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FtE§UMEN

Durante     el      proce5c}     de   madurac:i6n   mei6tit=a  de

lc]5     ooc:itc)a     de     XenopL`5   laevis   ,   se   ob5erva   una   activac=i6n

dE       la       sfntesi5       prote'it=a       qua       aparentemente     estar{a

relacionacla     a     L`n  proceso  de  fosforilacicln-desfosforilac=i6n

de       protefnas     c:elulare5.     La     regulac:i6n     de     la     sfntesi5

prot6ic:a          en          este          prc}cEEc)          se       ejerc:E        a       nivel

P ost -t r an 5c: r i p c: i c}n a i .

F.or      otra   parte   5E  conoc:e   {Oc:hoe,1983),   que   En

reticulc]c:itc]s     c:arentes     dE  hemina  a  en   E€lulas  tratadas  c:c]n

interfer6n,     la     5i'ntesis    prot€ica  Es  regulada  par   medio  de

la     fo5forilaci6n-des+osfc}rilaci6n     c]el   factor   dE   iniciac:i6n

='   clE   la  5fnte5is   prc]t€ica.

Eon      el   f in   dE   estudiar   L`n   pc}5iblE   met:anismc3   de

regulac=i6n      de     la      traduc=c:io`n     en   lc]s   c}oc:itos,   a   travE5   del

fac=tcjr      elF2,      sE     reali=arc}n     los   Estudic}5   qua   se   rEsdmen   a

c: c)n t i n uac: i 6n

5e       purl+ic6     el     fac:tor     EIF2     de     ovario     de

Xenopu5     laEvi5,   per   dcl5   m6tc)dos  dif erente5   A   y   a.   El   m€todo

A     inc:luyct     c:rcimatograf {a5   en   DEAE-celulosa,   f osft]c:elulc]sa   y

heparina-sefaro5a,       5eguido       de    una     centrifugac:i6n     en
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gradiente     de     9lic:erol.     De     e5ta  pu`rific:aci6n   se  obtuvo  un

fat:tor     elF2     que     constaba     de     dos     subL`nidacle5,     de     peso

mc}leculai-      3S.C}C)(:l      y      51.0(-JrJ.       El       peso   mc}lec:ular   del    fac:tc}r

nati`+a   determinaclc]   En   gradiente   de   glic:erol,   fug   de   9C).CIorj.

La     purific:ac:ic}n   a,   se   realiz6  partiendo   c]e   una

homc]genei=ac=i6n      del      tejido     en   pre5Encia   de   benzamic]ina   =.Ct

mM     corl   el   c]b_ietivo  de   inhibir   la   act:i6n   prc]tec]li'tica,lo   que

nc}     se     realiz6     en      la     purific:acic'}'n     A.      Esta   purific:ac:ic'in

inc=luy6        ac]em:a      cromatc}graffa.a     en      ca.rbc]:{imetil-§ephade>{,

hEparina.     5efaro5a     y   DEf}E   celulosa.   DE   e5ta   pL`rif icaci6n   se

obtuvo       i`n       i actor     elF2     cle     tre5     5ubLmidