., 1720).

Al comparar los productos de la digestidn triptica del
EF-TuB con los productos obtenidos de 1a digestién con
tripsina del EF-TuA se encontrd que no existfa una
divergencia significativa entre ambas protefnas {(Furano, A.
V., 1977). Hecho que se confirma al comparar la secuencia de
ambos genes, observindose una marcada conservacibébn entre
ellos. Existen sélo trece posiciones diferentes, dos de las
cuales reemplazan la primera posicidén de sendos codones,
correspondientes a los codones de iniciacién ( tuf A: GUG;
tuf B: AUG) ¥ a los codones para el C-terminal (tuf A: GGCj
tuf B: AGC). Las otras once diferencias reemplazan 1la
tercera posicidén del codén, de modo que no se afecta la

informacidén para el aminodcido.
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La duplicacidn de los genes tuf se& ha descrito en E.
coli Ki2, E. coli B  en Salmonella typhimurium {(Furanc, #&.
V,, 1978). También, se ha descrito bacterias que poseen un
sGlo gen tuf, como Bacillus subtilis (Smith, 1. ¥ Paress,
Py 1278) ¥ la arquebacteria Methanococcus wvannielii
{Lechner, K. » Bock, A., 1%¥87).

E1l que existan bacterias con un solo gen, Jjunto al
hecho que 1a inactivacidén del gen tuf B en E. coli inhibe
levemente el crecimiento de 1a bacteria, no permite
establecer claramente la necesidad Ffuncional de ésta
duplicacidn.

Con respecto a la conservaciéon de los genes de E. coli,
estos presentan una divergencia muy baja al comparar con los
de bacterias no relacionadas. A& través de experimentos de
hibridacién del DNA, s ha podido establecer una alta
homologfa entre diferentes bacterias (Filer, D. ¥ Furano, A.
V., 1980). Ademis, existe una extensa homologia entre el gen
tuf de E. coli ¥y el gen de EF-Tu que contiene el DNA de
cloroplaste de Chlamydomonas reinhardtii (Watson, J. C. ¥
Surzycki, S. J., 1982).

Estas observaciones, junto a las similitudes
estructurales encontradas entre los factores de diferentes
especies de Streptomyces »y el EF-Tu de E. coli {(Weiser, J.
y Mikulik, K., 1981) mas la alta homologfa que presenta el

EF-Tu de cloroplasto de Euglena Gracilis con el de E. coli,



deducida de la secuencia de nucledtidos
Stutz, E., 1%83), pueden implicar la
fuerte presidn selectiva que opera de
ciertas secuencias del gen tuf entre los

La multifuncionalidad del EF-Tu

interactuar con diferentes 1igandos,

un modelo ideal para estudios de relacidn estructura

funcidn.
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1. 4.—-0Objetivos de 1a Tesis

En este trabajo, hemos analizado la metilacidn del
factor EF-Tu en relacidén a su papel mas importante, cual es

la sintesis de proteinas. Para ello se plantearon los

siguientes objetivos:

{.- Estudiar comparativamente la metilacidn del Ffactor de
elongacidén EF-Tu en diferentes bacterias, incluyendo el
cloroplasto como de un posible origen bacteriano.

2.— Desarrollar sistemas de metilacién del factor de
elongacién EF-Tu in vitro.

3.— Identificar la enzima responsable de la metilacidn del
factor de elongacidn EF-Tu en E. coli.

4.- Analizar la funcidén de 1a metilacidn del +factor de

elongacién EF-Tu en la sintesis de proteinas.
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2.— MATERIALES ¥ METODOS

2.1.— Reactivos

La {(metil-3H)metionina (85 Ci/mmol), el
S-Adenosil-L-(metil-2H)-metionina {85 Ci/mmol ),
¢(8-3H)-Guanosina S/ -difosfato €10,8 Ci/mmol),
¢(8-3H)-Guanosina 5/ -trifosfato <10 Ci/mmol),
L-¢39S)metionina €1000 Ci/mmol? y el ‘“"Amplify" sze
adquirieron en Amersham International. La glucosa,
cianocobalamina, &4cido m&lico, &cido glutdmico, sacarosa,
tiamina, &cido nicotfnico, &cido uridilico, glicerol, EDTA,
biotina, Z2-mercaptoetanol, PMSF, aldmina, acrilamida,
bisacrilamida, urea, TEMED, ribnf{auina, Trisy; Tricine;
diaminooctano, azul de Coomassie, SDS, ninhidrina, ATP, GTP,
crTrp, uTP, fosfoenolpiruvato, PPO, POPOP, tRNA total de E.
coli, DNAasa DN-100, RNAasa, piruvato quinasa, lisozima,
aminoacidos, fi—N—monometiliisina, sulfona de metionina,
sulfdéxido de metioninay, S-AdoMet, etionina, DEAE-Sephadex
A30, Sephadex G-100, Sepharose 4B-200, bromuro de cianégeno,
borohidruro de sodio ¥y placas cromatogrdficas de
polietilenimino celulosa se adquirieron en Sigma
Chemical Co. &-N-trimetillisina se obtuvo de
Calbiochem-Behring. La bactotriptona y el extracto de

levaduras se adquirieron en Difco. Acidos, solventes
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organicos ¥ sales minerales se adquirierah en Merck. La
piridina fue obtenida de Riedel de Haen. El papel filtro 3
MM, papel filtro N"1 ¥ los discos de fibra de wvidrio (2,5 cm
de diametro) GF/C, se adquirieron en Whatman. Los filtros de
nitrocelulosa (Schleicher & Schuell; grado: BA85S; 2,5 cm de
didmetro; 0,45 micrones) y las pelfculas radiogridficas Kodak
X-Omat ARS se adgquirieron en WYWR. La Kirromicina fue

gentilmente donada por B. Kraal
2.2.— Cepas de Microorganismos

Escherichia coli D-10 <{met, rel), fue gentilmente
cedida por D. Hayres; Escherichia ceoli LBE 1001, un tipo
silvestre de la cepa de E. coli Kl2 y Escherichia coli MRE
400 (RNAasa™), fueron gentilmente donadas por B. Kraalj;
Bacillus subtilis BR 151 (met, lis, trp>, se ha mantenido en
nuestro laboratorio por varios afiosy Bacillus
stearothermophilus 1043 strT, fue donada por 5. Fanestock;
Euglena gracilis variedad bacillaris, donada por G. Mora v

J. Schiff; Euglena gracilis Wy BSmL, cedida por B. Gomez vy
J. Schiff.

2.3.— Medios de cultivo

Los medios de cultivo ¥ las condiciones de crecimiento
para los diferentes microorganismos se resumen en la Tabla

I. Los medics minimos se utilizaron para obtener células
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Tabla 1

Cepas de microorganismos y medios de cultivo

—— o ————————— T —— —— T — —— T — o ——— T T —— - — o -

Microorganismo Medios de cultivo Temperatura

de
crecimiento

——— v —————————————— — ———————— T —— —— —— i — T — — _——— S —— i — — i T — ——

Escherichia coli a) minimo M-9 o i
D-10 (met, rel) b> minimo M-% suple-

mentado con etionina T

c) medio rico 37"

Escherichia coli a)> minimo M=% 37"

LBE 1001 b) medio rico 37"

Escherichia coli a) minimo M-92 =T

MRE 400 (RN@asa™)

Bacillus subti- a) medio Spizizen 37°
lis BR 131 (met,

lis, trp?

Bacillus stearo- a) minimo TMLM &0°

thermophilus
1063 str™ (met>

Euglena gracilis a) medio Hutner 230"

Euglena gracilis a) medio Hutner 30°
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marcadas radiactivamente o para obtener el factor de
elongacién EF-Tu submetilado. Los medios ricos se utilizaron
para obtener células no marcadas o Ffactor de elongacidn
EF-Tu metilado.

2.3.1.- Medio minimo M-9? para E. coli. Contenia por litro:
10 g de NH4Cl, 3 g de KHpPO4, &4 g de NagHPO4 ¥ 0,5 g de
NaCl. El pH se ajustd a 7 ¥y después de esterilizado, el
medio se suplementd con 635 mg de MgS0,;, 4 g de glucosa y 20
Mg/ml de metionina o etionina.

Las soluciones de glucosa y el MgS0, se autoclavaron
independientemente, en tanto que las soluciones de metionina
y de etionina se esterilizaron mediante filtracidn, a través
de filtros Nalgen (0,4 micrones).

2.3.2.- Medio rico para E. coli. Contenfa por litro de
medio: bactotriptona 10 g » NaCl 3 g. La solucidn se
esterilizéd mediante autoclavado.

2.3.3.— Medio minimo de Spizizen para B. subtilis. Contenfa
por litro: 14 g de KyHPO4;, 6 g de KHaPD4, 1 g de citrato
trisédico x2 de Ho0, 2 g de (NHy),S04, 200 mg de MgS04 x7 de
Hy0. Después de esterilizado se suplementd con S g de
glucosa, que se @esterilizé Iindependientemente por
autoclavado, y con 10 ng/ml de triptofano, 20 mug/ml  de
lisina y 20 wmug/ml de metionina, que se esterilizaron

mediante filtracién.
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2.3.4.- Medio minimo TMLM para B. stearothermophilus.

Contenfa por 1litro: 42 mg de histidina, 160 mg de
isoleucina, 52 mg de metionina, 126 mg de valina, 400 mg
de 4cido glutdmico, 1 mg de biotina, 1 mg de Acido
nicotfnico, 1 mg de tiamina, 5 mg de CaClp x2Z de Hp0, 50 ug
de FeClgy x& de Hp0, 162 ug de MnCl,, 2 g de glucosa, 1| g de
NH4C€1, 1 g de NaCl, 400 mg de Mg50; y S0 ml de amortiguador
fosfato 1,8 M pH 7,7,

El volumen final se ajustdé con agua desionizada ¥ la
solucidén se esterilizd por filtracién. El pH final de este

medio fue de 7,3.

2.3.5.- Medio rico para B. stearothermophilus. Contenfa por

litro: 10 g de bactotriptona, 5 g de extracto de levaduras,
3 g de NaCl, 10 g de glucosa ¥ 0,1 mg de MnCip. El pH final
se ajustd a 7 con KOH 1 N. La solucién se esterilizé por

autoclavado.

2.3.6.- Medio de Hutner para E. gracilis. Contenfa por

litro: 0,4 g de KHoPO43; 0,5 g de MgS0O4; 0,2 g de CaCDg; 5 g
de acido glutamicoj 2 g de 4cido malico; 3 mg de FeClg; 0,2
g de (NH4)PO4, 0,44 ml de una mezcla de metales trazas.
Después de esterilizada esta solucién se suplementaba con 4
ml de una mezcla de antibidticos ¥ vitaminas. La mezcla de

metales trazas contenfa por litro de solucién:
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28 g de FeiNHg)2(S03), x46 de Hz0; 24,8 g de MnS04 x1 de Hp0Oj
52,8 g de ZnS04 x7 de Hp0; 0,8 g de CuSO4 x5 de Hy0; 0,34 g
de (NH4) JMo-0,4 x4 de Hpo0; 4,8 g de CoS04 x7 de HpO; 0,37 g
de NagV0, x16 de HpOU; 1,14 g de HgBOj3.
La mezcla de antibidticos y vitaminas contenfa:

é mg de tiamina;y 3 mg de cianocccbalamina y 2,4 x 106
unidades de penicilina sédica. Estos tres dgltimos compuestos
se disolvieron en 300 ml de Hp0, se filtraron en condiciones

estériles ¥ se guardaron congelados a -20°C.

2.49.- Amortiguadores utilizados en 1a

preparacion de l1os extractos celulares

2.4.1.- Amortiguador A. (Lavado de células): Tris HCl] 10 mM
pH 7,85 KC1 30 mM; MgCl, 10 mM; EDTA 3 mMj; Z-mercaptoetanol
10 mM; glicerol 10 X (v/ud.

2.4.2.- Amortiguador B. (Ruptura de células): Tris HC1 30 mM
pH 7,53 MgCl, 20 mM; KC1 0,2 M; EDTA | mM; 2-mercaptoetanol
é mM; PMSF 3,5 mM3; glicerol 5 X (v/v).

2.4.3.- Amortiguador C. (Lavado de ribosomas): Tris HC1 10
mM pH 7,5; acetato de magnesio 10 mM; NHyC1 0,53 M;
2-mercaptoetanol & mM.

2.4.4.- Amortiguador D. (Lavado de E. gracilis): Tris HCI 30

mM pH 7,83 MgClo 40 mMj; NHyCl 75 mM.
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2.59.— Crecimiento » marcacién de células

2.5.1.- Crecimiento de bacterias para los ensayos de

metilacidn in vivo

Para los experimentos de metilacidn in vivo del factor
de elongacién EF-Tu de eubacterias, se crecid cada tipo de
célula en su correspondiente medio minimo (ver Tabla I). Los
cultivos se hicieron en 100 ml de medio, a la temperatura
adecuada <(ver Tabla I> ¥y con agitacidén, hasta la fase
semilogar{tmica de crecimiento para impedir la esporulacién
del B. subtilis y del B. stearothermophilus. En ese momento
las células se cosecharon en forma estéril, mediante
centrifugacibén a %.000 rpm por 10 min a S5° en un rotor
Beckman JA-14. El sedimento de células se lavd dos veces con
su correspondiente medio minimo de cultivo, carente de
metionina, ¥ posteriormente, se resuspendid en 50 ml del
mismo medio, pero sin metionina. De cada una de estas
suspensiones celulares se tomaron dos alicuotas de 5 mil,
para cada microorganismo. A una de estas alfcuotas se le
agregdé 1| mg de cloramfenicol y se prosigid® la incubacidn de
ambas por 8 min a 30" en el caso de E. coli ¥y del B.
subtilis o a 50° en el caso del B. stearothermophilus. Luego
se tomdé | ml de cada una de las alfcuotas anteriores y se

las suplementd con (metil—3H)metionina, de modo tal que la
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concentracidon final del isOtopo fue de 2,2 uM, ¥ se continud
la incubacidén por 30 min.

De cada alicuota de cultivo, incubada en ausencia o en
presencia de cloramfenicol y de (metil—BH)metionina, se
tomaron finalmente +fracciones de 300 wl. Una de estas
fracciones se diluyéd {0 veces con acetona fria (para detener
posibles actividades metilasas). Las células se cosecharon
mediante centrifugacién., Los precipitados celulares se
lavaron ¥y se guardaron a -70° {(Ferro-Luzzi, G. ¥y Niakido,
K.y 1979). El crecimiento celular se siguid midiendo 1la

absorbancia a 440 nm, en un espectrofotdémetro Zeiss, durante

todo el proceso.

2.5.2.- Crecimiento de E. coli en condiciones

limitantes de metionina

Se crecié E. coli D-10 en medio minimo suplementado con
s6lo 0,8 nNg/ml de metionina, con agitacidén ¥ a 37" (Chang,
C. N. ¥ Chang, F, N., 1974). En estas condiciones, al cabo
de 1,5 h se agotd la metionina en el medio, a Jjuzgar por el
cese en el incremento en la absorbancia del cultivo medida a
640 nm en un espectrofotémetro Zeiss (figura 3 [). Se
confirma que la metionina se agoté en el medio va que al
suplementarlo con 20 ug/ml del amincacido, las células
recuperaron su crecimiento. Sin embargo, manteniendo el

cultivao por 1,5 h después del agotamiento de
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Figura 3.- Curvas de crecimiento de E. coli D-10 en medio
que permiten la submetilacidén artificial.

I .- Se crecid E. coli D-10 en medio minimo
suplementado con 0,8 ug/ml de metionina (o o), con
agitacidén y a 37°. Durante 4 horas el cultivo se mantuvo
bajo las mismas condiciones (o o) o se suplementd con 20
Mg/ml de metionina (o o).

I1I.- Se crecid E. coli D-10 en medio minimo
suplementado con 20 ug/ml de metionina, con agitacidn ¥y a
37°. Cuando el cultivo alcanzd una densidad 6ptica de 0,8
U/ml, las células se cosecharon mediante centrifugacidn a
15.000 g por 20 min a 4°, Después de lavarlas, 2 veces, con
el medio de cultivo sin metionina, se transfirieron al mismo
medio pero suplementado con 20 ug/ml de etionina y se
continué el cultivo en las mismas condiciones por 2 h mas
(o 0) o bien se suplementaron con 20 yg/ml de metionina
( .

El crecimiento de las células se siguid
midiendo la variacién de la absorbancia del cultive a &880 nm
en un espectrofotémetro Zeiss.
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la metionina, se obtiene una preparacién de células
submetiladas, las que se cosecharon en forma estéril
mediante centrifugacidén a 10.000 rpm por 20 min & 4", en un

rotor Sorvall GSA.

2.5.3.- Crecimiento de E. coli en presencia de

etionina

E. coli D-10 crecidas con agitacién v a 37" en medio
minimo suplementado con 20 ug/ml de metionina, se cosecharon
en la fase logaritmica de crecimiento (ODgyg ppm = 0,8 U/mid.,
Las células se lavaron 3 veces mediante centrifugacidn a 4°
con ] mismo medio de cultivo pero sin metionina. Luego se
resuspendieron en el medio minimo suplementado con 20 pg/ml
de etionina para dar una densidad éptica medida a &40 nm
igual a 0,75-0,8 U/ml ¥ se continué la incubacién a 37" por
1,9 h con agitacidén <(figura 3 I11)>». Luego las células se
cosecharon y se lavaron 2 veces con la solucidén de lavado
Alix,J-H. ¥ Hayes, D., 1974).

El aparente incremento de la absorbancia del cultivo en
presencia de etionina se debié a un aumento en el tamafio de
las bacterias (Smith, R. C. ¥ Salmon, W. D., 1285). Hubo muy
poca divisién celular, a Jjuzgar por el ndmero de células
contadas en wuna cémara de Petroff-Hausser ¥y Helder. Al

inicio del cultivo en presencia de etionina se determinaron
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4 x 107 células/ml y al cabo de ?0 min de incubacién, 1la

cantidad fue de S5 x 109 células/ml.

2,5.4.— Crecimiento y marcacién de E. gracilis para

estudiar la metilacidén in vivo e in vitro del EF-Tu

Para estudiar la metilacidn in vivo del factor de
elongacién EF-Tu de cloroplastos en E. gracilis, las células
se crecieron en 50 ml de medio Hutner hasta la fase
gemilogarftmica de crecimiento, a la temperatura adecuada
(ver Tabla 1) ¥y con agitacién, en presencia de Tluz
artificial (con 4 tubos fluorescentes de 20 Watts cada uno,
para el caso de la E. gracilis variedad bacillaris). EI
crecimiento celular se siguid midiendo, en matraces con tubo
lateral, la absorbancia con filtro rojo (4460 nm> en un
fotocolorimetro Klett-Summerson, o bien contando el ndmero
de células en una camara de Petroff-Hausser y Helder. Cuando
las células alcanzaron la fase semilogarftmica de
crecimiento se tomaron alfcuotas de S ml del cultivo, las
que se suplementaron con 1 mCi de (metil-"H)metionina » se
continuéd la incubacién en las condiciones ya descritas por
24 h. Luego de este perfodo las células se cosecharon
mediante centrifugacién y se lavaron dos veces con la
solucidén de lavado.

Para los experimentos de metilacién in vitro del EF-Tu

de cloroplastos, las células se crecieron en las mismas
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condiciones, salvo que los cultivos se hicieron en 2 litros

de medio Hutner.

2.5.5.— Crecimiento de E. gracilis W;gBSmL

La E. gracilis W;3BSmL se creci6 en el medio Hutner en
las mismas condiciones descritas para la E. gracilis
variedad bacillaris, pero en ausencia de luz artificial, ra

que esta mutante carece de cloroplastos.
2.5.6.- Crecimiento de E. coli en medio rico

E. coli LBE 1001 se crecid en medio rico hasta la fase
estacionaria tardfa, durante 13 h a 37° con agitacidn. Las
células se cosecharon mediante centrifugacibén, se lavaron 2
veces con solucién de lavado ¥y se rompieron como se describe
en 2.46.1.

Para obtener una fuente de enzimas con el propésito de
aminoacilar 1 tRNA total de E. coli, se crecidé E. coli MRE
400 en medio rico y se cosecharon las células en la fase

logarftmica tardfa.
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2.6.— Ruptura de células y obtencién de

extractos celulares

2.84.1.- Ruptura de células de E. coli crecidas en

condiciones de submetilacién

Las células crecidas en condiciones submetilantes, es
decir en presencia de cantidades limitantes de metionina o
en presencia de etionina, se lavaron 2 veces con la solucién
de lavado, se rompieron mediante molienda con aldmina
{1:2,5 p/p} y se resuspendiéd el macerado en 1 wolumen de
amor tiguador de ruptura de células (2.4.2). El homogeneizado
se centrifugd 2 veces a 30.000 g por 20 min a 4° (530). EI
530 se centrifugd entonces a 150.000 g por 4,5 h a 4°
(S5150). E1 5150 obtenido se dializéd a 4" contra 2 litros de
amortiguador de metilacidn <(ver 2.11.1> por 2 h, con un

cambio de amortiguador.

g Preparacion de un extracto crudo para

amincacilaciéon del tRNA de E. coli

Se rompieron 7 g de E. coli MRE 400 mediante molienda
en un mortero con aldmina ¢1:2,5 p/p?> hasta obtener una
pasta homogénea. Este macerado se resuspendid en 14 ml de
amor tiguador de ruptura (Tris HCI 30 mM pH 7,3, MgCl, 20 mM,
KC1 200 mM, EDTA 1 mM, 2-mercaptoetanol & mM, PMSF 3,5 mM ¥

glicerol 54 v/v) y se centrifugd dos veces a 30.000 g por
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20 min. Al sobrenadante obtenido (S30) se le agregd DNAasa
hasta una concentracién de 1 pug/ml y se centrifugd a 150.000
g por 4 h. El sobrenadante (S5150) se dializd contra 2 litros
de un amortiguador que contenfa: Tris HC! 10 mM pH 7,5,
Mg(CH5CO0>> 10 mM » 2-mercaptoetanol & mM. De esta forma se

obtuvo una preparacidn cruda de aminocacil—-tRNA sintetasa.

2.6.3.— Preparacidbn de extractos de células de E.

gracilis

Para inmunoprecipitar el EF-Tu de cloroplasto, las
células marcadas radiactfvamente en la seccibn 2.5.4, se
rompieron resuspendiéndol as en amortiguador de
inmunoprecipitacidon (Tris HC1 350 mM, NaCl 0,5 mM » Tritén
X-100 14>, mediante sonicacidén (30 <seg a 200 Watts por 4
veces, con intervalos de | min cada vez},

En los experimentos de metilacidén in vitro en que se
utilizdé extracto total de E. gracilis variedad bacillaris
como de la mutante W 3BSmL, las células también se crecieron
hasta la fase semilogar{tmica de crecimiento. Los
precipitados celulares ce resuspendieron en | volumen de
amortiguador de metilacidén ¥ la suspensiédn se sonicd por 20
seg a 200 Watts por 4 veces, con intervalos de | min cada
vez, en un sonicador Braunsonic 1510. El homogeneizado se

centrifugd 2 veces sucesivas a 30.000 g por 20 min a 4°



37

para descartar los restos celulares y el sobrenadante se

utilizé para log ensayos de metilacidédn de los extractos

totales in vitro.
2.6.4.- Obtencién de cloroplastos

Lag células de E. gracilis crecidas en 2 litros de
medio Hutner, se lavaron y se rompieron mediante molienda
con perlas de vidrio (75-150 micrones), resuspendiendolas en
un volumen de amortiguador KTMIS (Tris HC1 S0 mM pH 7,5, KCI
23 mM, MgClp, 15 mM y sacarosa 0,25 M) igual al peso del
precipitado celular obtenido. El homogeneizado se centrifugd
a 700 g por 3 min y el sobrenadante de esta centrifugacidn
se recentrifugdé a la misma velocidad por 2 min y luego a
1.200 g por 10 min. El1 precipitado, que corresponde a los
cloroplastos crudos, se resuspendié en 2 wvoldmenes de
amor tiguador KTM1S homogeneizando suavemente. Este
homogeneizado se centrifugd nuevamente a 700 g por 5 min
para sedimentar los restos celulares ¥y los ndcleos
contaminantes. EI sobrenadante, que contenfa los
cloroplastos, se centrifugé a 1.200 g por 15 min. Estos
Gltimos dos pasos se repitieron dos veces para obtener

cloroplastos puros (Avandhani, N. G. y Buetow, D. E., 1972).
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2.6.5.— Preparacibn de extractos de cloroplasto

Los cloroplastos purificados se resuspendieron en
amortiguador de metilacidon <(ver 2.11.1)> ¥ =se sonicaron
durante 15 seg a 200 Watts por 4 veces con intervalos de 1
min , a 0®. El homogeneizado resultante se centrifugd a
14.000 g en una centrifuga Eppendorf a 4" y el scbrenadante

se utilizéd para los experimentos de metilacidn del EF-Tu de

cloroplastos.

2.7.— Métodos electroforéticos

2.7.1.- Electroforesis en geles de poliacrilamida
2.7.1.1.- Geles cilindricos de poliacrilamina al 10 «

Para analizar el EF-Tu metilado in vitro e
inmunoprecipitado se realizaron geles cilindricos de
poliacrilamida, de 2 cm, en las condiciones siguientes:

acrilamida al 10 %, bisacrilamida al 0,27 %, Tris HCI
0,35 M pH 8,8, SbS al 0,1 %, TEMED al 0,15 4 vy
persul fato de amonio al 0,05 %

Una wvez polimerizados 1os geles se aplicaron las
muestras ¥y se llevé a cabo la electroforesis a temperatura
ambiente ¥y a una intensidad de corriente constante de 1 mA
por tubo hasta que la muestra penetrdéd en el gel »

posteriormente se continué la electroforesis a una
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intensidad de corriente constante de 3 mA por tubo, durante

aproximadamente 4 h.
2.7.1.2.- Geles en placa de poliacrilamida al 10 ¥

Para el an&dlisis del EF-Tu de cloroplastos de E.
gracilis se realizaron geles de poliacrilamida en placas de
vidrio en las condiciones siguientes:

Gel de separacién: acrilamida al 10 X, bisacrilamida al
0,27 %, glicerol al 1 ¥, Tris HC! 0,375 M pH 8,8, SDS
al 0,1 %, persulfato de amonio al 0,037 X y TEMED al
0,03 %

Se dejd polimerizar por 2 a 3 h ¥ se adiciond el gel de

concentracion.

Gel de concentracidén: acrilamida al 3 %, bisacrilamida
al 0,08 %, Tris HCl 0,125 M pH 4,8, SDS al 0,1 X,
persulfato de amonio al 0,03 X y TEMED al 0,01 *.

Una wvez polimerizado el gel de concentracidn se
aplicaron las muestras y se llevd a cabo la electroforesis a
temperatura ambiente ¥ a un voltaje constante de 535 Volt,

durante toda la noche.
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2.7.1.3.- Geles en placa de poliacrilamida en gradiente

entre el 7 y el 15 %

Para el andlisis del factor EF-Tu metilado in vivo como
in vitro en extractos de células o inmunoprecipitado se
realizaron geles de poliacrilamida en gradiente en placas de
vidrio en las condiciones siguientes:

Gel de <separacidn: se prepararon dos soluciones que

contenfan, a) acrilamida al 7 %, bisacrilamida al 0,185

%, glicerol al 0,9 %, Tris HCl 0,375 M, SDS al 0,1 X,

persulfato de amonio al 0,034 X y TEMED al 0,027 4, ¥

by acrilamida al 15 ¥, bizacrilamida al 0,4 X%, glicerol
al 4 4, Tris HCI 0,375 M, SDS al 0,1 %, persulfato de

ameonio al 0,034 X y TEMED al 0,027 X«

Ambas soluciones se mezclaron con la ayuda de un
aparato para la preparacién de socluciones en gradiente de
concentracién, marca Buchler.

Se dejé polimerizar durante 2 a 3 h ¥ se egragd el gel
de concentracién, que se prepard igual que en el caso
anterior.

Una vez que polimerizd el gel de concentracién se
aplicaron las muestras y se llevd a cabo la electroforesis a

temperatura ambiente y a un voltaje constante de 55 Volt,

durante toda l1a noche.
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En todos los sistemas electroforéticos, va sea en geles
cilindricos o en placa ¥y con 5DS, el amor tiguador
electralito gque se utilizd contenfa Tris 0,025 M, glicina
0,19 M v 508 al 0,1 X, el pH de 1a solucidén era 8,79. Una vez
que finalizd la electroforesis los geles se tiferon con azdl

de coomassie (Laemmli, U. K., 1270).

2.7.1.4.- Electroforesis bidimensional de 0‘Farrel

Para la determinacién de pureza del EF-Tu purificado
mediante <cromatograffa de afinidad se realizé geles
bidimensional de 0O‘Farrell en las condiciones descritas por

O0‘Farrell (O0O°Farrell, P, H., 1975).

2.7.2.— Mapa peptidico in_ situ mediante protedlisis

limitada en presencia de SDS

El método de protedlisis limitada consiste en la
digestidon parcial de wuna protefna que ha sido aislada a
partir de un gel de poliacrilamidas/sDS, mediante &alguna
proteasa en un amortiguador que contiene SDS. Bajo estas
condiciones se produce una digecstién parcial estable ¥y los
péptidos se separan mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida al 15 %, en presencia de SDS (0,1 X, en
placas de vidrio., El patrén de péptidos generados, altamente
reproducible, es caracteristico de la protefna sustrato y de

la enzima proteoclftica empleada.
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El procedimiento consistié en cortar de un gel
previamente seco la banda de proteina apropiada, la que se
depositd en los pocillos de muestra del gel de concentracién
{4 cm de largo). E1l trozo de gel se hidratd in situ por 20
min con 20 mul de una scolucidn que contenfa: Tris HC1 0,125 M
pH 46,8, SDS 0,1 X, glicerol ic %, EDTA 0,001 M,
2-mercaptoetanocl 0,043 M y trazas de azul de bromofenol.
Después, a las muestras se les agregd 10 ul de proteasa (i
Mg de proteasa V8 de S. aureus) en 1a misma solucién
anterior ¥ se continudéd la incubacidén por 35 min. Finalizado
este periodo, <se realizé la electroforesis aplicando 25
voltios por 2,5 h, aumentando posteriormente el voltaje a &0

voltios ¥y se prosiguid 1la electroforesis en la forma

habitual (Cleveland, D., 1983).

2:7+3a— Preparacidén de las muestras para

electroforesis

Las muestras liquidas como las sélidas, antes de ser
aplicadas a los geles de poliacrilamida, se mezclaron con
solucidén de muestra de Laemmli que contenfa Tris HC1 0,0425
M pH 46,8, SDS 2 %, glicerol 10 %, 2-mercaptoetancl S5 X ¥
azul de bromofenol al 0,001 % (Laemmli, U. K., 1%270). Se
hirvieron inmediatamente por 5 min en un bafMo de agua

hirviente ¥y se centrifugaron por 1| min en la centrifuga
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Eppendor+, para remover el material insoluble, El

sobrenadante se aplicd a los geles de poiiacrilamida.
2.7.4.—- Tincién de los geles con azul de coomassie

Los geles cilindricos se sumergieron en una solucidn
que contenfa &cido acético glacial al 9,2 X, metanol 45,4 “
y azul de coomassie al 0,07 X ¥y se incubaron por 1,5 h a
37°. Posteriormente se destiMeron colociandolios en una
solucidn de 4cido acético al 7,35 X » metanocl al 5 X e
incubédndolos durante toda 1a noche a 37°.

Mientras que los geles en placa se sumergieron en una
solucién que contenfa acido acético glacial al 7 X, metanol
al 30 X » azul de coomassie al 0,2 4 ¥ se incubaron por 1| h
a 37°. Posteriormete se destiferon colocdndolos en wuna
solucidn de &cido acético glacial al 7 X »y metanol al 20 ¥ e
incubindolos por aproximadamente 4 h a 37°, realizando

cambios de la zolucién cada 30 min.
2.7.59.~ Autorradiografias

Con el fin de localizar las bandas de proteinas
radiactivas en los geles de poliacrilamida en placa, se
realizaron autorradiograffas. Para esto se incubaron los
geles con Amplify durante 30 min a 37°, se secaron al vacfo
Yy se expusieron a peliculas autorradiogridficas Kodak X-Omat

AR-S a =20" en chassis herméticos con doble
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pantalla intensificadora. El tiempo de exposicién de las
autorradiografias varid dependiendo de la cantidad y tipo de
igsbtopo presente en las protefnas. Finalmente las peliculas

se revelaron y se fijaron.
2.7.48.,— Electroforesis de alto voltaje.

Se realizé en papel Whatman 3 MM de 53 x 20 cm, durante
{1 h a 2.000 volts, en amortiguador borato de sodio 0,05 M pH
?,3. Bajo estas condiciones todos los aminodcidos b&asicos
migran juntos, pero el sistema permite separar éstos de los
aminodcidos neutros metilados, de 1la metionina ¥y sus
productos de oxidacién. Como marcador se utilizd & ug de
azul de bromofenol. Las muestras junto con 10 ug de cada uno
de los esténdares se aplicaron a 22 cm de wuno de los
extremos del papel.

Una vez aplicadas las muestras, el papel se empapd con
amor tiguador borato ¥y se colocd entre dos laminas gruesas de
polietileno (41 x 350 cm?> las que se ubicaron a su vez entre
2 placas de vidrio del mismo tamafo para mantener estirado
el papel durante la electroforesis. Todo este siztema <e
colocd sobre una placa de cobre refrigerada con agua
circulante, quedando los extremos del papel conectados a los
electrodos y cubetas que contenfan el amortiguador borato,
mediante un trozo adicional de papel Whatman 3 MM (20 x 13

cml . La localizacién de los aminoacidos b 1a
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determinacidn de la radiactividad se hizo de la misma forma

descrita que para la cromatograffa descendente.
2.8.~- Procedimientos inmunolégicos

2.8.1.- Obtencién de antisuero polivalente contra

EF-Tu

Como fuente de antigeno se utilizé EF-Tu purificado
mediante cromatografia de afinidad, é1 que se resuspendid en
i ml de solucidn salina de HankKs balanceada, sin Mg+2 ni
Ca*z, en una concentracidén de 100 pg/ml. Esta solucidn se
mezcld en una proporcidn de 1:1 con adyuvante completoc de
Freund, en la primera inmunizacién ¥ cCon adyruvante
incompleto de Freund para las tres inmunizaciones siguientes
y se sometid a abundante emulsificacidn mediante Jjeringas.
La emulsidn se inrvectd, | vez por semana, subcutdneamente en
cuatro sitios en conejos hembra blancos New Z2ealand. La
sangre obtenida de los conejos se dejé a 37" toda l1a noche.
Después de la coagulacién el guero  se obtuvo por
centrifugacién a baja velocidad ¢(10.000 g por 10 min) ¥ se
inactivé la accibén del complemento por incubacidén del suero

a 56" por 20 min. El suero resultante se tituléd, se dividié

en alfcuotas y se guardéd a -20°.
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2.8.2.- Inmunodifusién de Ouchterlony

Se utilizd el método de inmunodifusidén de Ouchterlony
en placas de agar al 1 % en amortiguador fosfato de potasio
S0 mM pH 7,5. La cavidad central contenfa 10 ul de suero
antiEF-Tu y las cavidades periféricas cantidades variables

de los extractos que se analizaron.
2.8.3.- Inmunoprecipitacidn en solucién

Para imnunoprecipitar el EF-Tu en solucidén se tomaron
alfcuotas de 30 ul de muestra mis 100 ul del correspondiente
antisuero en Tris HC1 30 mM pH 7,4, NaCl 0,5 M » Tritén
X-100 1 “ (solucién C) en un volumen Ffinal de 200 i
(Morrissey, J. J. ¥ col., 19786). Las mezclas de reaccidn se
incubaron a 37" por 4 h ¥y luego se enfriaron a 4°. Los
inmunoprecipitados se sedimentaron mediante centrifugacién,
luego se lavaron 2 veces con 200 ul de solucién C »y se
disolvieron como fue descrito por ZaruckKi-Schulz

{2arucki-Schulz, T. ¥ col.,, 1979).

2.8.4.—- Mediciétn de la concentraciédn de EF-Tu por la

técnica de inmunoimpresioén

Las muestras para determinar la concentracién de EF-Tu
se aplicaron sobre una membrana de nitrocelulosa de ? x 12

cm mediante succidén en un aparato de microfiltracidn
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BIO-DOT. Se lavdé cada pocillo de muestra con 100 ul de
NayCO5 0,1 M pH 10. Después se incubd la membrana durante 5
min en 30 ml de amortiguador de transferencia y lavado (Tris
HC1 S0 mM pH 8, NaCl 0,15 M ¥y leche descremada 5 X)) ¥
posteriormente 1 h en ?0 ml de amortiguador de transferencia
¥y lavado que contenfa suero antiEF-Tu (1:1002>, Luego se lavd
1a membrana 5 veces con 30 ml del amortiguador sin sueroc
durante 10 min cada vez, con agitacién, ¥ se incubd por 1 h
con el amortiguador gque contenfa ademias 1,53 uCi de
1251—prote{na A. Después de esta incubacidn el filtro se
lavé 3 veces con 30 ml del amortiguador de transferencia ¥
lavado durante 10 min » 2 lavados de 30 ml con el mismo
amortiguador pero sin leche durante 30 min cada vez. Todas
las etapas anteriores se desarrollaron a temperatura
ambiente. La membrana sze secé ¥y se expuso a una pelicula
radiogr&fica por 3 h a -70". Las cantidades de EF-Tu <ce
determinaron por comparacién con wuna curva estdndar de

EF-Tu, cuantificando en todos los casos por densitometria de

los autorradiogramas.
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2.9.— Determinacién de 1a radiactividad

2.9.1.— Determinacidn de la radiactividad en los geles de

poliacrilamida cilfndricos

Los geles de poliacrilamida cilindricos se cortaron en
secciones de aproximadamente 1 mm, cada tajada se colocd en
un frasco de centelleo y se les agregdt 0,5 ml de HpOp al 30
#. Se calentaron a 70°, hasta disolucién del gel (2 a 3 h) »
luego se les agregd a cada frasco 5 ml de solucién de
centelleo para muestras 1{quidas que contenfa: S g de PPO,

0,1 g de POPOP, 447 ml de toluenoc ¥ 333 ml de tritédm X-100.

2.9.2.—- Determinacidn de la radiactividad en cromatogramas ¥

electroforetogramas

a) Cromatograffa en placa fina: se rasparon las manchas que
conten{an el nucledétido de interés, colocando el polvo en un
frasco de centelleo. Los compuestos radiactivos se eluyeron
con 0,7 ml de trietanolamina al 7 X (v/v) durante 10 h a
37°". Luego se agregd a cada frasco 5 ml de solucion de
centelleo para muestras I1fquidas.

by Cromatografia en papel y electroforesis de alto voltaje:
los cromatogramas y los electroforetogramas se cortaron en
tirag de 0,5 x 2,5 cm,y, las que se introdujeron en frascos de

centelleo y se eluyeron como en el caso anterior. Luego se
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agreqd a cada frasco 5 ml de solucién de centelleo para

muestras lfquidas.

2.9.3.,— Determinacién de la radiactividad retenida en

filtros

La radiactividad retenida tanto en filtros de fibra de
yidrio GF/C como en los +iltros de nitroceliulosa se
determind colocédndolos en sendos frascos de centelleo a los
gque se les agregd S ml de lfquido de centelleo para muestras

s&lidas que contenfa: 5 g de PPO, 0,1 g de POPOP en 1.000 ml

de tolueno.

2.9.4.- Determinacién de 1a incorporacioén total de

aminodcidos radiactivos en las protefnas

Para medir 1la incorporacién de metionina-ass,
{metil-2H)metionina o de grupos metilo en las proteinas
totales ¥y en el EF-Tu sintetizado o metilado in wvitro, se
emplearon alficuotas de las mezclas de reaccidén o de los
inmunoprecipitados resuspendidos. Las alfcuotas se agregaron
a 2,5 ml de CI3CCOOH al 10 %, frio, que contenfa 40 ug de
albdmina de suero de bovino. Después de hervirlas por 20
min, las muestras se enfriaron y se filtraron a través de
filtros de fibra de wvidrio GF/C los cuales se lavaron 3
veces con 2,3 ml de CI3CCOOH al 10 %, frfo, y se determind

la radiactividad retenida en los +iltros.
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En todos los casos la radiactividad de las muestras se
determindé empleando un contador de centelleo l{iquido Tracor
Analitic Delta 300, con una eficiencia de 30 % para °H vy &0

/4 para 14¢c,
2.10.~- Métodos cromatograficos
2.10.1.- Cromatografia descendente en papel

Se realizd en papel Whatman N* 1 de 57 x 23 cm durante
15 h a temperatura ambiente. El solvente utilizado fue
piridina-acetona-NHy0H 2 M <(50:30:253 wv/v/v). Bajo estas
condiciones se pueden separar las tres formas de lisina
metilada, Lis(Me), Lis{Me2) y Lis(Me3)., Como marcador se
utilizaron 10 ug de £-DNP-lisina v 10 ug de cada uno de los
estindares sefialados en las figuras, los que se mezclaron
con 100 ul de la muestra, aplicandose la mezcla a ¥ cm de un
extremo del papel. La localizacidén de los amincidcidos se
reveld con ninhidrina al 0,4 “ en acetona, seguido de
calentamiento a 70° por 5 min y se determind la

radiactividad contenida en cada uno de estos.
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2.10.2.~- Cromatografia en placa fina de

poliiminocelulosa

FPara la determinacién de la actividad GTPasa, las
muestras se analizaron mediante cromatograffa en placa fina
de poliiminocelulosa las que se desarrollaron con HCOOH 1 M
¥ LIiCl 1 M por aproximadamente 2,5 h. Las posiciones de
migracién del GDP y del GTP se identificé agregandc a las
muestras una mezcla de los nucliedtidos no radiactivos, los
que se visualizaron claramente con luz U. V. (254 nm).

El GTP hidrolizado se determinéd a partir de 1la
radiactividad recuperada en la mancha de GDP (van MNoort, J.

M. v zol., 1784).
2.10.3.- Preparacién de GDP-Sepharose
2.10.3.1.- Activacién de la sepharose

La sepharose hdmeda (50 g) lavada con abundante agua
fria, se resuspendidé en 48 ml de amortiguador fosfato de
potasio 3 M, pH 12 ¥y se le agregd 10 g de bromuroc de
ciantgeno disuelto en 40 ml de dioxano, deshidratado con
Nay504. La suspension se mantuvo con agitacidn suave durante
la reaccién, controlando que la temperatura no excediera de
20", Para contrarrestar el descenso del pH y mantenerlo en
11 se utilizé NaOH S N. La reaccion se completéd después de

12 a 15 min, 1o que se detectaba por
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el cese de la liberacidn de protones. La mezcla de reaccidn
ze transfirid rapidamente a un embudo Buchner ¥y se lavé con
1,8 litros de amortiguador ﬁ—glicernfgsfato de sodio 0,1 M

pH 7, +rfo. Todas estas operaciones se realizaron bajo

campana con flujo de aire.

2.10.3.2.~ Acoplamiento de diaminooctano a la

Sepharose activada

El lavado ¥ la adicién del ligando (diaminooctano) debe
hacerse rapidamente porgue la sepharose activada es
inestable. Los S0 g de sepharose activada se resuspendieron
en 100 m! de diaminooctano 2 M pH 10, disuelto en agua, ¥ se
agité suavemente a 4" por 16 h. Después, la resina se lavéd
en un embudo Buchner sucesivamente con 2 litros de agua
frfa, 2 litros de HC! 0,01 N frfio, 2 litros de NaOH 0,01 N

frioc ¥ 2 litros de agua fria.
2.10.3.3.- Unidébn del GDP a 1a aminooctil—-sepharose

Se disolvid 0,1 mmol de GDP en 1,5 ml de agua » el pH
se ajustd a 8,2, Todos los demds pasos se realizaron a 0°.
Se agregd 0,11 mmoles de periodato de sodio ¥ la mezcla se
mantuvo por 30 min en la oscuridad. Enseguida, la soclucién
se mezcld con 1,5 ml de amortiguador Tricine 0,2 M pH 8,2,
NaCl 1 M, 200 m1 de amincoctil-sepharose, lavada

abundantemente con amortiguador Tricine 0,1 M pH 8,2, NaCl
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0,5 M v se completd a 40 ml con el mismo amortiguadeor. Se
incubd por 2 h a 4" con agitacidon suave. Al término de este
perfodo se le adicionéd 1,5 ml de borochidruro de sodioc 0,3 M
en Tricine 0,2 M pH 8,2 v se continué la incubacidén por | h
mids. Posteriormente sze repitid el dltimo paso ¥y finalmente

la resina modificada se lavéd con 1| litro de NaCl 4 M frio

(Gilham, P. T., 1971).
2.11.-Ensayos de actividades
2.11.1.~-Ensayo de metilacidn in vitro del EF-Tu

La metilacién in vitro del EF-Tu se realizd bajo las
mismas condiciones descritas por Chang » Chang para la
metilacién in vitro de las proteinas ribosomales de E. coli
{Chang, C. N. ¥y Chang, F. HN., 12745, con algunas
modificaciones, que se detallan a continuaciédn.

La mezcla de reaccidén contenfa: cantidades variables de
proteina f{extractos obtenidos de E. coli D-10 crecidas en
condiciones limitantes de metionina o en presencia de
etionina) como fuente de EF-Tu submetilado, 350 ug de
protefnas de los extractos usados como fuente de enzima
(8150 de E. coli D-10 crecidas hasta la fase logarftmica
tardfa de crecimiento), 20 puCi de S-Adotmetil-3H)Met en

100 mpl que contenfan Tris HCI 30 mM pH 7,8, NHyey 5o ™M,

MgCl, 20 mM ¥ Z-mercaptoetancl SmM. Las mezclas de reaccidn
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se incubaron a 37® por 35 min ¥ las reacciones se detuvieron
por enfriamiento a 0°.,

El EF-Tu metiladeo se analizd directamente empleando la
mezcla de reaccidén completa o mediante inmunoprecipitacidn
previa, por electroforesis en geles en placa de
poliacrilamida en gradiente entre o1 7 ¥ el 15 ¥, en
presencia de SDS (0,1 ¥) (Laemmii, U. K., 1970), seguido de

fluorograffa. Los geles obtenidos se expusieron a peliculas

radiogridficas por diferentes tiempos.

2.11.2.~ Determinacidn de ia disociacién de

nucleédtidos

El intercambio de nucledtidos por EF-Tu se midié
empleando EF-Tue+ GDP en una concentracién de &é,6 MM en
amortiguador A (Tris HC1 50 mM pH 7,4, MgCl, 3,3 mM, KCI1 73
mM, PMSF 100 uM y GDP 10 uMd, el cual se marcd por
intercambio de nucleébétidos a 37" por 30 min empleando 3HGDP
o 3Hl’.“nTF:‘,. agregados en una concentracidon de 3 uM o 4 uM,
respectivamente. Cuando se realizd el intercambio con GTP,
se suplementéd la mezcla de incubacién con piruvato Kinasa 350
pg/ml y fosfoenolpiruvato S mM. Una vez intercambiado el GDP
por nucledétido radiactivo deede el EF-Tu- GDP, se enfrid la
mezcla a 0° y se midié la disociacién del nucledtido
radiactivo mezclando ripidamente 30 ul1 del EF-Tu nucledtido

radiactivo con 10 J'R de una solucidén 2 mM



55

en nucleédtido no radiactivo. La solucidén de GTP no
radiactiva se preincubéd a 37° por 30 min con piruvato
quinasa (30 ug/ml) ¥ fosfoenolpiruvato (3 mM), con el
propésito de asequrar la presencia de GTP solamente. A los
tiempos indicados, las muestras =e diluyeron con 32 ml de
amortiguador A frfo e inmediatamente se filtraron a través
de Ffiltros de nitrocelulosa. La fraccién no discciada de
EF-Tu nucledétido se calculé a partir de la radiactividad

recuperada en los filtros (van Noort, J. M. ¥ col., 198&).
2.11.3.- Determinacidédn de la actividad GTPasa

El ensayo se realizé en un volumen de 40 ul que
conteﬁia 100 pmoles de EF-Tu, & nmoles de SHGTP <10
Ci/mmol?, 2 nmoles de Kirromicina y cantidades variables de
aa—-tRNA en Tris HC1 30 mM pH 7,4, MgClp, 3,5 mM, KC1 735 mM,
PMSF 100 )w1 ¥y etanol & 4 (v/v), Después de &0 min de
incubacidén a 37" la mezcla de reaccién se enfrid a 0° y de
cada muestra se aplicéd 2 Ml a una placa +ina de
cromatografia de polietileniminocelulosa para separar los
nucledtidos ¥y determinar posteriormente la radiactividad en

el GDP formado (van Noort, J. M. ¥ col., 1984a).
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2.11.4.- Sintesis y metilacién de proteinas in_ vitro

en un sistema dependiente de DNA

La sfntesis ¥y metilacién del factor de elongacidén EF-Tu
se realizé en un medio de ensayo cuyo volumen final era de
70 p1 ¥ que contenia Tris acetato 15 mM pH 8,
dimetilglutarato de sodic 10 mM pH &, acetato de amonioc 35
mM, acetato de potaszio 63 mM, acetato de magnesio 13 mM, DTT
2 mM, UTP, CTP ¥y GTP 0,7 mM cada uno, ATP 2,7 mM,
fosfoenolpiruvato 30 mM, piruvato Kinasa 0,8 ug, 2,5 mg de
polietilenglicol &.000, espermidina 0,8 mM, cada uno de los
aminodcidos 0,125 mM (excepto la metionina’, 39g5-metionina
(40 pmoles més 2 nmoles de metionina frfa), 1,5 nmoles de
NIs10-metenil-tetrahidrofolato, S0 pg de tRNA de E. coli,
1,5 a 3,0 unidades de Ap;g de lavado ribosomal con NH4Cl ¥
cantidades saturantes de DNA del fago X rif918 como molde
(entre 2 y 5 ug). El sistema contenfa ademas los siguientes
componentes proteicos: 240 ug de un elufdo de DEAE-celulosa
con NH4Cl1 0,25 M , 16 ug de un elufdo de DEAE-celulosa con
NHg4Cl 1 M v 100 pug de un lavado ribosomal con NH4Cl 1 M.
Para medir la incorporacién de gqrupos metilo al EF-Tu
sintetizado a partir del DNA, se utilizd el mismo medio de
incubacidén ya descrito, excepto que Ila 3Sg-metionina se
reemplazé por S-Adol(metil-3H)Met 136 HMM. La mezcla de

reaccidn =se incubéd a 37° por 40 min. Al cabo
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de este perfodo se le agregd | ug de DNAasa I ¥ se continud
la incubacidén a 37° por 10 min. La mezcla de reaccién se
enfridé ridpidamente ¥ se centrifugd a 12.000 g para eliminar
el material insoluble <(Zarucki-Schulz, T. » col., 1?79;
Jerez, C. ¥ Weissbach, H., 1780).

Se emplearon alfcuotas de entre 2 » 5 ul del
sobrenadante para medir lTa incorporacidn total de
39g-metionina en las protefnas totales o de grupos metilo en
el EF-Tu sintetizado in wvitro, después de hervir las
muestras en TCA y determinando la radiactividad retenida en

filtros de fibra de vidrio.

2.12.- Purificacidén de 1os factores de

elongacion EF-Tu y EF-Ts de E. coli

2.12.1.- Purificacién preparativa del factor EF-Tu

metilado ¥ submetilado de E. coli

Como han demostrado van Noort y col. (van Neocort, J. M.
y col., 19884) y como se verd en la seccibén Resultados, el
EF-Tu se encuentra submetilado en la fase temprana del
crecimiento de E. coeli mientras que en la fase tardfia se
encuentra totalmente metilado enm 1a Lis-5&4. Por lo tanto,
para establecer si el grado de metilacidon del factor EF-Tu
afecta sus propiedades, se desarrollaron dos procedimientos

de purificacién preparativos del EF-Tu de E. coli,
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proveniente de ambos tipos de células. Por otro lado, se
procedié también a purificar el EF-Tu a partir de células
crecidas en las condiciones ya definidas en Materiales ¥
Mé todos, para obtener el factor EF-Tu submetilado

artificiaimente en presencia de estionina.

2.12.2.—- Purificacién preparativa del factor EF-Tu de

E. coli mediante cromatografia de afinidad

El factor EF-Tu une GDP, forméndose un complejo binario
EF-Tu-GDP. Por esta propiedad es posible separar facilmente
al EF-Tu del resto de las proteinas presentes en un extracto
de E. coli mediante cromatografi{a de afinidad empleando una
columna de GDP-sepharose, la que se preparé de acuerdo al
procedimiento de Jacobson ¥y Rosenbusch (Jacobson G. R. ¥
Rosenbusch J. P., 1977), (ver seccidédn correspondiente).

Todas las etapas de la purificaciédn se realizaron a 4°,
excepto los pasos relacionados con la columna de afinidad
los que se desarrcllaron a temperatura ambiente.

Se lisaron seis gramos de células mediante maceracién
con 15 g de aldmina ¥ la pasta resultante se resuspendid &n
2 voldmenes de una solucioén que contenfa: MQ(CHLCO0) 5, 10 mM,
NH4C1 60 mM, Z-mercaptoetanol &6 mM y Tris HCI1 10 mM pH 7,4.
A esta suspensidén ze le agregd ribonucleasa vy

desoxirribonucleasa de modo que la concentracién final para
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cada enzima fue de 10 pg/ml, ¥ la suspensidn se centrifugd a
16.000 rpm por 30 min en un rotoer Sorvall S5-34, EI
sobrenadante (S30) se centrifugd por 4 h a 45.000 rpm en un
rotor Beckman tipo 635. Los dos tercios superiores del
sobrenadante resultante (5150) se concentraron mediante
precipitacion con (NHgJ58504, colectindose ] precipitado
obtenido a una saturacidén de 35-63 X% . Este precipitado se
resuspendié en 12 ml de amortiguador de columna que
contenfa: MgCi, 10 mM, NaCl 0,35 M, 2-mercaptoetancl 3 mM ¥
Tris HC! S0 mM pH 7.8 (Jacobson, G. R. ¥y Rosenbusch, J. P.,
1977)

Los siguientes pasos se realizaron a temperatura
ambiente., La suspensién obtenida se mezclé con un volumen
igual de GDP-cepharose preparada como ya se describid en
2.10.3, Esta suspensidédn se introdujo en un tubo de didlisis
y se dializé contra 1 litro del amortiguador de columna,
durante toda la noche con agitacidn suave para asegurar una
mezcla completa. Luego esta suspensién se empled para formar
una columna (2 por S cm) y se colectd toda la solucidn que
pasd a través de ella. Posteriormente esta se lavdé con el
amortiguador de columna hasta que 1a absorbancia medida a
280 nm fue minima y se mantuvo constante. A continuacion se
eluyd la columna con {1 wvolumen de columna del mismo

amor tiquador pero que contenfa GDP 100 FM' En seguida se
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cerrd la llave de paso de la columna y se incubd ésta por |
h. Después de este perfodo, para promover el intercambio de
GDP, se eluyd el EF-Tu de la columna con 3 voldmenes de
amor tiguador de columna gque contenia GDP 100 uM,
colectiandose fracciones de 0,3 ml cada una.

Las fracciones que contenfan el EF-Tu, medido por
absorbancia a 280 nm o mediante inmunodi fusion de
Quchterlony, se Jjuntaron y se precipitaron agregando
(NH4) 2504 hasta una saturacion de 65 X . El precipitado
obtenido se resuspendié en un amortiguador que contenfa:
Mg(CH4C00>, 10 mM, sacarosa 0,25 M, 2-mercaptoetancl 5 mM ¥
Tris HC! 20 mM pH 7,5 ¥ s=se guardé a -70" <{(Smith, I. ¥
Paress, P., 1278).

La figura 4 muestra que este procedimiento permitid
obtener el EF-Tu esencialmente puro, a Jjuzgar por la
ausencia de otras bandas de proteina cuando se analizd la
preparacion mediante electroforesis en geles en placa de
paoliacrilamida en gradiente entre el 7 ¥y el 15 Yy €N
presencia de S5DS o cuando se analizd mediante la técnica de
electroforesis de O0‘Farrell. En ambos casos las proteinas se
tieron con azul de coomassie

Sin embargo, la cantidad de EF-Tu obtenida por este
procedimiento fue bastante baja y la actividad del factor
medida como intercambio de GDP no era maror al 10 X del

tedbrico. De modo que para los fines de estudiar si 1la



61

Figura 4.—- Purificaciébn del EF-Tu por cromatograffa de
afinidad.

Extractos (5150) provenientes de E. coli D-10
crecidas en metionina o en etionina se equilibraron con
GDP-Sepharose durante 12 h a temperatura ambiente. Enseguida
se montaron sendas columnas con el material adsorbido a la
GDOP-Sepharose y se eluyeron hasta que toda la protefina no
unida emergid de las mismas. Posteriormente se eluyeron las
columnas con 100 wM GDP. Se colectaron fracciones y se
determind en ellas la presencia de EF-Tu mediante
inmunodifusién de Ouchterlony. Las fracciones que contenfan
el EF-Tu se concentraron ¥y se sometieron a electroforesis en
geles en placa de poliacrilamida en gradiente entre el 7 ¥
el 15 X4, en presencia de SDS (0,1 XY o a electroforesis
bidimensional de O’Farrell. (1) Protefnas presentes en el
5150 de las células crecidas en metionina (A); EF-Tu
purificado del S1350 anterior (B); protefnas del S150 de las
células crecidas en etionina (C) y EF-Tu purificado a partir
del S150 anterior (D). (2) Andlisis del EF-Tu purificado en
1 A por electroforesis bidimensional de O‘Farrell. Se indica
la posicidén del factor EF-Tu purificado estindar. Los
ndmeros a la derecha representan marcadores de peso
molecular, para el gel de segunda dimensién de 0‘Farrell. EI
isgelectroenfoque de la primera dimensién se hizo entre pH S
(a la izquierda) y pH 7 (a la derechad.
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actividad del factor EF-Tu eré afectada por la metilacidn de
la ]isina~56; no resultd ser un método de purificacidn muy
adecuado. Por este motivo se optdé por montar un segundo
procedimiento de purificacién.

Debido al alto grado de pureza del EF-Tu obtenido por
esta técnica, este se utilizdé para preparar anticuerpos

contra el factor en conejos.

2.12.3.- Purificacidén preparativa del factor EF-Tu de

E. coli por cromatograffa de exclusién molecular e

intercambic i6nico

Tanto el factor de elongacién EF-Tu como &1 EF-G poseen
la capacidad de hidrolizar GTP en presencia de ribosomas.
Por lo tanto, para poder estudiar esta actividad del EF-Tu,
es necesario no s6lo obtener una preparacidn activa de EF-Tu
sino que esta debe estar libre del factor EF-G. La
tfiltracién a través de columnas de Sephadex G-100 permite
separar ambos factores en presencia de GDP {(Wurmbach, P. ¥
NMierhaus, K.H., 1979). As{ es posible obtener una completa
separacidén de ambos factores mediante dos Ffiltraciones
sucesivas en Sephadex G-100. Otras proteinas contaminantes
se eliminan mediante cromatograffa en DEAE-Sephadex A-50, en

ausencia de GDP (P. Wurmbach y K.H. Nierhaus, 197%).
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La purificacidén se realizé entre 0 » 47, Las células se
lisaron mediante maceracién con aldmina, en una proporcién
de 1 de células y 2,5 de aldmina. La pasta se resuspendié en
un volumen de una solucidén igual a la masa celular. Esta
solucién contenfa: fosfato de potasio 10 mM pH 2,5, cloruro
de magnesio 1 mM, Z-mercaptoetanol é mM y DNAasa 1 ug/mi. La
aldmina ¥ los restos celulares se eliminaron mediante dos
centrifugaciones sucesivas de 20 min cada una, a 30.000 g ¥
2]l sobrenadante obtenido (530> se centrifugé durante 4,5 h a
150.000 g. Este sobrenadante se dializdé durante toda la
noche contra 1 litro de un amortiguador que contenfa: Tris
clorhfdrico 10 mM pH 7,5, acetato de magnesioc 10 mM ¥
2-mercaptoetanol & mM, realizandose dos cambios del
amortiguador. El dializado se centrifugd nuevamente por 4,35
h a 150.000 g. Los tres cuartos <superiores de este
sobrenadante se utilizaron como fuente de EF-Tu (SiS0>. Al
S150 obtenido se le agregé Tris HC1 IM pH 7,8 (1 a 2 ml)
para aumentar la capacidad amortiguadora. La solucién se
saturd en seguida con (NH4),80, sélido hasta 80 Ay se
mantuvo con agitacién suave durante 30 min. Posteriormente
ge centrifugé por 30 min a 30.000 g. E1 precipitado =e
resuspendid en un minimo volumen (1 a 3 mi) de amortiguador
A/GDP, (Tris HC1 10 mM pH 7,8, Mg(CH3CO0O0>, 10 mM, KC1 100

mM, Z2-mercaptoetanol S mM, PMSF 0,58 mM ¥y glicerol 20 %
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v/v) que contenfa ademas GDP 20 uM y se dializd hasta que la
solucidn se aclard (aproximadamente 2 h), contra dos cambios
de I litro del mismo amortiguador.

El dializado se aplicd a una columna de Sephadex G-100
(2 %x 100 cm? y se colectaron fracciones de aproximadamente 3
ml (100 gotas por fraccidén; 20 seg por gota). Se leyd la
absorbancia a 280 nm ¥ las fracciones que contenfan tanto el
EF-Tu como el EF-G se identificaron mediante inmunodifusiodn
de Ouchterlony empleando sueros antiEF-Tu ¥ antiEF-G (cedido
gentilmente por H. Weissbach), cada tres fracciones (figura
5 A). Se juntaron las fracciones que contenfan el EF-Tu,
evitando al maximo la contaminacién con EF-G »y se
concentraron mediante precipitacion con {(NHy)5504 (80 XA de
saturacidn). El precipitado resultante se resuspendid en 1 a
2 ml del amortiguador A/GDP y se dializdé contra &1 mismo
amortiguador. Luego la muestra se sometidé a un segundo paso
de filtracidén a través de una columna de Sephadex G-100 (2 x
100 cm) «(figura S B). Después de la filtracidén, las
fracciones que contenfan el EF-Tu se juntaron, eliminando
aquellas que contenfan EF-G.

El conjunto de las fracciones recolectadas se aplicaron
directamente, <sin ningdn paso previo de concentracidén o
didlisis, en una columna de DEAE-Sephadex A-350 (1 x 30 cm)
equilibrada con amortiguador A, sin GDP. Las protefnas se

eluyeron con un gradiente lineal de S00 ml de KCl entre 0,1



66

Figura S.- Diferentes separaciones cromatograficas en la
purificacidén del EF-Tu de E. coli.

Las proteinas se separaron a través de una
columna de filtracidén de Sephadex G-100 {(Ad. Las fracciones
que contenfa EF-Tu (regidn achurada) se concentraron ¥y se
filtraron nuevamente a través de Sephadex-G100 (B). Las
fraciones conteniendo el EF-Tu (regibén achurada) se juntaron
¥y se sometieron sin concentracidn previa a cromatograff{a en
DEAE-Sephadex A-50 (C). Las fracciones que contenfan el
EF-Tu (regidn achurada) se concentraron finalmente por una
segunda cromatograffa en DERE-Sephadex A-50 (D). Las barras
horizontales indican las fracciones que reaccionaron
poesitivamente con los antisueros que se indican. Las
regiones achuradas representan las fracciones que se
colectaron en cada separacidn. Los detalles del
procedimiento de purificacidén del EF-Tu se describen en el
texto. <o o) absorbancia a 280 nm; (o 0) conductividad.
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vy 0,4 M en amortiguador A. Se colectaron fracciones de 100
gotas ¥y aquellas que contenfan el EF-Tu se identificaron
mediante inmunodifusidén de Ouchterlony, como en los pasos
anteriores <(figura =T ¢ El EF-Tu elufdo de esta
cromatograffa se encontrd libre de EF-G. Con el objeto de
concentrar el factor EF-Tu, las fraccicnes que contenfan el
factor se Jjuntaron y se dializaron contra 1 litro de
amortiguador & por 1 h » luego se aplicaron a una columna de
DEAE~-Sephadex A-50 (1 x 15 cm), equilibrada con el mismo
amortiguador. El factor se eluyd empleando amortiguador A,
que contenfa KCI 1 M <{(figura 5 D). Las fracciones que
contenfan el EF-Tu <=e juntaron y se dializaron 3 veces
durante 1 h cada vez contra 1 litro de amortiguador B ( Tris
HC1 50 mM pH 7,8, 2-mercaptoetanol 2mM ¥ glicerol 35S0 v
v/v). El factor purificado se guardé a -20°. (Nierhaus, K. H
y Dohme, F., 1979; Wurmbach, P. ¥ Nierhaus, K. H., 197%9).

El grado de pureza de las preparaciones de EF-Tu
obtenidas, se determind mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida al 10 X, en presencia de SDS. Primeramente
se construyd una curva de calibracién empleando EF-Tu 100 4
puro {(obtenido por cromatografia de afinidad), el que se
separd por electroforesis en geles e&n placa de
poliacrilamida en gradiente entre el 7 ¥ el 13 Yoy BN
presencia de SDS, ¥ se cuantificd por densitometria de las

bandas teffidas. Comparado con estos estandares se pudo



69

ectablecer que el grado de pureza fue de al menos un 83 X
para las diferentes preparaciones (figura &), ya que al
determinar la pureza en geles sobrecargados (hasta 30 ug de

proteina) se confirmd la presencia de algunos contaminates

menores.

2.12.4.- Purificacién parcial del factor de elongacidn

EF-Ts de E. coli MRE &00

A partir de 63 g de E. coli MRE &00 y mediante el
procedimiento de ruptura con aldmina descrito previamente,
se obtuvo un extracto que contenf{a entre otros, el factor de
elongacién EF-Ts.

Se obtuvo un S150 el que se saturdé con sulfato de
amonio s6lido hasta um 30 X . El precipitado se eliminéd
mediante centrifugacidén. Al zsobrenadante se le agregd
sulfato de amonio hasta 70 X de saturacidén y el precipitado
conteniendo el factor EF-Te se recuperd por centrifugacidn.
Este se resuspendidé en S ml de amortiguador I (Tris 50 mM pH
748, MgCly 10 mM y 2-mercaptoetanol 3 mM) y 1a suspension se
dializé contra el mismo amortiguador. E1 dializado se
centrifugd para retirar 21 material insoluble.

A continuacidén se acidificd 1a solucidn que contenfa el
EF-Te hasta pH S con 4&cido acético 1| N. La suspensién se

mantuvo con agitacidn suave durante 1 h a
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Figura &.- Determinacidn de la pureza de los EF-Tu
purificados de E. colj mediante electroforesis.

Los EF-TulL (b), EF-TuM (c) y EF-TuE (d)
purificados mediante filtracidn en Sephadex G-100 »
cromatografia en DEAE-Sephadex A-50 se analizaron mediante
electroforesis en geles en placa de poliacrilamida al 10 ¥,
en presencia de SDS (0,1 ). Se aplicé 10 ug de protefnas
de cada muestra al gel, el que se tifié con azul de
coomassie. Los ndmeros a la izquierda representan los
marcadores de peso molecular en Kilodaltons.,
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0", se centrifugd y el precipitado se lavé con 5 ml de
Tris—acetato 50 mM pH 4,5. E1 pH del sobrenadante ¥ del
lavado, ambos conteniendo el EF-Ts, se ajustd a 7,0 con Tris
1 M ¥ el material insoluble se elimind mediante
centrifugacidn.

El sobrenadante de la etapa anterior se calentd por 10
min a 40", se enfrid, se centrifﬁgé y el sedimento se lavd
con 1 ml del amortiguador 1. El lavado y el sobrenadante,
conteniendo el EF-Ts estable al calentamiento, se juntaron vy
se saturd la solucidn con sulfato de amonio sélido hasta un
50 X . El sedimento se descarté y la soclucién sobrenadante
ze concentré agregando csulfato de amonio hasta 70 ¥ de
saturacidén. El precipitado se disolviéd con 4 ml de
amortiguador I gque contenia 30 mM KC1 ¥y luego se dializd
contra la misma sclucién. El dializado (25,9 mg de
protefnasml) contenfa el factor EF-Ts semipurificado libre
de contaminacidon de EF-Tu segdn se comprobdé mediante

electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de

SDs.
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2.13.- Otros procedimientos
2.13.1.- Anilisis de los aminoAcidos metilados

Para analizar la naturaleza de 1los aminodcidos
metilados en el EF-Tu, tanto la proteina sintetizada vy
metilada in wvitro como la metilada in vivo se
inmunoprecipitd ¥ se separé mediante electroforesis en geles
de poliacrilamida al {0 %, en presencia de SDS (0,1 X). La
banda de EF-Tu se ubicé con las autorradiografias y mediante
tincién de los geles con azul de coomassie que contenfan
EF-Tu estindar, cortandose del gel la regidn donde migra el
EF-Tu. La proteina <ce extrajo con & ml de amortiguador
fosfato de sodio 0,01 M pH 4,8 » SDS 0,1 ¥, mediante
agitacidn, durante toda la noche a 30°. Luego =e dializéd la
protefna extraida y el gel contra 2 litros de agua (3
cambios) para remover el exceso de colorante y de SDS. EI
dializado se filtré para retirar el gel ¥ luego se liofilizd
a sequedad. La proteina se hidrolizé con 2 ml de HC1 & N en
tubos sellados al vacio por 24 a 48 h a 110%. El solvente se
elimind en un evaporador ratorio BUCHI a 40". El hidrolizado
final se disoclvid en un peque®o volumen de etanol al S0 % .
Los aminoidcidos metilados se analizaron mediante
electroforesis de alto voltaje o cromatograffa descendente

en papel (Chang, C. N. ¥ Chang, F. N., 1975).
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2.13.2.- Cuantificacién del EF-Tu sintetizado in vitro

a partir de DNA

Alicuotas de las mezclas de reaccion (20 pl de las
protefnas marcadas con 39S-metionina ¥y 50 pl de las
proteinas BH—metiladas), en que se sintetizd in wvitro el
EF-Tu, se trataron con DNAasa, se mezclaron con 35 ug de
EF-Tu ¥ se sometieron a inmunoprecipitacidén en solucién.

Los inmunoprecipitados <se analizaron mediante
electroforesis en geles cilindricos de poliacrilamida al 10
¥y ©n presencia de SDS (0,1 X {(Laemmli, U. K., 1270). Los
geles se cortaron en secciones de aproximadamente 1| mm » a
cada seccidn se le determind la radiactividad.

La recuperacién del producto sintetizado en este
procedimiento se determind agregando 3HEF-Tu {gentiimente
cedido por H. Weissbach) a través de todo el procedimiento
como estindar interno {(Zarucki-Schulz, T. ¥ col., 1979). La
cantidad de producto sintetizado in vitro se calculd de la
actividad espec{fica de la metionina usada, del ndmero de
metioninas que tiene la protefna (Arai, K. y col., 1980;
Laursen, R. A, ¥y <col., 1981) y del porcentaje de

recuperacién del producto (Jeréz, C. ¥y Weissbach, H., 1980).
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2.13.3.- Digestiéon triptica del EF-Tu

Se digirid el EF-Tu (250 ug/ml? con tripsina (razdn
enzima/sustrato, (/50 psp) a 0" en un amortiguador que
contenfa Tris HCl 30 mM pH 7,4, MgClp 5 mM, EDTA 1 mM, DTT
0,1 mM, CaCl, I mM.y GDP 10 uM. A los tiempos especificados
se tomaron alfcuotas de 12 ul que se mezclaron con igual
yolumen de solucidn de muestra de Laemmli (Laemmli, U. K.,
1970) » se calentaron inmediatamente por S min en un bafo de
agua hirviente, para detener la accidén de la enzima. Los
productos se analizaron mediante electroforesis en geles en
placa de poliacrilamida al 7,5 4, en presencia de 3SDE (0,1
) (Nakamura, S. ¥ col., 19773 van Noort, J. M. ¥ coil.,

1984).

2.13.4.- Aminocacilacioéon del tRNA total de E. coli

Para conseguir el méaximo de aminoacilacién del tRNA
total de E. coli, éste se desacilé previamente por
incubacidn durante 2 h a 37" en Tris HC1 0,1 M pH 8,8, ¥
luege se dializd contra 2 litros de la misma solucién por 2
h a 4* (Williams, L. vy Freundlich, M., 1949.). La
aminoacilacién se realizé en un volumen final de 5 ml que
contenfa 250 m1 de Tris HC1 1 M pH 7,5, 25 pl de MgoCl 1 M,
35 M) de 2-mercaptoetanol 1:10, 125 M1 de ATP 0,1 M pH 7,

ademas de 300 PI de una solucidén §| mM de cada uno de los
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20 aminoacidos, 12,5 mg de tRNA y un volumen 6ptimo de 5150,
previamente determinado midiendo Ta incorporacién de
(U-19C)-fenilalanina (513 Ci/mmol) al tRNA& total de E. coli
Después de incubar a 37 por 20 min, la reaccién se
detuvo con 0,5 ml de acetato de potasio al 20 %, pH é v 5,5
ml de fenol saturadoc en agua. Se agitdé ¥y la emulsidn se
separd centrifugandola a 11.000 rpm por 25 min, en un rotor
Beckman JA-20. Se tomd la fase acucsa ¥y a la fase fendlica
se reextrajo con 2 ml de agua. Ambas fases acuosas ce
Juntaron ¥ se le agregé 1710 volumen de acetato de potasio
al 20 X pH & ¥ 3 voldmenes de etanol frio (a —-20°) ¥ se dejb
precipitar durante 12 h a -20°.
El precipitado se separd madiante centrifugacidn a
11.000 rpm por 20 min en el rotor Beckman JA-20. El material
sedimentado se resuspendid en 3 ml de H;0 mas 0,3 ml de
acetato de potasfio al 20 %X pH & v 10 ml de etanol frioc. Se
incubé por 2 h a -20°. El aa-tRNA total se recuperd mediante
centrifugacidn ¥y se lavd con 10 ml de etanol frio. Lusgo se
resuspendio en 0,5 ml de Ho0 ¥y se dializé contra 2 litros de
Ho0 a S®, durante toda la noche. Se estimé que este RNA
total estaba aminoacilado ya que en un ensayo de actividad
GTP&sica, en presencia de Kirromicina, se hidrolizaron
cantidades de GTP equivalentes a las reportadas en la

literatura {van Noor t, J. M. ¥ ¢l vy 1986).
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"En cambio, en presencia del tRNA desacilado no se obtuvo

estimulo de la hidrélicsis del GTP por el EF-Tu.

2.13.5.- Determinaci6n de la concentracidén de

proteinas

La concentracién de protefnas de determind segdn el

método de Lowry (Lowry ¥ col., 1951}, usando seroalbdmina de

bovino como estandar.
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2.— RESULTADOS

3.1.— Metilacién in vivo del Ffactor de

elongacidn EF-Tu en varios microorganismos

3.1.1.- Metilacidon in vivo del EF-Tu, en E. coli,

B. subtilis v B. stearcothermophilus

Para un estudio comparativo de 1la modificacidn del
- factor de elongacidén EF-Tu se wutilizaron microorgani=zmos
incapaces de sintetizar metionina, los gque 3se emplearon
previamente en nuestro laboratorio para el estudio de 1la
metilacidn de las protefnas ribosomales {Amaro, A. M. »
Jerez, C. A., 1984; Amaro, A.M., 1987; Sanhueza, 5., 1787).
Como bacteria gram negativa se utilizé Escherichia coli D-10
¥ como bacterias gram positivas se emplearon el Bacillus
subtilis (cepa BRIS1) » o1 Bacillus stearothermophilus (cepa
1063 strf), Ademids se empled Euglena gracilis wariedad
bacillaris v la cepa Wyg BS mL, con el proposito de extender
el estudio al factor EF-Tu de cloroplasto, ra que este
organelo ha sido considerado como de un posible origen
bacteriano (Gray, M. W. ¥ Doolittle, W. F., 1282).

Todos los microorganismos Se crecieron en sSus
respectivos medios minimos, descritos en Materiales »

Métodos, hasta l1a mitad de la fase exponencial de
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crecimiento, de modo de ewitar fa esporulacidn del B.
subtilis » del B. stearothermophilus. Luego las células de
cada microorganismo se lavaron » resuspendieron en igual
volumen de sus respectivos medios de cultive pero en
ausencia de metionina.

Las células se incubaron en presencia de (metil=2H)
metionina ¥ &n ausencia o en presencia de cloramfenicol para
detectar la incorporacién total del amincadcido en las
protefnas o fa incorporacién de Qrupos metilo
respectivamente.

La figura 7 muestra los perfiles de incorporacidn del
aminodcido radiactivo a las proteinas totales de E. coli <A
y de B. subtilis (B)>. Cuando las células se trataron
previamente con cloramfenicol (C y D), se observd =1 efecto
inhibitorio del antibidtico en la sintesis total de las
proteinas. En esta condicidn se pudo apreciar ademi&s la
presencia de un pico de radiactividad que comigrd con un
estdndar de EF-Tu en el caso de E. coli (L), de acuerdo a la
metilacidn del factor de elongacidén EF-Tu descrita
previamente en esta bacteria (Ohba, M. » col., 1927935
Ferro-Luzzi, G. ¥y Niakide, K, 1?79). Sin embargo, en el caso
del B. subtilis (D), después del tratamiento con
cloramfenicol no se observa ningdn pico de radiactividad en
la regid6n donde migra el factor de elongacién EF-Tu.

Para comprobar que en las condiciones empleadas el B.
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Figura 7.- Metilacién in vivo de protefnas en E. coli v B.
subtilis.

Se crecid E. coli ¥ B. subtilis hasta la mitad
de 1a fase logaritmica de crecimiento en sus respectivos
medios minimos, a 37" y con agitacién. Se cosecharon las
células ¥ se lavaron 2 veces con 1 mismo medio sin
metionina ¥ se resuspendieron en el medio sin el aminoacido.
Se incubaron dos alfcuotas de 5 ml de cada tipo de células,
una en presencia de 1| mg de cloramfenicol (C ¥ D) » la otra
sin el antibi6dtico (A ¥y B) por 8 min a 30°. Terminada esta
incubacién ze tomé | ml de cada alfcuota y se les agregd
(metil=-SH)metionina (concentracién final 2,2 uMd
continudndose la incubacién por 30 min, a 30" con agitacién.
Finalmente, las células se disoclvieron mediante ebullicidn
en 30 pl de solucidn de Laemmli. La incorporaciédn total del
aminodcido a las distintas protefnas de E. coli (A) y de B.
subtilis (B), como la incorporacién de grupos metil-SH a las
proteinas de E. coli (C) y B. subtilis (D) se analizé
mediante electroforesis en geles cilindricos de
poliacrilamida al 10 %, con 0,1 % de SDS. La radiactividad
de cada trozo de gel cse determind como se describe en
Materiales y Métodos.
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subtilis sintetiza wuna protefina equivalente al EF=Tu
empleamos un anticuerpo polivalente antiEF-Tu, obtenido
contra el factor puro de E. coli. La figura 8 A muestra
mediante un ensayo de inmunodifusidn de Ouchterlony, que los
extractos subcelulares de B. subtilis dan una banda de
inmunoprecipitacidn en presencia del antisuero contra EF-Tu
de E. coli. Estos resultados confirman la inmunoreaccidn
cruzada que ha sido descrita para ambas moléculas. Teniendo
en cuenta estos antecedentes experimentales se efectud una
inmunoprecipitaciéon liquida de los extractos radiactivos
tanto de E. coli como de B. subtilis, en presencia del suero
contra el EF-Tu de E. coli. Los inmunoprecipitados obtenidos
se analizaron mediante electroforesis en geles cilindricos
de poliacrilamida al 10 X, en presencia de SDS. Se ocbserva
que en los extractos de B. subtilis {(figura 8 B)» hay una
proteina que es inmunoprecipitada por el suero empleado. EI
peso molecular de esta protefna de B. subtilis estarfa de
acuerdo con el descrito para el EF-Tu de este
microorganismo, 1 que corresponde a 47.000 daltons segdn
electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de
S0S (Smith, I. y Paress, P.,1978). Este valor es un poco
mayor qQue el descrito para el factor EF-Tu de E. coli, que
corresponde a 43.225 daltons, determinado a partir de su

secuencia de amino&cidos (Jones, M. D. ¥ col., 1%80).
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Figura 8.- Presencia en B. subtilis de una proteina
inmunoprecipitable con suero antiEF-Tu de E.

coli.

{(A) inmunodifusién de Ouchterlony en placas de
agar al 1 X . Pocillo 1, 10 ug de EF-Tu purificado de E.
coliy pocillo 2, 100 ug de protefnas de un S150 obtenide de
E. colij pocille 3, 100 ug de proteinas de un S150 obtenido
de B. subtilis; pocillo central, 10 ul de suero antiEF-Tu de
E. coli.

(B> Un S£150 obtenido de B. subtilis crecido en
presencia de (metil-SH) metionina se inmunoprecipitd con
suero antiEF-Tu de E. coli. Después de disolver el
inmunoprecipitado en 2-mercaptoetanocl 0,1 M, SDS 2 X se
separaron las protefnas por electroforesis en geles
cilindricos de poliacrilamida al 10 A, en presencia de SDS
0,1 “,  1a radiactividad se determindé en cada fraccién como
se describe en Materiales y Métodos.

(C) 3HEF-Tu de E. coli marcado quimicamente e
inmunoprecipitado.
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Estos resultados obtenidos con el B. subtilis sugieren
que el EF-Tu de esta bacteria Gram positiva podrfia no ser
metilado, al menos en las condiciones emplieadas en estos
ensayos (figura 7).

Los estudios de la metilacién in vivo se extendieron a
la bacteria Gram positiva Bacillus stearothermophilus. La
figura % muestra el anilisie de 1las protefnas metiladas
mediante electroforesis en geles en placa de poliacrilamida
en gradiente entre el 7 y el1 13 %, en presencia de SD5,
seguido de autorradiografia. El autorradiograma muestra la
incorporacién de (metil-2H)metionina a las proteinas totales
de E. coli (b), de B. subtilis <(d? y de B.
stearothermophilus (f)>. Cuando las células se trataron
previo a la incubacidn con el amincécido radiactivo en
presencia de cloramfenicol, se observd como ya se describiod
para E. coli wuna banda radiactiva {(c)> que comigra con
el estindar de EF-Tu {(a). Igual fenémeno se observa en el
caso del B. stearothermophilus en el que se observa una
banda débilmente metilada con un peso molecular aproximado
de 43.000 daltons {(g», 1o que sugiere que en esta dltima
especie el EF-Tu también podrfa ser metilado. Sin embargo,
como ya vimos, con el B. subtilis (e) no se detecta ninguna
banda que sugiera la presencia del factor de elongacidn

EF-Tu metilado.
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Figura 9.- Metilacién del EF-Tu de B, stearothermophilus »
otros microorgani smos.

Células de E. coli (b, c), B. subtilis (d, e r
B. stearothermophilus (f, g) se crecieron en las mismas
condiciones descritas en la figura 7, excepto que en el caso
del B. stearothermophilus las temperaturas de incubacidn
fueron 40", para el crecimiento, ¥ S0%, para la marcacidn de
las protefnas. La incorporacién de (metil-2H)metionina se
realizé durante 30 min en ausencia (b, d, ) o en presencia
{c, &4 f) de cloramfenicol, como se describié anteriormente.
Como estandar se empled 3HEF-Tu marcado quimicamente (a).
Las muestras se analizaron mediante electroforesis en geles
en placa de poliacrilamida en gradiente del 7 al 13 X, en
presencia de SDS 0,1 X .
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Se ha descrito que los EF-Tu de E. coli »y 8.
typhimurium son metilados in vive en presencia de
cloramfenicol ¥ que ambos contienen LisiMe) » Lis(MeZ)
{Ferro-Luzzi, G. F. ¥ Niakido, K., 197?; L‘Italien, J. J. ¥
Laursen, R., 1979; J. M. van Moort y col., 1%84). La mejor
forma de confirmar directamente si una proteina es metilada
es determinar el contenido de amincdcidos metilados que
posee mediante hidrélisis de la protefna ¥y andlisis por
cromatograffa o electroforesis de alto voltaje o ambos
(dmaro, A. M. ¥ Jerez, C. A., 1984; Toledo, H. y Jerez, C.
A., 1985). E1 EF-Tu de B. subtilis, proveniente de células
marcadas con (meti]—3H)metionina, e inmunoprecipitéd de los
extractos de la bacteria con el suero antiEF-Tu de E. coli.
En 1 casoc del B. stearothermophilus no se pudo realizar el
mismo anidlisis »ya que el factor de esta especie no presentd
reaccidon cruzada con el suero antiEF-Tu de E. coli. La misma
falta de reaccidn inmunoldédgica cruzada con E. coli se ha
observado para el factor EF-Tu de Thermus thermophilus HES
(Arai, K. ¥ col., 1978), otro microorganismo termofflico.

El inmunoprecipitade de B. subtilis se sometid a
@electroforesis en geles cilindricos de poliacrilamida al 10
7o, en presencia de 5DS. Como se mostrd en la figura 8 B, la
banda de 1a protefina inmunoprecipitada se extrajo del gel

para ser sometida a hidrélisis y posterior an&lisis de los
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aminodcidos mediante cromatograffia en papel. EI ana}isis del
cromatograma mostréd la ausencia de aminoidcidos metilados
entre los productos de la hidrélisis, confirmando finalmente
que el EF-Tu de esta especie bacteriana no serfa metilado.
Este resultado es inesperado, especialmente si se considera
que previamente se encontrd un alto grado de conservacion én
la metilacién de las proteinas ribosomales de B. subtilis »
de B. stearothermophilus cuando se las compard con E. coli

{Amaro, A.M. ¥ Jerez, C.A., 1784),

3.1.2.- Metilacién del factor de elongacién EF-Tu

de cloroplasto de E. gracilis

Considerando el posible origen bacteriano para los
cloroplastos, nos interesd comparar la metilacién del EF-Tu
del organelo con la wa observada en las bacterias
estudiadas.

La secuencia de aminoidcidos del factor de elongacidn
EF-Tu de cloroplasto de E. gracilis ha sido determinada a
partir de la secuencia del gen que lo codifica {(Montandon,
P-E.  Stutz, E., 1983), encontrindose un 70 %X de similitud
con el EF-Tu de E. coli. Al analizar la secuencia del factor
de cloroplasto se encontrd una regién de 17 aminoidcidos que
contiene una lisina que coincide con la lisina-534 metilada

de E. coli. Esta regiodn del EF-Tu de E. coli
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presenta un 88 X de aminocdcidos idénticos a los de la regidn
equivalente del EF-Tu de cloroplasto (Tabla II). Esto nos
sugirié la posibilidad de que &1 EF-Tu del organelo podria
ser metilado, »ya que el sitico de modificacidn estaria
altamente conservado. Con el propésito de establecer si el
EF-Tu de cloroplasto es metilado se realizaron experimentos
de metilacién tanto in vivo como in vitro.

Se «crecid E. gracilis, en presencia de (metil—3H>
metionina y se obtuvo un extracto total libre de células
(S100). Este extracto se inmunoprecipitdéd con suero antiEF-Tu
de E. coli, ¥ el inmunoprecipitado se analizd mediante
electroforesis en geles en placa de poliacrilamida al 10 ¥,
SDS 0,1 %, seguido de fluorograffia ¥ autorradiograffa. La
figura 10 I muestra que el inmunoprecipitado contenfa, entre
otras, dos protefnas mayoritarias, una de las cuales migréd
con un peso molecular aparente de 44.000 aproximadamente
(flecha en B)Y. Este valor de peso molecular estid préximo al
descrito por Montandon, quien determind un peso molecular de
43.011 para el EF-Tu de <cloroplasto, a partir de 1la
secuencia de nucleétidos del gen {(Montandon, P. E. y Stutz,
E., 1983). La segunda banda mayoritarfa de protefina
inmunoprecipitada (asterisco en +igura 10 I, B) con un peso

molecular aparente de 54.000 podria corresponder al factor
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Tabla I1

Comparacidn del sitio de metilacidn in vivo del factor de
elongacidén EF-Tu de E. coli con 1a regidn del factor de
elongacién de cloroplasto de E. gracilis

@
E. coli 48-44 RIDNAPEEKARGITINT

E. gracilis 48-44 DIDSAPEETE
cloroplasto

KARGITINT

Con asterisco (%) se indica la lisina=-56 metilada en E. coli

Las secuencias indicadas fueron tomadas de: E. coli {Laursen, R. A. vy
col., 1981), E. gracilis cloroplasto (Montandon, P. E. ¥y Stutz, E.,
1983).
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Figura 10.- Andlisis de los aminoicidos metilados presentes

en el EF-Tu de cloroplasto de E. gracilis
metilado in vivo.

I.- Se crecid E. gracilis hasta 1a mitad de 1la
fase logarf{tmica de crecimiento. Las células obtenidas se
incubaron por 24 h en presencia de 1| mCi de
(metil-3H)metionina ¥ después se rompieron mediante
sonicacién en presencia de amortiguador de
inmunoprecipitacidén. El extracto de céiulas marcadas se
traté con suerc preinmune (A) o con suero antiEF-Tu de E.
coli (B).

I11.- La banda correcpondiente a 44 KDa (flecha
en I B), se extrajo de geles en placa de poliacrilamida al
10 X, en presencia de SDS y se sometid a hidrélisis, como se
describe en Materiales y Métodos. El analisis de los
aminodcidos metilados se efectud mediante electroforesis de
alto voltaje aplicando 100 mul del hidrolizado en un papel
Whatmann 3MM junto con 10 ng de los siguientes aminoacidos
estandares: Lis, Lis(Me), Lis(Me3), Met, Met(O) » Met{(0O2).
El polo positivo se encuentra a 1a derecha v el negativo a
la izquierda de la figura. Las condiciones para la
electroforesis de alto voltaje, la deteccidn de los
aminodcidos ¥ la determinacidén de la radiactividad se
describen en Materiales y Métodos.
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EF-1X de la E. gracilis, ya que el peso molecular del EF-1X
determinado en distintas especies es de S53.000 daltons
(Amons, R. ¥ col., 19833 Coppard, N. J. ¥ col., 1¥83; Linz,
J. E. ¥ col.,1988),. Esta protefna inmunoprecipita en
nuestras condiciones ya que existe un cierto grado de
similitud entre el EF=Tu bacteriano ¥  su homéiogo
eucariontico {(Amons, R. ¥ col., 1%¥83; Crechet, J-B. ¥ col.,
19865 van Hemert, F. J. col., 1984).

La banda que corresponderia al EF-Tu de cloroplaste, es
decir, la que migrd con un peso molecular aparente de 44.000
daltons, se extrajo del gel y la protefina elufda de este <se
sometid a hidrélisies para analizar los aminodcidos como se
describe en Materiales » Métodos. Como se muestra en 1a
figura 10 II, en 1 andlisis de los aminodcidos de 1a banda
de 44,000, por electroforesis de alto voltaje se encontrd un
pico de lisina metilada. Por andlisis cromatogrdfico, que
separa las distintas formas de la lisina metilada,
encontramos que el aminoidcido metilado corresponderia a
moncmetillisina {no se muestra el resul tado). Estos
resul tados nos csefialan que el EF-Tu de cloroplasto también
es metilado in vivo. La banda correspondiente al posible
factor EF-IX (asterisco en figura I, B), también se encontré
metilada al analizar sus aminodcidos {(no se muestra el
resultado). En este sentido, como ya se comentd, el EF-1K de

varias especies también s e
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ha encontrado metilade {(dmons, R. ¥ col., 1983; Coppard, N,
J. ¥ col., 19833 Fonzi, W. A. ¥ col., 1985; van Hemert, F.
J. ¥ col,, 1983; Hiatt, W. R. ¥ col., 1982).

Para confirmar la modificacidn post-sintética del
tactor EF-Tu de cloroplasto, se procedid a metilar 1a
protefna in vitro. Para ello se obtuvo un sobrenadante 530 a
partir de células de E. gracilis crecidas hasta la mitad de
la fase logaritmica de crecimiento. Este sobrenadante se
sometid a un ensayo de metilacidn in vitro ¥ se analizd la
incorporacién de grupos metil-SH a las protefnas totales
mediante electroforesis en geles en placa de poliacrilamida
al 10 ¥4, SDS 0,1 “ {(figura 11),

Se puede apreciar que existe una banda de proteina, gue
migra en la zona de peso molecular 45.000 aproximadamente
{flechas), que se metild in vitro en los extractos (A - D).
Esta protefna metilada es inmunoprecipitable con el suero
antiEF-Tu de E. coli (D). Por 1o tanto, estos resultados
confirman la metilacidn del EF-Tu de cioroplasto ¥y muestran
ademds que en los extractos de E. gracilis existe una
actividad enzimatica que metila el EF-Tu. Las otras
protefnas metiladas podrfan corresponder a protefnas
ribosomales que son metiladas en el organelo (Sanhueza, 5.,
1987) o a otras protefnas del cloroplasto que también se
metilan (Black, M. T. ¥ col., 1987). Como se emplearon

extractos totales de E. gracilis,
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Figura 11.- Metilacién in vitro del factor de elongacion
EF-Tu de cloroplasto de E. gracilis.

Se crecid E. gracilis hasta 1a mitad de la fase
logarftmica de crecimiento. Las células se rompieron
mediante sonicacién para obtener un extracto libre de
células (530) o los cloroplastos purificados (A — H).

Ambas preparaciones se emplearon en un &nsayo
de metilacion in vitro que contenfa entre 200 y 400 ug de
protefna del 530 6 160 ug de proteinas de un extracto de
cloroplastos purificados 6 200 ug de protefnas de un S30 de
E. gracilis Wyjg BSml »y 20 uCi de S-Ado{metil1-3H)Met (85
Ci/mmol? en un volumen de 100 pul en amortiguador de
metilacién.

Los productos metilados se analizaron mediante
electroforesis en geles en placa de poliacrilamida al 10 %,
en presencia de SDS 0,1 X%, posterior fluorografia ¥
autorradiograffa a -70° durante 18 dias.

A, B, C, 200, 400 y 400 ug de S30 de E. gracilis
respectivamente. D, productos inmunoprecipitados con suero
antiEF-Tu de E. coli a partir de un ensayo equivalente al
realizado en C. E, extracto de cloroplastos purificados. F,
830 de E. gracilis Wyg BSml.
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no podemos descartar la posibilidad que algunas mitocondrias
se hubieran lisado ¥ gque parte del Ffactor modificado
correspondiera a estos organelos. For 1o  tanto, para
verificar inequivocamente 1a modificacién del EF-Tu de
cloroplasto, se obtuvieron cloroplastos purificados a partir
de E. gracilis, crecidas hasta 1a mitad de 1la fase
logarftmica de crecimiento.

Los extractos obtenidos a partir de estos cloroplastos
se sometieron a metilacidn en las condiciones ya descritas.
Comoc <se puede wver en la figura 11 E, en el extracto de
cloroplastos existe una banda gque incorpora grupos metil-H
¥y que comigra con 1 EF-Tu de cloroplastos metilado, en los
extractos totales de E. gracilis. Esta banda también fue
inmunoprecipitada por el suero antiEF-Tu de E. coli (no se
muestral.

Cuando en el ensayo de metilacidn se empled un extracto
de E. gracilis Wy BSml, que no posee cloroplastos, =e
obtuvo una banda de proteina metilada de mayor peso
molecular que el EF-Tu de cloroplasto (figura 11 F) ¥ que
aparentemente podria correspoder al factor EF-1eX del
protozoo, como se discutid en los resultados de la figura
10.

Los resultados de esta seccién confirman por lo tanto,

nuestras resultados sobre la metilacién del factor EF-Tu de

cloroplasto de E, gracilis.
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i~ Desarrollo de sistemas para 1a

metilacidn in_ vitro del factor de elongacion

EF-Tu
3.2.1- Sistema dependiente de DNA

Para estudiar la sintesis del EF-Tu a partir del DNA
que lo codifica » 1a metilacidn de la proteina, se empled un
sistema dependiente de DNA (Jerez, C. A. y Weissbach, H.,
1980). Este ensayo wutiliza wun extracto de E. coli
reconstitufdo, tal como se describe en Materiales y Métodos,
y DMNA del fago Nrifd18, que porta el gen tuf B que codifica
para el factor de elocngacidn EF-Tu ¥ otras protefnas.

La mezcla de reaccién contenfa DNAa del Fago
)Pifdla, ademis de 3°S-metionina o metionina no radiactiva ¥
S-Ado(metil-3H)Met. Después de incubar, Jlos productos
formados in vitro se analizaron mediante
inmunoprecipitacién con suero antiEF-Tu.

La figura 12 muestra el patrén electroforético de los
productos inmunoprecipitados., Cuando el ensayo se realizd en
presencia de metionina-3°g {figura 12 A), se encontrd una
proteina radiactiva mayoritaria, de peso molecular
aproximado de 43.000 que fue inmunoprecipitada con el suero
antiEF-Tu. Basados en un peso molecular de 43.000 para el

EF-Tu ¥ un contenido de 10 residuos de metionina en su
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Figura 12.- Sintesis y metilacién in vitro del EF-Tu en un
sistema dependiente de .

Una mezcla de reaccién del sistema dependiente
de DNA (ver Materiales y Métodos) se incubd en presencia de
metionina-¢395) (A) o metionina fria y S-Ado(metil-SH)Met
{B). Los productos obtenidos se inmunoprecipitaron con suero
antiEF-Tu ¥ el precipitado se lavéd y se soclubilizd como se
describe en Materiales y Métodos. Las proteinas
solubilizadas se analizaron mediante electroforesis en geles
cilindricos de poliacrilamida al 10 ¥, en presencia de SDS
(0,1 X). Los geles se cortaron en tajadas de | mm, se
ensayaron para radiactividad como se describe en Materiales
¥y Métodos. La incubacién se hizo en presencia (e—e) o en
ausencia (o—o0) de DNA del fago »rifd18, Las flechas
indican la posicién de migracién del EF-Tu. La migracién
electroforética fue de derecha a izquierda de la figura.
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secuencia de aminodcidos (Arais, K. y col., 19805, se
calculd que en el sistema dependiente de DNA se sintetizaron
3 pmoles de factor EF-Tu, de acuerdo con Zarucki-Schulz ¥
colaboradores (Zarucki-Schulz ¥y col., 127%9). También es
posible observar en la figura 12 que la sintesis del factor
EF-Tu es completamente dependiente de 1a presencia del DNA
utilizado.

Cuando se incubd el sistema en presencia de metionina
fria y S-Adol(metil-SH)Met <figura 12 B) también se
obtuvieron productos inmunoprecipitados con el suero
antiEF-Tu. Se encontrd un pico de radiactividad que
comigraba con el EF-Tu, 1o que muestra que el factor de
elongacidén EF-Tu no sdélo se sintetizd in wvitro sino que
también se metild en las condiciones del ensayro.

Como se puede ver en la figura 12, aparecieron como
productos inmunoprecipitables ¥y metiiados algunos picos de
bajo peso molecular. Estos pueden corresponder a productos
de degradacidn obtenidos durante 1a sintesis in vitro del
EF-Tu o a fragmentos resultantes de la traducciédn incompleta
de su mRNA (Chu, F. ¥y col., 1978).

El sistema dependiente de DNA posee entre varios
componentes (ver Materiales y Métodos) extractos crudos de
E. coli, abundante ATP y metionina, por lo que durante la
incubacién se genera S-AdoMet. Considerando que este

disminuye la actividad especifica del S-Adoi(metil-3H)Met
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agregado {(Jerez, C. A. ¥ Weissbach, H., 1980), se calculd
que se incorporarcon alrededor de 3 moles de residuos
metilados por cada 10 moles de EF-Tu sintetizado, es decir,
se metild el 33 X del EF-Tu sintetizado. Este valor estuvo
en general de acuerdo con los resultados de Ferro-Luzzi ¥
L'Italien para la metilacidén in vivo del EF-Tu en presencia
de cloramfenicol {Ferro—-Luzzi, G. F. ¥y Niakido, K 5
1979; L Italien, J. J. ¥ Laursen, R.; 1979).

Para identificar los aminodcidos metilados presentes en
el EF-Tu sintetizado in vitro, 1la proteina metilada se
inmunoprecipitd ¥ se sometidé a hidrélisis con HCl, como se
describe en Materiales y Métodos.

La figura 13 muestra que cuando los productos de la
hidrélisis se separaron por cromatografia en papel, la maror
parte de 1los grupos metilo correspondieron a Lis{Me) ¥
LigstMe2). Este resultado esti completamente de acuerdo con
lo informado para 1la metilacidn in wvivo del EF-Tu
(Ferro-Luzzi, G. F. ¥ NiakKido, K., 1979) ¥y demuestra que el
sistema dependiente de DNA utilizado no sélo es altamente
eficiente para sintetizar EF-Tu, sino que también posee las
enzimas para su procesamiento post-sintético (Toledo, H. ¥
Jerez, C. A., 1783).

Sin embargo, dado que el sistema dependiente de DNA
utiliza un extracto crudo como fuente de las actividades

enzimaticas, no es posible separar la metilacidn del EF-Tu
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Figura 13.- Andlisis de 1os aminoicidos metilados presentes
en el EF-Tu sintetizado in vitro.

Muestras de EF-Tu sintetizado » metilado in
vitro e inmunoprecipitado con suero antiEF-Tu, se extrajeron
de geles como los de la figura 8 ¥ se sometieron a
hidrélisis, como se describe en Materiales y Métodos. EI
andlisis de los aminoidcidos metilados se efectud mediante
cromatograffa en papel aplicando 50 gyl del hidrolizado a un
papel Whatman N® 1| junto con 10 pug de los siguientes
aminoicidos estandar: Lis, Met, M-His, Lis{Me), Lisi{Me2) »
Lis(Me3)., E1 solvente utilizado fue piridinaZacetona/NH,40H 3
M (50:30:25, v/ vw). Las condiciones para la cromatograffia, la
deteccidén de las manchas » la determinacién de la
radiactividad se describen en Materiales vy Métodos.
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de su sintesis. Por 1o tanto, para poder estudiar la
metilacidon del Ffactor EF-Tu en més detalle, se intentd
desarrcllar sistemas in vitro para la metilacién del EF-Tu
empleando la submetilacidn artificial del factor de

elongacion.

3.2.2.— Desarrollo de sistemas que emplean EF-Tu
submetilado artificialmente como sustrato para 1la

metilacidén

Para contar con EF-Tu submetilado escogimos dos sistemas
en los «cuales las células se crecieron en condiciones
limitantes para la metilacidn, 1o que deberfa propeorcionar
el factor EF-Tu artificialmente submetilado.

El primer sistema wutiliza la etionina, que es un
andiogo de 1la metionina. Este andlogo no es sustrato para la
formacién de S-AdoMet en E. coli, pero s{ puede ser
incorporado como amincdcido durante la sintesis de las
proteinas (Alix, J-H., 1782). Asi, al crecer una cepa de E.
coli auxotréfica para metionina en un medic minimo
suplementado con etionina, se obtienen células que han
sintetizado componentes submetilados (Alix, J-H., 1?82;
fmaro, A. M. ¥y Jerez, C. A., 1984). Aparentemente, estos
polipéptidos en 1los cuales la Met se reemplazd por la

etionina, no presentan alteraciones en sus funciones (Alix,

J-H., 1982).
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El otro sistema empleado consistié en crecer el mismo
tipo de células de E. coli {(met, rel’ gque requiere Met, en
condiciones en las que la metionina se encontraba limitante
(Changy, C. N. » Chang, F. N., 1974), como se describe en
Materiales y Métodos.

El ensaro de metilacidn utilizado fue adaptado del
descrito por Chang para la metilacitn in vitro de las
proteinas ribosomales de E. coli (Chang, C. N. ¥ Chang, F.
M., 1?74). En este, la fuente de protefnas submetiiadas, es
el sobrenadante de 150.000 g, de un extracto de E. coli
crecida en las condiciones y¥a descrita. La figura 14 muestra
la incorporacién de grupos metilo del S-Ado(metil-3H)Met en
los productos totales insolubles en 4cido tricloro acético
caliente. La m&xima incorporacidén del isétopo en las
protefnas se logré empleando 108 pmoles de S-AdoMet ¥
alrededor de 200 pug de protefna total. De la figura 14 es
obvio ademis, que sélo el extracto proveniente de las
células crecidas en etionina, contiene sustratos metilables
in vitro. En cambio, los extractos provenientes de las
células aisladas en la fase tardia del crecimiento
practicamente no incorporan grupos metilo. Esto nos indica
que las protefnas de estas células no son metilables,
probablemente debido a que »ya fueron metiladas en 1la

bacteria, como veremos mas adelante.
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Figura 14.- Efecto de la concentracién de protefnas de los
sobrenadantes 5150 en la incorporacion de
grupos metilo a las proteinas totales.

El ensayo de metilacidén in vitro se incubd a
37" por 30 min ¥ conten{a la cantidad de proteinas indicadas
y 0,25 uCi de S-Adol(metil-3H)Met. (o—0), S150 de células
crecidas en presencia de etionina; (e—=a), S130 de las
células en presencia de metionina crecidas hasta la fase
tardia _del crecimiento. La incorporacién de los grupos
metil-3H se midié precipitando las proteinas con TCA al 10
7, como se describid en Materiales y Métodos.



[3H] cpm X 10"3

0.25
Proteina (mg)

109



110

La figura 1S muestra la incorporacién de grupos metilo
en las proteinas totales ¥y en el factor EF-Tu, tanto a
partir de los extractos de E. coli obtenidos en presencia de
etionina como en aquelios cbtenidos en condiciones
limitantes de metionina. En general, los extractos
provenientes de células crecidas en condiciones limitantes
de metionina, incorporan alrededor de tres veces mas isdtopo
que aquelilos de las células tratadas con etionina. Se
observa que la metilacién de las proteinas totales alcanzé
un méximo alrededor de los 15 min. En cambio, 1 curso de la
metilacidén de 1os productos inmunoprecipitados con suero
antiEF-Tu se mantuvo casi lineal por lo menos durante 30
min. S6lo alrededor de un 20 ¥ de los productos metilados se
inmunoprecipitaron con el suero antiEF-Tu, indicando que
otros componentes del sistema in vitro también se estarfan
modificando. Estos corresponder{an fundamentalmente a
protefnas, ya que se midiéd la incorporacidén a productos
insolubles en TCA caliente, que hidroliza el RNA. Por otro
lado, la incorporaciédn de grupos metilo no disminuyd después
de tratar los ensayos con ribonucleasa,

Los extractos de células submetiladas artificialmente
son capaces de metilar las protefnas inmunoprecipitables por
el suero antiEF-Tu » por lo tanto contienen 1a actividad

metiltransferasa, como ya se ha visto. Esta actividad sin
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Figura 15.- Cinética de metilacién in vitro de las proteinas
totales y del EF-Tu en extractos submetilados
artificialmente.

Se tomaron alicuotas de un ensayo de metilacidn
in vitro a diferentes tiempos ce determind la
incorporacién de grupos metil="H en las proteinas totales,
precipitadas con TCA al 10 ¥ caliente, o en las protefnas
inmunoprecipitadas con suero antiEF-Tu mediante deteccidén de
las cuentas retenidas en filtros de fibra de vidrio GF/C. La
incorporacién de grupos metilo a las proteinas se efectud en
un ensayo que contenfa en 200 ul: 1 mg de proteinas, de un
S150 obtenido de células crecidas en condiciones de
submetilacidn como sustrato, 2350 ug de protefnas de un 5130
obtenido de células crecidas hasta la fase estacionaria de
crecimiento ¥ en un _medio rico como fuente de enzima, 0,23
HCi de S-Ado{metil-3H)Met ¢(15 Ci/mol), Tris HCl 50 mM pH
7,8, MgCl, 7,5 mM, NH4Cl 50 mM » DTT ImM. La incorporacion
total se midid en presencia de extractos de células
crecidas en condiciones limitantes de metionina como
sustrato (&—A); en células crecidas en presencia de
etionina (o—o0)3; en extracto de células crecidas hasta 1a
fase estacionaria de crecimiento (e—-e); ¥ en sxtracto de
células crecidas en condiciones limitantes de metionina

después de ser inmunoprecipitado con suero antiEF-Tu
(H) s
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embargo, se perdfa rapidamente después del congelamiento vy
no se estimulaba si al ensarvo se le agregaba un extracto de
NH4C], proveniente de un lavado ribosomal con cloruro de
amonio 0,5 M, indicando que la actividad metiltransferasa
probablemente no se encontraria asociada a los ribosomas.

Al estudiar el efecto de cationes sobre la actividad
metilante del EF-Tu, se pudo establecer gque en presencia de

KC1 S0 mM ésta se estimuld aproximadamente en un 130 %

3.2.3.— Presencia del Factor EF-Tu metilado en el

ensayo de metilacidén in vitro

Habiendo demostrado que en los sistemas in wvitro
empleados es posible inmunoprecipitar productos metilados
con el suero antiEF-Tu, quisimos confirmar si la metilacidn
corresponde mayoritariamente a la molécula intacta del
EF-Tu. Para ello analizamos primeramente los productos
metilados totales obtenidos a partir de los extractos de
células crecidas en presencia de etionina mediante
electroforesis en geles cilfindricos de poliacrilamida al 10
“y en presencia de SDS. La figura 16 A muestra 1la
distribucidén de la marca en las protefnas totales presentes
en el ensayo de metilacidén. En (B) en cambio, se muestra la
distribucién de 1a marca en los productos inmunoprecipitados
con el suero antiEF-Tu. Se puede observar que en ambos casos

existe un pico de radiactividad que
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Figura 16.—- Identificacién del EF-Tu como producto metilado
in vitro.

Se incubé a 37", una mezcla de reaccidn de
metilacién in vitro (P00 pi1) como 1a que se describe en 1a
figura 15, excepto que contenfa 0,75 puCi de
S-Ado(metil-3H)Met (15 Ci/mmal), ¥ un S150 de células
crecidas en etionina, como sustrato. Al final de la
incubacién, (A) se precipitaron las protefnas totales con
TCA al 10 X ¥ se lavaron dos veces con acetona, o (B} se
tomaron 400 ul de la misma mezcla de reaccidn ¥y se
inmunoprecipitaron con suero antiEF-Tu, tanto las proteinas
totales obtenidas en A como el inmunoprecipitado obtenido en
B se disolvieron por ebullicién en SDS 2 %, 2-mercaptoetanol
0,1 M. Las proteinas se separaron por electroforeszis en
geles cilindricos de poliacrilamida al 10 %, SDS 0,1 %, el
gel se cortdé en tajadas de | mm ¥y se tratd como se indica en
Materiales y Métodos, para 1a determinacidn de la
radiactividad., La flecha indica la migracién del EF-Tu puro
empleado como estandar.
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comigra con un estindar de EF-Tu ¥y que éste es el producto
mayoritariamente metilado en 1las condiciones del ensaro.
También se observan algunos fragmentos metilados de bajo
peso molecular que inmunoprecipitaron con el antiEF-Tu.

Al analizar los productos de un ensaro analogo mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida en placa, seguido
de Fluorocgrafia, <se confirmé la metilacidn in vitro del
factor de elongacidén EF-Tu, como se muestra en la figura 17,
A juzgar por los resultados obtenidos, en los extractos de
células submetiladas artificialmente, existirfan sélo unos
pocos productos metilables (linea B).

Después de la inmunoprecipitacién de una mezcla de
reaccidn similar a la empleada en B con suero antiEF-Tu, ==
pudo observar gque la protefna inmunoprecipitada es una banda
de peso molecular aproximado 43.000 (C-E> que comigra con el
EF-Tu estandar (A, I). Un resultado similar se obtuvo con el
sistema que usa metionina limitante para &1 crecimiento de
las bacterias (F). Empleando este dltimo sistema, observamos
que la adicién de un exceso de EF-Tu purificado compitié con
la banda de peso molecular 43.000 por la reacciodon con el
anticuerpo (G, H). Este resultade nos permite confirmar
inequivocamente la identidad de l1a protefina metilada con el
factor de elongacién EF-Tu de E. coli, Al analizar los

aminodcidos metilados presentes en el
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Figura 17.- Identificacion del EF-Tu metilado in vitro
mediante inmunoprecipitacién con suero
antiEF-Tu.

Se hicieron ensayos de metilacidn in vitro
como en la figura &, excepto que estos contenfan 120 ug
(Cy, 370 ug (D), o 400 mug (B, E) de proteinas de un extracto
de células crecidas en presencia de etionina o 300 ug de un
extracto de células crecidas en condiciones limitantes de
metionina (F, G, H). Después de la incubacién, S0 ul de cada
mezcla de reaccidn se inmunoprecipitd con suero antiEF-Tu.
Excepto las muestras analizadas en las lineas A, B e I. La
inmunoprecipitacién de las muestras G ¥y H se hizo en
presencia de 10 ¥ 20 ug de EF-Tu puro, en exceso,
respectivamente. Se uséd EF-Tu tritiado quimicamente como
estandar. Las muestras se analizaron mediante electroforesis
en geles en placa de poliacrilamida en gradiente entre el 7
y el 153 A4 y SDS 0,1 X, segquidas de fluorografia »
avtorradiografia durante 15 dias a -70°.
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EF-Tu, obtenido de células crecidas en presencia de etionina
¥y modificado in wvitro, mediante cromatografia en papel,
encontramos tanto Lis{Me) como Lis{Me2) (no se muestral en
proporciones aproximadamente igquales, del mismo modo que en
el EF-Tu sintetizado ¥ metilado en el sistema dependiente de
DN .

Se puede apreciar en la figura 17 que ademis de la
metilacidn del EF-Tu, se metilaron algunos polipéptidos de
menor tamafio (figura 17 B> Y que también son
inmunoprecipitados por el sueroc antiEF-Tu (C - E). Algunos
de estos fragmentos de bajo peso molecular también
compitieron con el EF-Tu puro en 1la reaccidn con el
antisuero, aunque esto no es del todo aparente en  la
fotograffa de 1a figura 17.

Como ya sefalamos en este trabajo, tanto en el sistema
de sintesis dependiente de DNA como en los ensaros de
metilacidén in wvitro recién descritos, se wverificd la
presencia de fragmentos metilables que son reconocidos por
el suero antiEF-Tu. Estos polipéptidos podrian corresponder
a fragmentos originados por la protedlisis del EF-Tu
producida durante la reaccién de metilacién o durante el
cultivo de las células en ausencia de metionina.
Consideramos interesante analizar estos fragmentos en
relacién a la estructura del factor EF-Tu ¥y 1la

susceptibilidad de las molécula al ataque de proteasas, ra
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que hay ciertas evidencias experimentales (Marshak, D. R. »
col., 19843y Poncz, L. ¥ Dearborn, D. R., 1%83; Stock, A. ¥
col., 1987) indicando que la metilacién de algunas protefnas
podrf{a protegerlas contra enzimas degradativas.,

Cuando se szomete el EF-Tu a una hidrélisis parcial en
presencia de tripsina, en una primera etapa se generan un
fragmento de peso molecular 3%9.000 daltons y otro de 8.000
daltons, los cuales se conocen como A ¥ D. En una segunda
etapa el fragmento A se transforma en los fragmentos B » C,
cuyos pesos moleculares son 23.000 y 12.000 recspectivamente
{Nakamura, 5. ¥y col., 1977; Arai, K. » col.,1974, Estos
cortes reprecsentan aparentemente los sitiocs susceptibles a
la proteasa y serfan l1os mis expuestos en la molécula del
EF-Tu.

Cuando se determinaron los pesos moleculares de los
fragmentos observados en nuestros ensayos in vitro;, se
establecié que existfan al menos dos de ellos, de pesos
moleculares aproximados de 13.000 y 25.000 daltons, que son
mayoritarios ¥ que presentaban pesos moleculares similares a
los fragmentos B y C obtenidos por NaKamura y col., como se
muestra en la figura 18. Esto aporya la idea va sugerida que
tal wvez estos peptidos, obtenidos en nuestros ensavos,
podr{an corresponder a productos de la protedlisis del EF-Tu

generados durante el periodo de la reaccidn de metilacibn,
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Figura 18.~ Cuantificacidén de los productos metilados in
vitro de bajo peso molecular que

inmunoprecipi taron con suero antiEF-Tu.

Se hicieron ensayos de metilacién in vitro,
como se describe en la figura 15, empleandeo extractos de
células crecidas en precgencia de etionina, los que se
incubaron por los tiempos indicados. Luego de
inmunoprecipitar los productos metilados, estos se
analizaron mediante electroforesis en geles en placa de
poliacrilamida en gradiente entre el 7 ¥ el 15 %, en
presencia de SDS 0,1 %, fluorografi{a » posterior
autorradiografia. Los productos de bajo peso molecular
inmunoprecipitados se cuantificaron mediante densitometria a
550 nm en un espectro densitémetro ACD-18 Gelman.
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La figura 18 nos muestra ademis, que la cantidad de los
productos metilados reconcocidos por el suero antiEF-Tu varid
en el tiempo. Asf, el fragmento de peso molecular 25.000 va
disminuyendo en cantidad, mientras que los fragmentos 14.000
¥ 13.300 van incrementando, 1o que sugiere que éstos dltimos
podrian originarse a partir del primero.

Al emplear PMSF (0,1 mM & 0,3 mM?) en los ensayos de
metilacidn no se observd wvariacién en los productos
metilados. Este resultado sefiala que en e1 ensaro podria
estar ocurriendo un proceso proteoclitico que no es impedido
por PMSF, el que podrfa ser similar a 1la segunda etapa de
protedlisis limitada del EF-Tu por 1a tripsina.
Alternativamente, se¢ podria pensar que los fragmentos
menores estan ya presentes en los extractos ¥ son metilados
durante la incubacidn.

Otro antecedente que apoya la idea que los fragmentos
metilados observados probablemente corresponden a péptidos
derivados del EF-Tu, se obtuvo mediante experimentos de
protedlisis in situ; con la proteasa W8 de Staphilococcus
aureus. Los productos metilados provenientes de un ensayo de
metilacidon in wvitro con un extracto obtenido de células
crecidas en etionina, se inmunoprecipitaron y se separaron
mediante electroforesis en geles en placa de poliacrilamida

en gradiente entre el 72 ¥ el 15 ¥, en presencia de SDS 0,1
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“. Luego las bandas de los productos metilados de bajo peso
molecular, se cortaron del gel y se trataron como se
describe en Materiales y Métodos mediante la técnica de
protedlisis in situ en una dimensidén, utilizando como enzima
proteclitica la proteasa V8 de S. aureus. La figura 19
muestra que los fragmentos metilados e inmunoprecipitados no
son susceptibles de ser proteclizados con proteasa V8 (b, c,
d), ¥ que ademas coinciden en sSu migracién electroforética
con los polipéptidos obtenidos cuando una muestra de EF-Tu
marcado con (metil-SH)metionina in vivo (a) fue tratado en
las mismas condiciones, sugiriendo un cierto grado de
identidad entre ambos tipos de fragmentos. Estos
polipéptidos se originan por el atagque parcial de las
proteasas sobre las regiones mis expuestas de la molécula de

EF-Tu como ya se mencionara.
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Figura 19.- Determinacién del patrédn de péptidos, por
proteélisis in situ, de los polipéptidos
metilados de bajo peso molecular inmuno-
precipitados con suero antiEF-Tu.

Un extracto de células crecidas en presencia de
etionina se sometid a metilacidn in vitro en presencia de
S-Ado(metil-SH)Met. Los fragmentos metilados se
inmunoprecipitaron con suero antiEF-Tu como en la figura 18.
Por otra parte, se inmunoprecipité el EF-Tu a partir de un
extracto de E. coli crecida en presencia de
(metil-H)metionina. Todos los inmunoprecipi tados se
separaron por electroforesis en geles de poliacrilamida en
placa al 10 4, en presencia de 5DS 0,1 X . Las bandas
radiactivas correspondientes tanto a estos fragmentos (b, <,
d)> como al EF-Tu (a), se cortaron del gel ¥y se analizaron
mediante la deteccidn de los péptidos generados por
protedlisis limitada in situ en una dimensién con proteasa
V8. Esta sequnda electroforesis se realizé en un gel de
poliacrilamida al 15 ¥, en presencia de SDS 0,1 X » los
polipéptidos se pusieron de manifiesto mediante tincidn,
fluorograffa ¥ autorradiografia a -70° durante 20 dfias.
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3.3.— Efecto de l1la metilacién sobre algunas

propiedades del factor de elongacién EF-Tu

3.3.1.— Metilacién in vivo del factor EF-Tu durante
el ciclo de crecimiento de E. coli D-10

Se conoce muy poco acerca de la funcidén de la
MN-metilacién de las protefinas. El factor de elongacidn EF-Tu
de E. coli, es la dnica proteina soluble no ribosomal que se
ha descrito como metilada en esta bacteria (Ohba, M. » col.,
19793 Ferro-Luzzi, G. » Niakido, K., 197%). Aunque en esta
tesis se desarrollaron por primera vez ensayos para estudiar
la metilacién del EF-Tu in vitro (Toledo, H. ¥ Jerez, C. A.,
19852 no ha.sido factible establecer adn el posiblie efecto
de la metilacidén sobre la estructura o la funcidn de 1la
proteina.

En general, se¢ ha descrito que las modificaciones
post-traduccionales de las proteinas varian con &1 estado de
crecimiento de la célula (Ramagopal, 5. y Subramanian, A.
R., 1274), L7 Italien insinud que 1la metilacidén del factor
EF-Tu parece depender de la fase de crecimiento de 1la
bacteria (L“Italien, J. J. ¥ Laursen, R. A., 1979,

Para ectablecer el momento ¥y la forma en que <e metila
in vivo el EF-Tu de E. coli, se estudié la metilacidn del

factor en distintas etapas del crecimiento de 1a bacteria.
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& partir de un cultivo de E. coli crecidas en medio
minimo, se tomaron alf{cuotas de 100 ml cada uno a los
tiempos indicados por las flechas en la Figura 20 1 » las
células de éstas alicuotas se incubaron en presencia de
tmetil->H)metionina ya sea en ausencia (Ad*, A, D, G o en
presencia de cloramfenicol {(a - g) por 8 minutos. En
presencia del antibiético como ya hemos visto, se inhibe la
s{ntesis proteica ¥ es posible por lo tanto detectar sdlo la
incorporacidén de los grupos metilo a las cadenas laterales
de las protefnas. Es interesante observar que en la etapa
temprana del crecimiento (2 horas), las células poseen una
gran actividad para incorporar el aminodcido radiactivo. Sin
embargo, ésta fue disminuyendo a medida que 21 cultivo se
aproximé& a la fase estacionaria de la curva de crecimiento
(después de & horasj.

Por otro lado, s posible observar (figura 20 II) que
en la +fase inicial de la curva de crecimiento, a pesar de
haber wuna activa sintesis proteica, la capacidad de las
células para metilar EF-Tu era baja <a) ¥y que é&sta fue
aumentande a medida que las células entraron en la fase
exponencial de crecimiento, observandose el maximo gradoc de
incorporacion de grupos metilo a las 4 horas (c).
Posteriormente, la metilacién del EF-Tu fue disminuyendo
gradualmente ¥ ya en la fase exponencial ftardfia (7 horas)

(¥} no fue posible detectarla en las condiciones del ensayo.
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Figura 20.- Metilacién in vivo del EF-Tu de E. coli durante
su ciclo de crecimiento.

I.- Se crecid E. coli 0-10 en medio minimo
suplementado con 20 ug/ml de metionina a 37%, con agitacioén.
A los tiempos seffalados en la curva de crecimiento, se
tomaron alfcuotas de 100 ml ¥ las células se lavaron 2 veces
con e} mismo medio pero sin metionina.

II.- Las células lavadas de cada alfcuota se
resuspendieron en 30 ml del medio sin metionina ¥y 2
alfcuotas de S ml, de cada uno de los tiempos
correspondientes, se incubaron una, en presencia de | mg de
cloramfenicol ¥ la otra sin cloramfenicol por 8 min a 30°.
Ensequida, se tomé | ml de cada una de las alicuotas de 3 ml
y se les agregd 0,2 ml de (metil-SH)metionina (concentracién
final E’Z.PM) ¥ se continud la incubacidén por 30 min, a 30°
con agitacién. Las células as{ marcadas se disoclvieron en 30
M1 de solucidn de Laemmli mediante ebullicién, por 5
minutos. Tanto la incorporacidén del aminodcido como la
incorporacidn de grupos metil-3H a las proteinas se
analizaron mediante electroforesis en geles en placa de
poliacrilamida en gradiente del 7 al 15 ¥, SDS 0,1 “ »
autorradiograff{a. Se analizaron las proteinas de E. coli
sintetizadas en ausencia de cloramfenicol (A, A%, D, G, ¥
aquellas en presencia del antibiético (a, by, ¢, d, e, f ¥
g). La autorradiografia se expuso durante 7 dfas a -70°,
excepto que en (A™), el gel se expuso durante 4 dfas. Para
cada tiempo se utilizd 1la misma cantidad de células, medidas

aproximadamente por el ndmero de unidades de absorbancia a
&40 nm.
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Estos resultados indican por lo tanto, que en la fase
temprana de crecimiento el EF-Tu serfa submetilado. En
cambio en la fase tardia estar{a completamente metilado.
Estos resultados estan de acuerdo con aquellos recientemente
publicados, durante el transcurso de esta tesis, por wvan
Noort (van Noort, J. M. ¥ col., 198&8), quienes encontraron
que 2] EF~Tu se encuentra 20 “Z metilado, como
monometillisina, cuando las células estan en la mitad de
fase logaritmica de crecimiento. Sin embargo, a medida que
el cultivo progresa hacia la fase estacionaria del
crecimiento, la monometilacidén se wva gradualmente
modificando como dimetillisina, encontrandose en esta etapa
100 ¥ metilado.

Por otro lado, con el propédsito de dilucidar la posible
funcidén de l1a N-metilacidn de la lisina-5& del factor EF-Tu
hemos comparado algunas propiedades del EF-Tu metilado con
el EF-Tu =submetilado. Para ello, como Ffuente de EF-Tu
metilado se wutilizd el Ffactor purificade de E. coli LEBE
1001, crecidas hasta la fase estacionaria tardfa de la curva
de crecimiento (EF-TuL>. En cambio, como EF-Tu submetilado
se utilizd el factor purificado de E. coli MRE &00, crecidas
hasta la mitad de 1a fase exponencial de crecimiento
(EF-TuM) » el obtenido a partir de E. coli D-10, crecidas en

presencia de etionina CEF-TuE?>. Los resul tados
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de estas purificaciones y los grados de pureza obtenidos se

presentaron en la seccién Materiales y Métodos,

3.3.2.— Efecto de l1a metilacidn socbre la sensibilidad

del factor EF-Tu a la degradacidén proteolitica

Se ha sugerido gque la metilacién de los grupos 6--NH2
de la lisina, protegeria a la molécula de proteina del
ataque proteclftico de las proteasas intracelulares in vive
(Marshak, D. R. y col., 1?84; Poncz, L. y Dearborn, D. G.,
1983; Stock, A. ¥ col., 1987).

Como wna primera aproximacidn para analizar la
sensibilidad del EF-Tu metilado respecto del submetilado
frente a la hidrélisis enzimitica, se estudid el patrén de
péptidos por protedlisis in situ en una dimensién utilizando
la proteasa V8 de S. aureus, que presenta una especificidad
por los sitios donde hay residuos de aspartato o glutamato.
El andlisis de los péptidos resultantes de la digestién <ce
efectud como se describe en Materiales y Métodos.

Bajo las condiciones empleadas se obtuvo una digestidn
muy Feproducible del factor EF-Tu. Para el analisis, se
crecid E. coli, como se describe en Materiales y Métodos,
hasta la mitad de 1a fase exponencial del crecimiento (EF-Tu
submetilado), en un <caso, ¥y hasta la +Fase estaciocnaria

(EF-Tu metilado), en otro. Las células asf obtenidas se
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sometieron a marcacion durante 30 min en presencia de
imetil—BH)metionina, se rompieron mediante sonicacidbdn ¥ el
EF-Tu se aislé por inmunoprecipitacion. Los
inmunoprecipitados se sometieron a electroforesis en geles
de poliacrilamida al 10 “, en presencia de SDS.
Posteriormente, las respectivas bandas de proteina,
correspondientes al EF-Tu, se cortaron del gel deshidratado
¥ & sometieron a protedlisis in situ con la proteasa V8.

La figura 21 B v C, muestra que después de separar los
péptidos producidos por la digestién con la proteasa U8
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida al 13 X,
en presencia de 5DS, ¥y posterior autorradiografi{a, no habria
diferencias cualitativas entre el factor EF-Tu metilado (L)
¥ &1 submetilado (B). La figura 21 muestra ademis que cuando
se analizaron los productos de degradacién por tincidn con
azul de coomassie tanto el EF-Tu metilade (D> como los
submetilados (E, F) son degradados por la enzima, generando
los mismos polipéptidos. Sin embargo, en las condicicones
utilizadas, 1 EF-TuM (E} aparentemente se hidrolizd mas que
el EF-TuE (F}) ¥ que el factor metilado (D).

Como 1la protedlisis in situ utiliza protefnas
desnaturadas (bandas extrafdas de un gel deshidratado de
poliacrilamida con 5DS) ¥ proteasa V8 disuelta en una

solucion desnaturante, noc es el método mds adecuado para
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Figura 21.- Proteélisis in situ del EF-Tu metilado ¥
submetiliado con proteasa V8 de S. aureus.

Células de E. coli =e crecieron hasta 1a mitad
de la fase logarftmica ¥ hasta la fase estacionaria en medio
minimo ¥ en seguida se marcaron con (metil-2H)metionina
durante 30 min. Extractos de estas células marcadas
radiactivamente conteniendo EF-Tu submetilado (B) o metilado
{C) se inmunoprecipitaron con suero antiEF-Tu. Por otra
parte se inmunoprecipitaron 235 ug de los siguientes factores
no radiactivos: EF-TuL, EF-TuM ¥ EF-TuUE con 21 mismo
antisuerc. Tanto las muestras de EF-Tu radiactivas como las
no radiactivas ¥ los estindares de peso molecular, se
separaron por electroforesis en geles en placa de
poliacrilamida al 10 %, en presencia de SDS. Una wez teWido
y fijado 1 gel, se cortaron las bandas, las que =e
identificaron por tincidén con azul de coomassie O por
autorradiografia. Cada una de las bandas cortadas se analizd
mediante la electroforesis en geles de poliacrilamida al 1S5
% que se muestra, de acuerdo a la técnica de protedlisis
limitada in situ en una dimensién, como se describe en
Materiales y Métodos.

A: EF-Tu inmunoprecipitado sin digerirj B: EF-Tu
radiactivo submetiladoj C: EF-Tu radiactivo metilado; D:
EF-TulL; E: EF-TuE; F: EF-TuM3y; G, H, T ¥ J, esténdares
extrafdos del primer gel de poliacrilamida en piaca al 10 X,
sin digerir,
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establecer diferencias, que pueden ser pequeffas, en la
susceptibilidad de diferentes forma, de una proteina nativa
a la protedlisis. Por esto analizamos el posible efecto de
la metilacidén del EF-Tu sobre la velocidad de hidrdélisis del
factor en estado nativo, en solucién, catalizada por la
tripsina.

Para ello comparamos la digestidn triptica del EF-Tu
metilado con la de 1los EF-Tu submetilados, a distintos
tiempos. Los Fragmentos resultantes de esta protedlisis
parcial se analizaron mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida al 7,5 ¥, en presencia de SDS., Bajo las
condiciones empleadas 1la +tripsina generd en una primera
instancia un péptido de peso molecular aproximado de 3%.000
daltons (fragmento A) ¥y un péptido de aproximadamente 8.000
daltons (fragmento D) (Nakamura, 5. ¥ col., 1277 {(figura
22). Se puede apreciar que durante los primeros S minutos de
reaccidén, el EF-Tu tanto metilado {(A) como submetilado (B,
C)», =se degradan generando 1 fragmento de 3%.000 daltons.
Sin embargo, el EF-TuL <(A) es més estable frente a la
hidrélisis triptica que el EF-Tu submetilado (B, C), »va que
a los 120 minutos adn era posible observar la presencia de
una banda que comigré con el EF-Tu intacto (tiempo 0). Se
pudo establecer ademds, que el EF-TuM (B) es mas sensible a
la accién de 1a tripsina que el EF-TuE <(C)>, va que este

dltimo alcanzé sSu degradacidn total sédlo
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Figura 22.- Degradacién triptica del! EF-Tu metilado »
subme tilado.

Se digiri6é 30 pg de EF-TuL, metilado (A, D),
EF-TuM, submetilado (B, E)> ¥y EF-TuE, submetilado (C, F> con
tripsina (razén enzimas/proteina 1:50) a 0°, como se describe
en Materjales y Métodos. Los productos de la protedlisis se
analizaron mediante electroforesis en geles en placa de
poliacrilamida al 7,5 %, SDS 0,1 X . A los tiempos indicados
12 pl de cada mezcla de reaccion se adicionaron a 12 ul de
solucién de Laemmli y se sometieron a ebullicidn durante 5
minutos. Sélo se muestra 1a regidn donde migran el EF-Tu
intacto ¥y el polipéptido resultante de peso molecular 39.000
daltons, que se generd durante la protedlisis parcial.
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después de 30 minutos de digestién, mientras que el EF-TuM a
loe 5 minutos se encontré totalmente degradado (figura 22
B.

Con el propésito de apreciar mejor las diferencias
observadas, e ectudid la accidén de la enzima en un lapsc de
tiempo menor. La Ffigura 22 D-F, muestra nuevamente que el
EF-TuM <(E? &5 maAs sensible a la accidén de la enzima gque @&l
EF-TuE (F), ya que el primero alcanzé su degradacidén total
después de los primeros 4 minutos de reaccidn, mientras que
el EF-TuUE no se degradé totalmente sino hasta los primeros
10 minutos de reaccidn {(F)>. Nuevamente, &1 EF-TuL se degrada
mas lentamente que las muestras anteriores. La Ffigura 23,
muestra la cuantificacidn densitométrica de la cinética de

protedlisis de las diferentes preparaciones de EF-Tu.

3.3.3.— Efecto de 1a metilacién sobre la actividad

bioldgica del EF-Tu

3.3.3.1.— Efecto de l1a metilacidn del EF-Tu en su

capacidad de intercambio de nucleétidos

Se ha descrito que la disociacién del GDP del EF-Tu es
el paso limitante en el intercambio GDP-GTP tanto en
ausencia como en presencia del Ffactor de elongacidén EF-Ts

(Fasano, 0. y col., 1978). Por ello fue de interés comparar
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Figura 23.—- Cuantificacién de la desaparicién del EF-Tu por
digestidén con tripsina.

Las bandas de EF-Tu remanente después de la
protedlisis de las distintas preparaciones de EF-Tu de la
figura 22, se cuantificaron mediante densitometrfa. A y» D,
EF-TuLy B ¥ E, EF=TuM ¥ C ¥ F; EF-TuE.
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la unidén del GDP al EF-Tu ¥ las wvelocidades de disociacidn
de 1os nucleétidos, GOP ¥ GTP, a partir de los complejos
EF-Tue* GDP y EF-Tu+GTP tanto para el factor metilado como
para el submetilado.

Primeramente se compard la actividad de intercambio de
GDP del factor EF-TuE utilizando extractos crudos
provenientes de E. coli D-10 crecidas en presencia de
etionina, con aquella de la bacteria crecida en presencia de
metionina hasta la +fase estacionaria de la curva de
crecimiento. El contenido de EF-Tu en ambos extractos se
determinéd por la técnica de inmunoimpresién ¥y posterior
andlisis densitométrice. La figura 24 muestra que el EF-TuE
presenta una mayor capacidad de unién del 3HGDP que el EF-Tu
de células crecidas en presencia de metionina. Esta
diferencia podrf{a deberse a la submetilacidén del EF-TuE. Sin
embargo, cuando el extracto etionina se incubd® por 40 min. a
37" en presencia de un exceso de S-AdoMet, el cual deberia
provocar la metilacién del EF-TuE, no se observd ninguna
diferencia en su capacidad de intercambio de GDP comparado
con el control <(normalmente metilado). Estos resul tados
sugieren tal wvez que estas diferencias observadas en el
comportamiento del EF-TuE podrfan obedecer mis bien a sus

propiedades intrinsecas que a la submetilacidn.
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Figura 24.- Unién del SHGDP a 0° al EF-TuE presente en
diferentes extractos crudos.

La uni6én del 3HGDP al EF-Tu contenido en
extractos 5150, se midid con un ensayo cuyas condiciones
fueron como se describe en Materiales y Métodos, excepto que
contenfa en 40 pl: 132 pmoles de SHGDP (50 cpm/pmolly, 10 i
de amortiguador Mix-Tu GDP (Tris HC! 200 mM pH 7,5, acetato
de Mg 40 mM, NH4Cl 400 mM » DDT 4 mM> y 23 ul de
amortiguador A& (Tris HC! 10 mM pH 7,8, acetato de Mg 10 mM,
KC1 100 mM, Z2-mercaptoetanc! S mM, PMSF 0,58 mM » glicerol
20 X v/v) y cantidades variables de los extractos utilizados
como fuente de EF-Tu. Se midié 1a unién del GDP al EF-Tu
presente en un S150 etionina (21 mg/ml, EF-Tu estimado 1,035
mg/ml )} (o——0) comoc en un S150-metionina (28 mg/ml, EF-Tu
estimado 1,4 mg/ml) (&—A) obtenido de células crecidas
hasta la fase estacionaria. Después de 20 min a 0" 1a mezcla
de reaccidén se diluyéd con 1 ml de amortiguador de dilucidn
frio (Tris HC! 10 mM, acetato de Mg 10 mM), se filtrd v se
determind la radiactividad como en Materiales y Métodos.
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FPara estudiar este fendmeno en mAs detalle, se
emplearon preparaciones purificadas de los diferentes EF-Tu.,
La figura 25 muestra que no se observaron diferencias
signifticativas al comparar las velocidades de disociacidn de
los nucledtidos entre e1 EF-Tu metilado ¥y &1 EF-TuM,
submetilado. En ambos se obtuvo aproximadamente un 30 4 de
disociacién a los 5 v a los & seq, para el GTP » o1 GDP
respectivamente. Sin embargo, cuando se empled el EF-TUE ce
obtuvo una mucho menor velocidad de intercambio de ambos
nucledtidos, observiandose el 50 ¥ de discciacién a los B0
seqg ¥ a los 55 seqg para el GDP ¥y el GTP, respectivamente.

A 0° practicamente no se produce intercambio de GDP en
ausencia del factor EF-Ts » el intercambio de GTP es minimo.
Sin embargo, los resultados de 1a figura 25 muestran que las
preparaciones purificadas de cada uno de los EF-Tu
utilizados probablemente contienen EF-Ts como contaminante,
a pesar de que por anilisis mediante electroferesis en geles
de poliacrilamida, en presencia de 5SDS, estc no es
inmediatamente obvio (figura é). Esto no es de extraMar, »a
que el EF-Ts se une al EF-Tu » actda en forma catalftica, de
modo que adn niveles muy bajos de EF-Ts pueden estimular el
intercambio de los nucledétidos,

Como la diferencia observada con el EF-TuE podrfa
deberse a que esta preparacidén contiene una menor cantidad

de EF-Te, se midid el intercambio de las 3 preparaciones en
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Figura 25.- Disociacién de nucleétidos por diferented
preparaciones purificadas de EF-Tu.

Las diferentes preparaciones de EF-Tu se
incubaron en presencia de SHGDP o 3HGTP a 37° para promover
la unién de ambos nucliedtidos. Luego se midid la disociacidn
de ambos nucleédtidos a 0" en el tiempo, como se describe en
Materiales y Métodos. C; corresponde a las cuentas retenidas
en 1 filtro de nitrocelulosa al tiempo indicado, ¥ C_ a las
cuentas retenidas a tiempo cero. A. Disociacidn del GSP. B

disociacién del GTP. EF-TuL (o0—o0) , EF-TuM (@—8), EF-TuE
CO—IN) .
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presencia.de un exceso del factor EF-Ts. Este dltimo factor
aungque parcia]menfe purificado, no contiene EF-Tu , a Jjuzgar
por la ausencia de inmunoreaccidn con suero antiEF-Tu y por
la ausencia de una banda de protefna de peso molecular
43,000, cuando la preparacidén se analizé mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturantes.

En estas condiciones =e aprecid un aumento en 1a
velocidad de intercambio de GDP. Sin embargo, nuevamente no
se observéd una diferencia en las velocidades de intercambio
entre el +actor metilado y el EF-TuM. Por otra parte, se
mantuvo también la menor velocidad de intercambioc para el
EF-TuE (figura 24). Por 1o tanto, esta menor actividad no se
deberfa a que 21 factor EF-Ts era limitante. Por otro ladeo,
tanto el EF-TuM <como el EF-TuE, ambos submetilados,
incorporan cantidades similares de grupos metilo in wvitro
(ver figura 17). Estos resultados nos indican gque 1la
diferencia de actividad observada con el EF-TuE es=s
probablemente debida a alguna propiedad intrfinseca del
factor obtenido a partir de las células crecidas en
etionina.

Més adn, el no haber observado diferencias en la
velocidad de intercambio de nucleétidos entre el EF-TuM ¥y el
EF-TuL, en presencia de EF-Ts, nos indica que tanto la

interaccién EF-Tu+* EF-Tes como los efectos conformacionales
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Figura 26.- Disociacién de GDP del EF-Tu a 0® en presencia ¥
en ausencia de EF-Ts.

Se midid la disociacidn del GDP del EF-TulL
(o, @), EF-TuM (0O, @) y del EF-TuE (&, &> a 0" en ausencia
(0, M ,A> © en presencia (o, 0 ,A) de un extracto
semipurificado de EF-Ts. Las condiciones de reaccién v
procedimientos fueron como los descritos en la figura 25.
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que el EF-Ts produce sobre el EF-Tu no serfan afectados por
el grado de metilacidén del EF-Tu en la lisina-354&.

Debido a que los experimentos preliminares ya
analizados (figura 24) mostraron que el EF-TuE aparentemente
poseerfa una mayor capacidad de unién de GDP que e1 EF-Tu
normal, quisimos cuantificar el SHGDP unido al factor
utilizando dos procedimientos diferentes,

El primerco, consistid en medir el EF-Tu*GDP retenido a
filtros de nitrocelulosa. Este método, a pesar de ser
extremadamente sencillo ce sustenta en que: i) el EF-Tue«GDP
Se une al filtro en forma cuantitativa adn en
concentraciones de 1077 M. i) La cantidad de EF-Tu+ GDP
retenida en el filtro no disminuye después que el Filtro es
exhaustivamente lavado. iii) El EF-Tu también se une al
filtro pero una vez unido éste no reacciona con el GDP
{(Miller, D. L. ¥ Weissbach, H., 1270,

El segundo procedimiento consistié en medir la
retencién del EF-Tu en una columna de afinidad de
GDP-Sefarosa.

Los resultados de ambos métodos se presentan en la
Tabla [II. De los datos obtenidos por ambos criterios se
pudo concluir gque el EF-TuE une méas GDP gque el EF-TuL » el
EF-TuM, mientras que estos dos dltimos presentan

aproximadamente 1a misma capacidad de unir el nucledtido.
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Tabla III

Determinacién de la capacidad de unién de GDP por el EF-Tu
con distintos grados de metilacién

METODOS
Retencidn en nitrocelulosa Columna de
afinidad
pmoles de SHGDP unido/ EF-Tu retenido a
100 pmoles de EF-Tu la columna de
GDP-Sepharose
Hg/mi
EF-TuL (metilado) 23,46 0,18
EF-TuM {(submetilado) 25,8 0,20
EF-TuE (etionina’ 38,35 0,42

- Método de retencidn en nitrocelulosa. Las diferenties preparaciones de
EF-Tu en una concentracidén de 6,6 uM se incubaron con 3HGDP 3 aM ¥ 1a
mezcla se mantuvo a 37" por 30 min. Luego se midié el EF-Tu 34GDP
retenido en filtros de nitrocelulosa, como se describe en Materiales y
Métodos. Se muestra el promedio de seis experimentos realizados en forma
independiente.

- Método columna de afinidad. La cantidad de EF-Tu retenido en columnas
de afinidad se midi6 aplicando 20 pg de cada factor en sendas columnas
de 3 ml de GDP-Sepharose, previamente equilibradas con Tris HCI1 50 mM pH
8, MgCl, 10 mM v DTT 1| mM {amortiguador de elucidn), Luego se cerrd la
tlave ge paso de 1a columna durante {0 min, para favorecer el
intercambio., Una vez finalizado este tiempo se lavd la columna con 4
voldmenes del amortiguador de elucién (las sustancias no retenidas
eluyen de la columna a los 5 ml aproximadamente). Después se eluyd el
EF-Tu retenido utilizando el mismo amortiguador de elucién al que se le
adiciond GDP 100 uM, y se colectaron 12 fracciones de 4 ml cada una.
Todo el precedimiento se realizd a temperatura ambiente.

Para cuantificar el EF-Tu retenido se liofilizaron todas las
fracciones colectadas, las que posteriormente se resuspendieron en un
pequefo volumen de agua y se juntaron para ser dializadas contra 4
cambios de agua durante 1 h cada vez. Finalmente el EF-Tu se cuantificéd
mediante la técnica de inmunoimpresién y posterior densitometria.
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Estos resultados apoyan la idea ya planteada que 1la
mayor capacidad del EF-TuE para unir GDP se deberia mas que
a la falta de metilacidn, a una posible modificacién de su
estructura, producto de la incorporacidén de las etioninas en

lugar de las metioninas.

3.3.3.2.— Efecto de l1a metilaciédn del EF-Tu en su
actividad GTPasica

Durante 1a sintesis de las proteinas, la hidrélisis del
GTP aporta la energfa necesaria para completar un ciclo de
elongacion normal, la cual estid ascociada con la interaccién
de los factores EF-Tu y EF-G con el ribosoma. La hidrélisis
del GTP asociada al EF-Tu estid acoplada con la unidn
enzimatica del aatRNA al complejo ribosoma mRMA ¥ procede
con la liberacidn del factor del ribosoma {(ver figura 12,

Es posible desacoplar la hidrélisis del GTP dependiente
del EF-Tu de 1la precencia del ribosoma » del aatRNA
utilizandoe el antibidético Kirromicina, el cual se une
estequiométricamente al factor EF-Tu e induce su actividad
GTPAsica (Parmeggiani, A. ¥ Swart, G. W. M., 1985; Wolf, H.
y col., 1974). La Kirromicina es un agente antibacteriano
aislado de cepas de Streptomyces, que inhibe la sintesis de
proteinas uniendose especificamente al EF=Tu, de modo que el

complejo EF-Tu = GDP + kKirromicina no se
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disocia del ribosoma, porque el EF-Tu-* GDP mantiene 1la
conformacién del EF-Tu+ GTP, ¥ de esta forma se inhibe 1la
formacién del enlace peptidico. Por otra parte, tanto el
aatRNA como los ribosomas individualmente estimulan 1la
actividad GTPasica del EF-Tu activada por el antibidtico
(Wolf, H. ¥ col., 1974).

Al estudiar la actividad GTPAsica del factor EF-Tu
metilado ¥ submetilado inducida por Kirromicina »y estimulada
por aatRN&A, se encontrd una clara evidencia que existe un
efecto de la metilacidn in vivo del EF-Tu en su reaccidn de
hidrélisis del GTP {(figura 27). Estos resultados muestran
que =21 EF-Tu metilado presenta wuna mucho mayor actividad
GTP4sica que el EF-Tu submetilado (tanto el EF-TuM como el
EF-TuE). Sin embargo, la disminucién de Ta hidrélisis del
GTP observada en el EF-Tu submetilado podria deberse a una
inhibicién de la disociacién del GDP o de la asociacidn del
GTP en las condiciones del ensayo.

El ensayo de GTPasa requiere de un recambio de
nucledtidos para la hidrélisis, durante el cual las
velocidades de digsociacidén del GDP y de asociacion del GTP
podrian estar afectando la velocidad de hidrélisis del GTP.
Se ha demostrado que el paso de hidrélisis del GTP es la
velocidad 1imitante durante el recambio de 1a hidrélisis del
GTP mediado por EF-Tuekirromicina (Fasano, 0. » col., 1978).

Como la asociacidn del GTP s un proceso
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Figura 27.—- Efecto de la metilacién del EF-Tu sobre 12
actividad GTP4asica del factor.

Se midid el efecto, después de &0 min de
incubacién a 37%, de varias concentraciones de aa-tRNA sobre
la actividad GTPasica de 100 pmoles de EF-TuL (o—0),
EF-TuM (B—W)> ¥y del EF-TuE (N—A) en presencia de
Kirromicina S0 uM y & nmoles de SHGTP (10 Ci/mmol) en un
volumen final de 40 ul. E1 GTP hidrolizado se determind de
la radiactividad obtenida en el GDP aislado mediante
cromatograffa en placa fina de poliiminocelulosa. Para
mayores detalles sobre el procedimiento ver Materiales ¥

Mé todos.
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extremadamente rapido ¥y por ello diffcil de medir, =e
escogid determinar la velocidad de disociacién del GDP para
el EF-Tu metilado »y submetilado en las condiciones del
ensayo de GTPasa, tanto en presencia como en ausencia de
Kirromicina.

Los resul tados presentados en la figura 28 muestiran que
la velocidad de disociacién del GDP a partir del EF-Tu, a
37", se encuentra aumentada en ausencia de Kirromicina para
los tres tipos de EF-Tu, cuando se comparan estos resul tados
con los del intercambio de GDP a 0° {(figura 253, como era de
esperarse. Por ejemplo, a @0° el EF-TuM intercambid
aprox imadamente un 30 ¥ del GDF a los 3 seg. En cambio a 37°
{figura 28) a este mismo tiempo se ha intercambiado un 70 %
del 3HGDP. La figura 28 muestra que el antibidtico inhibe la
disociaciéon del SHGDP en todas las preparaciones de EF-Tu
empleadas, de modo que la disminucién de 1a hidrdélisis del
GTP observada en el EF-Tu submetilado no se debe a una
inhibicién de la disociacién del GDP.

Ademas esta inhibicién del intercambic de GODP
observada en estas condiciones confirma muestra suposicion
previa que las preparaciones de EF-Tu contienen EF-Ts, va
que s=d6lo en presencia de EF-Ts la Kirromicina inhibe 1a
velocidad de disociacidén del GDP del EF-Tu {(Doglass, J. ¥

Blumenthal, T., 1979; Fasano, 0., ¥ col., 1978).



Figura 28.- Efecto de la Kirromicina sobre l1a disociacién
del GDP del EF-Tu a 37°.

Se midié la disociacién del 3HGDP del EF-Tul
{c, @), el EF-TuM (O, ®) y el EF-TuUE (A, &) en ausencia
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(@, @ ,A> o en presencia (o, O ,A) de Kirromicina 50 uM.

La concentracion de EF-Tu fue 2,5 uM. Las condiciones del

amortiguador fueron las mismas que se usaron para el ensayo

de actividad GTPaza (ver Matariales y Métodos). La

disociacion del GDP se midié como se describid en Materiales

y Métodos.
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4.— DISCUSION

4.1.— Metilacidédn del factor de elongacidn

EF-Tu en varios microorganismos

Previamente se ha demostrado en nuestro laboratorio gue
la metilacidén de las protefnas ribosomales en eubacterias
presenta un alto grado de conservacibn, ya Qque esta
modificacidén se produce casi en su totalidad en proteinas
que son estructural ¥ funcionalmente homélogas, es decir, en
aquellas que cumplen el mismo papel en el aparato
traduccional de 1los distintos microorganismos estudiados
({Amaroc, A. M. ¥ Jerez, C. A., 1784)., Por otra parte, se sabe
que el factor IF-3 también es metilado en E. coli <(Brauer,
D. ¥ Wittmann-Liebold, B., 17277).

El factor de elongacién EF-Tu, gque es un componente
gsencial del aparato traduccional, se ha encontrado metilado
no sélo en bacterias como E. coli ¥y S. tiphymurium (Ohba, M.
¥y col., 19793 Ferro-Luzzi, G. v MNiakKkido, K., 127%). Como se
ha demostrado en ecste trabajo, tanto el EF-Tu de
cloroplastos de E. gracilis como posiblemente el factor de
la bacteria termofflica B. stearothermophilus zon metilados.

Mo se conoce adn la secuencia del EF-Tu del B.

stearothermophilus. Sin embargo, existe una alta similitud
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entre 1a composicidén de amincdcidos del factor EF-Tu del B.
stearothermophilus v la del EF-Tu de E. coli <{(Jondk, J. ¥
col., 1¥84; Wittinghofer, A. ¥ Leberman, R., 197&). Ademis,
es posible que el EF-Tu del B. stearothermophilus (bacteria
Gram positiva) posea una lisina equiua%ente.a la lisina-Sé
presente en el EF-Tu de E. coli, ¥a qgue Wittinghofer
(Wittinghoter, A. ¥ col., 19803 a1 tratar el factor EF-Tu de
B. stearothermophilus con tripsina encontrdé un fragmento Aj
equivalente al que se obtiene cuando el EF-Tu de E. coli es
tratado con la misma proteasa. En el caso del EF-Tu de E.
coli, la protedlisis se produce por la accidén de la tripsina
sobre el enlace peptidico lisina(Sé)—-alaninai<37>. Esto
sugiere que ambos factores de elongacidn presentan una
secuencia polipeptidica similar en esta regién. Sin embargo,
ser{a necesario efectuar un estudio més detallado para
confirmar la presencia de grupos metilo en el EF-Tu de B.
stearothermophilus.

En el EF-Tu de B. subtilis, no fue posible establecer
la presencia de la metilacién a pesar que en este dltimo
microorganismo el patrdn de metilacidn de las proteinas
ribosomales, determinadas previamente, mostrd un alto grado
de similitud con el de E. coli (Amaro, A. M. ¥ Jerez, C. A.,
1984; Mardones, E. ¥ col., 1980). La falta de metilacidn en
este microrganismo Gram positivo, podrfa deberse a la falta

de una lisina metilable equivalente a la Lis-34 de E. coli.
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Alternativamente, 21 B. subtilis podria no contener la
metiltransferasa especi{fica para el factor. Sin embargo, la
primera posibilidad es mas factible, »a que el factor EF-Tu
de B. subtilis no se metild en presencia de extractos de E.
coli (Toledo, H. ¥y Jerez, C. A., resultados no mostrados).

Recientemente Stock y colaboradores (Stock, A. ¥ col.,
1987), comparando la secuencia del sitio de metilacidn
presante en diferentes proteinas que se modifican
post-traduccionalmente en varios organismos, sugirieron gque
se podria establecer la especificidad y los posibles tipos
de enzimas metilantes involucradas en 1a modificacidn de
ellas a partir del andlisis de su secuencia. De esta forma,
se podria eventualmente predecir si una protefna estarfa
sujeta a metilaciones.

A1 comparar las secusncias de aminodcidos para el
factor EF-Tu en diferentes especies en las que ha sido
descritas (Toledo, H. ¥ col., 1988), encontramocs que =l
factor EF-Tu de cloroplastos de E. gracilis presenta una
regién en sSu secuencia primaria que posee un 83 X de
aminodcidos idénticos a los de la misma regidn que contiene
la lisina-56 metilada en el factor de E. coli. Esta
secuencia del EF-Tu de cloroplaszto también contiene un
residuc de lisina en la posicién Sé. Esto nos indujo a
predecir la metilacidn del factor EF-Tu de cloroplasto de E.

gracilis (Toledo, H. ¥y col., 1988) ¥ nuestros resul tados
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as! 1o confirmaron, demostrando 1la presencia de lisina
metilada en el factor EF-Tu de cloroplasto. Sin embargo,
habria que demostrar si esta lisina modificada e encuentra
efectivamente en la posicién S5&.

Anteriormente encontramos que el ribosoma de
cioroplasto presenta un patréon de metilacidn de tipo
gubacteriano (Sanhueza, 5., 1937; Toledo, H. ¥ col., 1¥83),
lo gque en cierto modo estarf{a de acuerdo con el posible
origen endosimbidtico para el cloroplasto (Gray, M. W. ¥
Doolittle, W. F., 1982), 1 cual se ha postulado en gran
medida debido al granm ndmero de caracteristicas de tipo
bacteriano que precentan los ribosomas de cloroplasto (Gray,
M. W. » Doolittle, W. F., 19827 Gurevitz, M. ¥ col., 19773
Bingham, S. ¥ Schiff, J. A., 1979; Koller, B, ¥ Delius, H.,
19843 Bartsh, M., ¥ col., 1982). Los resultados de metilacidn
del EF-Tu de cloroplastoc comparados con los de E. coli
también estarfan dentro de este mismo contexto.

El factor de elongacién EF-Tu de otras especies también
presenta una reqidén que posee un alto grado de conservacidn
con la regién del EF-Tu de E. coli que contiene 1la
ligina-548, que se metila <(Tabla IV). Sin embargo, la
lisina-5é presente en los factores EF-Tu de E. coli ¥y de
cloroplasto de E. gracilis, ha sido reemplazada en todas
gllas por una arginina. Se ha descrito la presencia de

argininas metiladas en una wvariedad de protefnas tanto en



Tabla 1V

Comparacion del sitio de metilacidon in vivo del factor de
elongacién EF-Tu de E. coli, con secuencias similaree de los factores
equivalentes de varios organismos

e
E. coli 48- 464: Q@ I DNAPEEKARGITINT
E. gracilis (cloroplasto) 48- é4: DI DSAPEEKARGITINT
Saccharomyces 85-101: Al DKAPEERARGITIST
(mi tocondri a)
Methanococcus 59- 75y VMDGLKEERERGOVTIODUW
T. thermophilus HBS8 48~ &4:; DI DKAPEERARGITINT
Micrococcus luteus S1- &67: T I1DSAPEERORGITINI
Saccharomyces 59- 75: VLDKLKAERERGI TIDI
Artemia sal ina §9- 75: VLDKLKAERERGI TIDII

Con asterisco (%) se indica la ligsina-58 metilada en E. coli

Las secuencias indicadas fueron tomadas de: E. coli (Laursen, R. A. ¥ col., 1981), cloroplasto
de E. gracilis <(Montandon, P. E. y Stutz, E., 1983), mitocondria de Saccharomyces cerevisiae
(Nagata, 'S. y col., 1983), Methanococcus vannielii (Lechner, K. y Bock, A., 1987), T.
thermophilus HBE <(Scidler, B. y col., 1987), Micrococcus luteus <(Ohama, T. ¥ col., 1987,
Saccharomyces cerevisiae EF-1X (Nagata, S. y col., 1984), Artemia salina EF-10¢ (Lenstra, J. A. ¥

col., 19868).

voT
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procariontes como en eucariontes <(Paik, W. K ¥y Kim, 5.,
19713 Wold, F., 1981). Sin embarqo, no existen antecedentes
que indigquen que esta arginina es metilada en los factores
EF-Tu de 1los distintos organismos, que se seffalan en la
tabla IV.

La Lis(Me) 25 un aminocdcido levemente mé&s biasico que la
lisina ¥ por esto es mé&s parecido a la arginina. Sin
embargo, la Lis(Me2) aparentemente disminuiria la basicidad
del qgrupo & -amino de la lisina (Paik, W. K. y Kim, S.,
1980). En &1 EF-Tu de E. coli se han encontrado ambos tipos
de lisinas modificadas, Lis{Me) v Lis{Me2) (Ferro-Luzzi, G.
¥y Niakido, K., 19793 Toledo, H. ¥ Jerez, C. A., 1985; wvan
Moort, J. M., 1988), ¥ la cantidad de Lis{(MeZ) aumenta hacia
la fase estacionaria del cultivo de la bacteria {(vam Noort,
J. M.y, 19862, Siendo la Lis(Me) similar a la arginina en sus
propiedades de carga ¥y potencialidad para formar enlaces de
hidré6geno, s posible que el reemplazo del aminocicido
metilado por 1a arginina mantenga las propiedades quimicas ¥
funcionales de la protefna.

Ezsto es particularmente claro en el caso de la
trimetilacidon de la lisina-1153 en 1a calmodulina, donde se
comprobd que, mediante experimentos de mutagénesis sitio
dirigida, 1 reemplazo de la Lis(Me3)-115 por arginina v no
por lisina (no modificada)? mantiene la funcidn de la

proteina <(Roberts, D. M. y col., 1984>. aAasi, 1a
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calmodulina arginina-115 mantuvoc su méxima capacidad de
activar la NaD quinasa al igual que la calmodulina
Lis{Me3>-115. En cambio, la calmodulina 1lisina-i13 no
metilada, posee una mayor capacidad de activacidon de 1la
enzima (Roberts, D. M. ¥ col., 198é).

Los estudios comparativos de la metilacidon del EF-Tu
realizados en esta tesis sugieren un cierto grado de
conservaciéon para la metilacidn del factor de elongacidn
EF-Tu en algunas bacterias y en cloroplastos, aunque esta
modificacidon parecerfa ser menos conservada que en el caso
de 1la metilacidn de las proteinas ribosomales {(Amaroc, A. M.
y Jerez, C. A., 1984). Por otra parte, el factor EF-19K, =i
factor de elongacidén eucaridntico equivalente al EF-Tu de
los procariontes, también ha sido descrito como altamente
metilado en varias especies {(Amons, R. ¥ col., 1983; Hiatt,
W. R. ¥ col., 1982; Nagata, 5. y col., 1%284; Lenstra, J. A.
y col., 1986; van Hemert, F. J. ¥ col., 1983), aunque esta
modificacién ocurre en secuencias diferentes a la de E.
coli, indicando que las enzimas metiltransferasas serfan
diferentes (Toledo, H. » col., 1%988).

Todos estos resultados, junto a otros antecedentes que
se discutiran mis adelante, nos sugieren un posible papel

importante para 1a metilacidn de las proteinas del aparato

traduccional.
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4.2.— Sistemas para la metilacidn in vitro

del factor EF-Tu de E. coli

Con el propésito de contar con un ensaro definido que
permitiera estudiar 1a metilacién in vitro del factor EF-Tu
¥ ademdas caracterizar la enzima responsable de esta
modificacidn, se desarrolld un sistema dependiente de DNA,
empleando para ello el DNA del +fago XNrifdi18 que contiene el
gen tufB que porta la informacidén para el EF-TuB. En este
ensayo se logrd no s6lo sintetizar de novo =1 factor de
elongacidén EF-Tu, sino que también se obtuvo por primera vez
la metilacidn in wvitro de la protefna en forma bastante
eficiente (Toledo, H. ¥ Jerez, C. A., 1785), demosirandose
que se modificd un 33 X del Factor sintetizado. Este
resultado fue similar a los encontrados para la metilacidn
in wvivo del EF-Tu en presencia de cloramfenicol
{(Ferro-Luzzi, G. y Niakido, K., 1979; L Italien, J. J. ¥
Laursen, R., 127%).

M&s adn, el anilisis de los aminoicidos metilados del
EF-Tu sintetizado ¥ metilado in wvitro permitid identificar
Lis{Me> ¥ Lis(Me2) en aproximadamente iguales proporciones.
Este resultado estid en estrecho acuerdo con el obtenido para
la metilacién in vivo en presencia de cloramfenicol

{Ferro-Luzzi, G. ¥ Niakido, K., 1979), cefialando adem&s que

el EF-Tu sintetizado en el sistema
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dependiente de DNA se estaria metilandc de la misma forma
que el EF-Tu in vivo.

En las condiciones del sistema dependiente de DMN& no
fue posible separar la sintesis de 1la metilacidn del factor
de elongacidén EF-Tu, va que este sistema estid constitufdo
por fracciones crudas de extractos obtenidos de E. coli,
como se describe en Materiales y Métodos. For estos motivos
se desarrollaron dos sistemas que permitieron tensr el EF-Tu
submetilado artificialmente a partir de células que se
cultivaron en condiciones limitantes para la metilacidn o en
presencia de etionina.

Ambos sistemas mostraron ser completamente dependientes
de la presencia del sustrato submetilado. Al igual gue en el
sistema dependiente de DMNA, en estos sistemas también se
obtuvieron péptidos inmunoprecipitables, cCon  sSUuero
antiEF-Tu, de menor peso molecular que el EF-Tu, los cuales
compitieron con é1, en la reaccién de inmunoprecipitaciodn,
sefMalando su identidad con =1 factor de elongacidén EF-Tu.
Estos péptidos de menor peso molecular pueden ser generados
por- proteélisis como lo sugieren nuestros resul tados

El anidlisis de 1los aminodcidos obtenidos de la
hidrédlisis del EF-Tu metilado in vitro, a partir de células
crecidas en presencia de etionina, mostrdé la presencia de

Lis{Me) ¥ Lis{Me2) {resul tado no presentadol,



169

de modo que el EF-Tu submetilado artificialmente también se
estar{a metilando como in vivo.

Mediante estos sistemas por 1o tanto, pusimos en
evidencia no s&lo la metilacidédn in wvitro del factor de
elongacidn EF-Tu de E. coli sino que también la del factor
EF-Tu de <cloroplasto de E. gracilis. Esto nos permitid
asegurar la presencia de una enzima metiltransferasa de
EF-Tu no sélo 2n E. coli sinoc que en los cloroplastos de E.
gracilis.

Con estos ditimos ensayos de metilacidn se intentd
caracterizar Ta enzima responsable de la metilacidn
utilizande como =sustrato el factor de elongacidn EF-Tu
purificado, mediante los procedimientos descritos &n
Materiales y Métaodos. Encontramos que 1a actividad
metiltransferasa era altamente inestable, como ha sido
descrito anteriormente para otras N-metiltransferasas. Por
otra parte, no se pudo obtener wuna metilacidn in wvitro
eficiente del +factor EF-Tu purificado, ni adn cuando se
utilizaron extractos crudos de E. coli, como +fuente de
actividad metilante.

Una posible explicacidén a esta incapacidad de metilar
el EF-Tu purificado puede deberse a la inestabilidad que
presentaron las metiltransferasas o que los extractos
utilizados para purificar la enzima eran los obtenidos de

células crecidas hasta la fase estacionaria. De acuerdo a
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los resultados de la capacidad metilante del Ffactor EF-Tu
que tiene la E. coli durante sus distintas fases del
desarrolio, las enzimas metilantes podrian estar menos
activas o inactivas en la fase estacionaria, »¥a que en esta
etapa del crecimiento de la bacteria, &1 EF-Tu se encuentra
totalmente metilado. Esto podria de algdn modo ser una sefial
gue implique 1a disminucidén de 1os niveles de la enzima
metilante o la inactivacién de ella. De acuerdo con 2sta
idea, cuando se suplementaron los ensarvos de metilacidén in
vitro, en los cuales se utilizd tanto extractos de células
crecidas en condiciones limitantes de metionina como en
presencia de etionina, con 5150 obtenido de células crecidas
hasta 1la +fase estacionaria tardia del crecimento, no se
obtuvo una estimulacidén de la cantidad de EF-Tu metilado.
Por otra parte, no se utilizaron extractos de células
mis jovenes en los experimentos de metilacién in vitro ra
que no fue posible separar el sustrato endégeno de estos, es
decir, el EF-Tu submetilado que <se encuentra presente en
estos extractos, de la actividad metiltransferasa. Al
intentar purificar la actividad metilante, se consiguid sdlo
una fraccidén obtenida mediante saturacion con sulfato de
amonio, entre 35 y 45 X, que contenfa tanto la actividad
como el sustrato. Debido a la inestabilidad de las enzimas

metilantes »a mencionada, la actividad metilante del
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EF-Tu se perdid en las siguentes etapas de purificacisdn que
se intentaron.

Como en estos sistemas no fue posible estudiar en
detalle el papel de la metilacién en la funcidn del EF-Tu,
s@ aisléd el factor EF-Tu en distintas etapas del crecimiento
de la bacteria, ra que ciertas evidencias indicaban que =}
EF-Tu wariaba su grado de metilacidn durante su desarrollo

(L°Italien, J. J. ¥ Laursen, R. A., 1979).

4.3.— Efecto de 1a metilaciétn del EF-Tu =socbre

su estructura » actividad

Muestros resul tados muestran que o1 grado de metilacidn
in vivo del factor de elongacién EF-Tu de E. coli varfa en
las distintas etapas del crecimiento de la bacteria,
alcanzindose la maxima incorporacidn de grupos metilo hacia
la mitad de 1a fase logar{tmica de crecimiento, en las

condiciones del ensaro. Este resultado estid de acuerdo con

2] obtenido por van Noort ¥ col. {(van Noort y col., 1786,
quienes midiendo la cantidad de lisina metilada del EF-Tu,
en diferentes etapas del crecimiento de E. coli, encontraron

que durante la fase logarfitmica, 1a lisina-5é se wva
gradualmente modificando como Lis{(Me) y cuando las células

comienzan a entrar en la fase estacionaria, 1la Lisi(Mel: es
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estructura, provocando una disminucién en la velocidad de
intercambio de GDP, con 1o cual se disminuirfa la actividad
GTP4sica del factor EF-TuE. Sin embargo, la velocidad de
disociacidn del GDP, en presencia de Kirromicina ¥ a 37", no
estarfa afectada en el EF-TuE, porgque cuando s compara el
intercambio del nucledtido de este factor con el intercambio
del EF-TuM se pudo observar que ambos factores presentaron
la misma velocidad de intercambio de GDP (figura 28). Por
este motivo, es probable que la menor actividad GTFP4sica del
EF-TuE se deba mas bien a la submetilacidn, como en &l caso
del EF-TuM, mi&s que a la presencia de las etioninas en su
estructura.

Nuestros resultados respecto de la actividad GTPasica
estidn en desacuerdo con los informados por van Noort (van
Noort, J. M. ¥ col., 1984), quienes encontraron gue 1Ia
actividad GTP4sica se encuentra disminuida por la metilacidn
del EF-Tu. Actualmente no tenemos una explicacidén para esta
diferencia, rya que hemos empleado las mismas cepas de E.
coli gentilmente donadas por estos autores ¥ <sus mismas
condiciones tanto para las preparaciones como para los
ensayos (van MNoort, J. M. ¥ col., 1984). Ciertamente, seri
necesario efectuar otros estudios més detallados para
eztablecer la verdadera funcién de la metilacién del factor

EF-Tu. Sin embargo, la =siguiente especulacién Ffinal
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La modificacién de las protefnas ribosomales » del
EF-Tu de E. coli es también aparentemente una funcién del
crecimiento de la bacteria desde la fase exponencial a la
fase estacionaria ¥ que en forma similar a 1o observado en
el M. racemosus también existe wun aumento de la actividad
del EF-Tu, 1o que se correlaciona con un aumento del grado
de metilacidon de 1a molécula durante el desarrollo de las
células,
Aungue se ha demostrado que.e1 paso de hidrdlisis del
GTP es 1la wvelocidad limitante durante 1la hidrélisis del
nucleédtido mediada por EF-Tu » Kirromicina {(Fasano, 0. ¥
col .y 19783, probamos si la disociacidon del GDP  se
encontraba afectada en las condiciones del ensayo, »a que la
inhibicién en la disociacisdn del GDP.pudr{a dar cuenta de la
menor actividad GTPAasica. Sin embargo, al estudiar esta
actividad observamos que 1la disociacién del GDP estaba
inhibida no sédlo en el EF-TulL sino que también en el EF-TuM,
de modo que la menor actividad GTP&sica observada en el
EF-TuM no se deberf{a a una inhibicidén en la disociacidn del
GDP, wva que £sta se encuentra afectada en presencia de la
Kirromicina en ambos factores.
El factor EF-TuE comparado con el EF-TulL, también
mostrd una menor actividad GTP&sica. Esto se podria deber a
la falta de metilacidn del EF-TuE o a la incorporacién de

etioninas, que comoc ya hemos comentado, alterarfan su
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?9-108 que también estdn formando parte del sitio de unién
de GDP. Por lo tanto, se puede especular acerca de la
existencia de una modificacidén de las propiedades de unién
del GDP al EF-TuE si =e considera que la incorporacién de
las etioninas, al introducir un grupo metileno (-CHy-)
adicional, estarfa provocando una alteracidn estérica en la
estructura del sitio de unidn del nucledtido.

A1 estudiar la actividad de hidrédlisis del GTP gue
presenta el EF-Tu, inducida por Kirromicina y estimulada por
2atRNA, encontramos una clara evidencia que la metilacidn in
vivo del EF-Tu afecta 1a hidrélisies del GTP, de modo que el
EF-TuL, metilado, presentd una mayor actividad GTPasica que
el EF-TuM, submetilado. En este sentido, se ha descrito que
el factor EF-10\ ¢z altamente metilado en varios organismos
(Amons, R. ¥ col., 1983y Hiatt, W. R. ¥ col., 1782; Nagata,
5. ¥ col., 1984; Lenstra, J. A.y col., 198é; van Hemert, F.
J. ¥ col., 1%83) ¥ en el casoc del M. racemosus =e ha
abservado que durante la germinacién del hongo, desde su
eztado de espora, existe un aumento de la actividad del
factor EF-1¥ que estid acompafada de un incremento en 1a
metilacion de 1la molécula, insinuidndose que la actividad del
EF-1QL es regulada por la metilacién post-traduccional que
sufre el factor (Fonzi, W. ¥ col., 1985; Hiatt, W. R, ¥

col., 1982; Linz, J. E. ¥ col., 198485,
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células crecidas en presencia de metionina (figuras 25 ¥
287,

Esta diferente capacidad del EF-TuE de intercambiar el
GOF ¥y el GTP aparentemente no se deberfa a la falta de
metilacidn, »a que cuando se e compara con el factor
submetilado, EF-TuM, éste no presenta la misma conducta del
primerco. Al cuantificar e1 GDP unido al Factor EF-TuE
purificado y el OGDP unido al factor EF-TuL o EF-TuM,
purificados, se pudo ectablecer gque el EF-TuE une 50 X més
GDP que l1o0s otros factores (Tabla III?.

Estas observaciones sugieren que la diferencia en
cuanto a la capacidad de unir GDP del EF-TuE se podria deber
mas bien, a una posible alteracién de la estructura de esta
molécula, producto de la incorporacidn de las etioninas en
lugar de las metioninas. La introduccién del analogo de
aminodcido causarfa un cambio conformacional en el EF-Tu, de
forma tal, que afectarfia el sitio de unién del nucledtido.
Esta es una idea plausible, »a que al analizar la secuencia
de amincédcidos implicados en el sitio de uniédn del GDP al
EF-Tu, se puede apreciar la existencia de una metionina en
la posicién 139 de 1a regién comprendida entre los
aminodcidos 128-140 (Birnbaumer, L. ¥ col., 1%987; Jurnak,
F., 1985). Existen ademis tres metioninas en las posiciones

?1, %8 y 112, que estdn préximas a la regiones 7%9-87 ¥
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factor EF-Tu, debido a que este aminocidcido estaria préximo
al sitio de unién del nucledtido.

La disociacidn del GDF es el paso limitante en el
intercambio GDP-GTP, tanto en ausencia como en presencia del
factor de elongacidén EF-Ts (Fasano, 0. ¥ col., 1978). Sin
embargo, nuestros resultados mostraron que no  existe
diferencia en la velocidad de disocciacidn tanto del GDP como
del GTP entre el EF-TulL, metilado, » el EF-TuM, submetilado,
aun en presencia de EF-Ts, observacidn que estid de acuerdo
con los estudios realizados por van Neoort {(van Noort, J. M.
¥y col., 1988). Este igual comportamiento, frente a 1la
disociacién de los nucledtidos del factor EF-TuL como del
EF-TuM, indica que 1la interaccidn entre los factores de
elongacién EF-Tu ¥y EF-Ts al igual que los efectos
conformacionales gque el EF-Ts produce sobre el EF-Tu
probablemente no serfan afectados por la metilacibdn de la
lisina-34.

Las protefnas en las que se reemplazan las metioninas
por etionina aparentemente no presentarfan alteraciones en
sus funciones (Alix, J. H., 1982>. Sin embargo, el factor de
elongacién EF-Tu obtenido de células crecidas en presencia
de etionina, EF-TuE, posee wuna distinta capacidad de
intercambio de GDP medida tanto a 0° como a 37° » de GTP

medida a 0", cuando se le compara con el factor obtenido de
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varios organismos, la cual protegerfa a la calmodulina de 1a
accidn de esta proteasa (Marshak, D. R. ¥ col., 1924). Del
mismo modo, existe una linea de evidencias gque sugiere que
la metilacién de residuos N-terminales protegerfan a las
proteinas del ataque por aminopeptidasas celulares (Stock,
Aa. ¥ col., 1987).

Por otro tado, wvan NMNoort ¥ col. no observaron
diferencias en el tratamiento del EF-Tu metilado ¥
submetilado cuando trataron ambos factores con tripsina (van
Moort, J. M. ¥ col., 1786). Esta contradiccién con nuestros
resul tados se puede deber a que estos autores emplearon una
mayor cantidad de proteasa, 1o cual pudo enmascarar el
efecto protector que el grupo metilo le imprimirfia a la
molécula de EF-Tu.

faunque la posicién de la lisina-534 no <e ha podido
definir en 1a estructura terciaria del factor, debidoc a que
los cristales que se utilizan para Jlos estudios de
difraccién de rayvos X se obtienen con el EF-Tu tratado con
tripsina, que pierde el segmento comprendido entre el
amingdcido 44 y el 38 d(Jurnak, F., 1983), es posible que
este segmento se encuentre por sobre el dominio I1
conectando el dominio I conmn el III (ver figura 2). Esto es
importante de seMalar porque la modificacidn de la lisina-3é

podrfia afectar de alguna forma 1a actividad del
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EF-TuE, ambos submetilados, cuando también son tratados con
tripsina. Estos 61timos son mas susceptibles a la
degradacidon por tripsina (figuras 23 ¥ 24). Esta diferente
conducta de los factores metilado ¥y submetilado se podria
explicar por la alteracidn gque sufrirfa el enlace peptidico
Lis3é6-A1a57 cuando la lisina-5é estd metilada, de modo gque
la especificidad de la enzima se verfa afectada.

MNuestro resultado estd de acuerdo con el obtenido por
Wittinghofer v col. (Wittinghofer, A. v col., 1780, guienes
encontraron que durante 21 ataque inicial de la tripsina al
factor EF-Tu nativo se producfan varios polipéptidos por la
presencia de tres =sitios adyracentes susceptibles de ser
sustrato para la enzima f{arginina-44, arginina-58 v
lisina—-26> ¥y que wuno de ellos, el enlace peptidico
Lis56-A1a57, se hidrolizé a menor velocidad que los otros
dos enlaces peptidicos. Los autores explicaron este hecho
debido a que el enlace peptidico del cual la Lis{Me) forma
parte seria hidrolizado méds lentamente » gque cuando el
enlace peptidico estid formado con la Lis{Me2), este no serfa
completamente hidrolizado.

Existen ademé&s, otras evidencias que apoyan el efecto
protector de la metilacidn frente a 1la digestidén con
tripsina. Es el caso de la lisina-113 en la estructura

primaria de la calmodulina, que se encuentra metilada en
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Como se seffald en Materiales y Métodos, se purificéd el
factor de elongacién EF-Tu, en forma preparativa, de células
crecidas hasta la fase estaciconaria tardia del crecimiento,
con el propésito de obtener el factor completamente metilado
en la lisina-38 (EF-TulL); de células crecidas hasta l1a mitad
de la fase exponencial del crecimiento, para obtenerlo
submetilado (EF-TuM), ¥ de células crecidas en presencia de
etionina, para submetilarlo artificialmente (EF-TuE>.

La metilacidén puede cambiar la carga neta del
aminoacido modificado. Esta modificacidén de 1la carga de los
aminocdcidos metilados puede estar afectando l1a estructura
conformacional de la molécula, hecho que ha sido discutido
por Poncz y Dearborn, quienes sostienen gque la tripsina no
es capaz de catalizar la hidrélizsis de un enlace peptidico
adracente a un residuo de dimetillisina en dos péptidos de
apomioglobina metilados reductivamente {Poncz, L 4
Pearborn, D. G., 1983). Por otra parte, Paik y Kim, no
encontraron diferencias significativas en la velocidad de
hidrdlisis triptica entre protefnas nativas y metiladas
parcialmente {(Paik, W. K. » Kim, 5., 1%80).

Nuestros resul tados, sin embargo, mostraron gque cuando
el factor de elongacidn EF-TuL, metilado, es tratado con
tripsina presenta una diferencia significativa en su

velocidad de degradacidn Ffrente a los factores EF-TuM o
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convertida en Lis(Me2) alcanzandose el maximo de metilacién
del EF-Tu al final de esta fase. Estos resultados estin de
acuerdo con 1o reportado por LY Italien y Laursen, quienes
encontraron que el EF-Tu contiene la lisina-54 como Lis{Me)
¥ Lis{Me2Z) (L Italien, J. J. ¥ Laursen, R. A., 177%).

En las condiciones de corta marcacién in vivo empleadas
en nuestros experimentos (figura 20, =se observd una
progresiva disminucidn de la incorporacién de grupos metilo
en &1 EF-Tu hacia la fase estacionaria, precisamente porgue
el factor estar{a modificado en mayor grado en estas etapas
del crecimiento celular.

Estos resultados ¥ los ya mencionados (van NMNoort ¥
col., 198&) muestran que existe una correlacidn entre el
grado de wvariacién de metilacidén de 1a lisina-5é del EF-Tu
de E. coli ¥ el perfodo de crecimiento de la bacteria, lo
cual sugiere una posible funcidn biolégica para la
modificacidn post-sintética del factor.

En general, en otros casos se ha cbservado variacidn en
la modificacién de protefnas del aparato traduccional con
las fases del crecimiento. For ejemplo, la acetilacidn de la
proteina ribosomal L7/L12 (Ramagopal, S. y Subramanian, A.
R., 1974), =sugiriendo que esta variacidén de la metilacidn
del EF-Tu durante el crecimiento celular no es un svento

aielado en 21 metabeolismo de la bacteria,
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intentard correlacionar el aumento observado en la actividad
BTPasa del factor EF-Tu metilado con alguna posible funcién
celular. Para ello supondremos que esta mayor actividad
GTPasa observada in vitro también podrfa occurrir in vivo.

Como ya hemos visto, 21 mayor grado de metilacidn del
factor EF-Tu ocurre hacia el final de la fase tardfa de
crecimiento de la bacteria. En esta etapa se tiene, en
general, un aumento de las modificaciones post-sinteéeticas de
la céluia {(Ramagopal, 5. » Subramanian, #&A. R., 19743 wvan
Noort, J. M. » col., 19848). También se ha sugerido que en
esta etapa la E. coli podria mostrar un proceso similar al
"envejecimiento” en el que probablemente, entre otros
factores, el ndmero de errores en la <sintesis proteica
podrfa aumentar (Harman, D., 1#81>. Como va lo
mencioniramos, el EF-Tu desempefa un importante papel en la
fidelidad de 1a sintesis proteica.

La seleccién del aatRNA por un ribosoma programado con
un mRNA, se realiza de acuerdo a un mecanismo que se
desarrolla en dos etapas (figura 2?9». Primero, el complejo
ternario, EF-Tu-GTP. aatRNA, se une al ribosoma (Ky> » luego
puede ocurrir la disociacion de este complejo ternario
(K_y?y © la hidrdlisis del GTP (Kp?, en una etapa 1lamada de
reconocimiento inicial en la gue la interaccioén

coddbn-anticodén es importante. A continuacidn, mediante
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Figura 29.- Mecanismo de ediciftn

El esquema representa 21 mecanismo minimo por
el cual el aa—tRNA es incorporado a una cadena de proteina
que se estd sintetizando. RS, ribosomas; pep—-tRNA,
peptidil—-tRNA.
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un proceso llamado de "proofreading o edicién, se produce
una segunda etapa de control destinada a verificar si el
aatRNA unido es el correcto. Asf, el aatRNA es aceptado
incorporandolo a la cadena de protefna naciente (kKgd), o se
disocia del ribosoma (K4) (Thompson, R., 1788; Thompson, R.
y col., 1986; Thompson, R. y Karim, A. M., 1982). De este
modae, en ecsta segunda etapa se corrigen todos los errores
cometidos en el primer paso de reconocimiento (Hopfield, J.
J.y 19743,

Sin embargo, una disminucién en 1a wvelocidad de
hidrélisis del GTP produce un aumento considerable en 1a
fidelidad para discriminar entre un complejo ternario
correcto ¥ uno incorrecto (Thompson, R. ¥ Karim, A. M.,
1¥82). Por otro lado, la constante de velocidad para ia
hidrélisis del GTP »y la disociacién del EF-Tue+«GDP esta
determinada exclusivamente por la interaccién del EF-Tu con
el ribosoma ¥ es independiente del aatRNA, en contraposicién
a la fuerte dependencia de la naturaleza del aatRNA que
determina el valor de la constante de wvelocidad para la
discciacion del complejo ternarioc del ribosoma (Thompson, R.
y col., 1988).

Una mayor fidelidad en la traduccidn implica
necesariamente una menor velocidad de sintesis de proteina
(Thompson, R. » Karim, A, M., 1982). Sin embarge, al

aumentar la actividad GTPasica disminuirfa el tiempo
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empleado por el sistema para el perfodo de reconocimiento
inicialy provocando un aumento en la wvelocidad de 1la
sfntesis. Ademids, esta mayor hidrdlisis del GTP <e traduce
en que el EF-Tu«GDP ce disocia més rapidamente del ribosoma,
con lo cual la etapa de ‘"proofreading" serfa la dnica
instancia de control en 1a fidelidad de la traduccidn con lo
que la fidelidad serfa menor.

La fidelidad tiene un costo definido para la célula en
términos de wvelocidad {(Thompson, R. C. y Dix, B. D., 1982;
Thompson, R. C. ¥y Karim, A. M., 1%82) o de eficiencia
(Bohman, K. ¥ col., 1984) de la sintesis de protefnas. Asi
es concebible que la célula pueda encontrar wventajoso
alterar 1a fidelidad de 1a traduccién para obtener un
balance de wvelocidad y fidelidad que le permita adaptarse =a
las condiciones ambientales. En este sentido es importante
recalcar que el EF-Tu b4 los ribosomas =2 modifican
post—traduccicnalmente, por lo tanto no es diffcil imaginar
que 1a N-metilacidén que sufre el EF-Tu podrfa estar jugando
un papel en la capacidad del factor de formar el complejo
con el aa—-tRMNA, los ribosomas ¥ el mRNA de modo de facilitar
la hidrélisis del GTP.

La mayor actividad GTPasa observada en este trabajo
explicaria en parte que se produjera una menor fidelidad en
la sintesis proteica durante 1la +ase post-exponencial del

crecimientc de la E. coli. En la etapa logaritmica de
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crecimiento los microorganismos se encuentran en activa
sintesis de protefnas y es precisamente en este perfodo,
cuando se requiere gque 10os mecanismos de control de la

fidelidad de la traduccién funcionen mis eficientemente.
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4.4.—- Conclusiones

1. Los estudios comparativos de la metilacidén del factor de
elongacién EF-Tu en distintos organismos nos indicaron un
cierto grado de conservacidn para la metilacidén del +factor
de algunas bacterias y de los cloroplastos, lo que sugiere
Junto con datos obtenidos previamente en nuestro laboratorio

un posible papel importante para la metilacidn de las

protefinas del aparato traduccional.

2. Desarrollamos varios sistemas para estudiar la metilacion
in vitro del EF-Tu de E. coli. Con e#stos sistemas se obtuvo
por primera vez la sintesis eficiente ¥ la metilacidn del
EF-Tu. Ademéis, estos sistemas permitieron poner en evidencia
la metilacidn in vitre del factor EF-Tu de cloroplastos de
E. gracilis y asegurar la presencia de metiltransferasas de
EF-Tu en E. coli y en cloroplastos. Estas metiltransferasas
no pudieron ser caracterizadas en detalle debido a su alta

inestabilidad.

3. Encontramos diferencias significativas en la velocidad de
degradacion por tripsina de las preparaciones purificadas de
EF-Tu de E. coli metilado ¥y submetilado. Estos resul tados
sugieren que la metilacidén de la lisina-56 del EF-Tu, que se
encuentra en una regidn expuesta de 1a molécula, protegerfa

a la molécula del ataque proteolitico. Esto
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indica una posible funcién para la metilacidén del EF-Tu »

posiblemente de otras protefnas.

4. Al medir la velocidad de disociacidén de los nuclebtidos
GDP ¥ GTP en las distintas preparaciones de EF-Tu, esta
parecid no estar efectada por la metilacién. Sin embargo, la
actividad GTPasa, que presenta el EF-Tu estimulada por
aatRMNA en presencia de Kirromicina, se encontré
significativamente aumentada cuando el EF-Tu eztaba
metilado. Este efecto de la metilacidn scbre la actividad
GTPasa del EF-Tu podrfa tener una importancia fisioldgica
para ia bacteria, ¥a que la actividad GTPasa esti
directamente correlacionada con la fidelidad en el proceso

de traduccidn mediado por los ribosomas.

9. Finalmente, 10os estudios iniciados en esta tesis se
podrin ampliar empleando mutantes condicionales para la
actividad metiltransferasa, para la obtencidén del factor
EF-Tu no metilado, o bien técnicas tales como la mutacidn
sitio dirigida para obtener diferente preparaciones puras de
EF-Tu que no contengan la Lis-54 metilada. Por otra parte
serd de interes establecer en forma detallada mediante
experimentos cindticos la funcién que la metilacidn del
factor EF-Tu puede tener scobre la +fidelidad durante el

proceso de traduccidn.
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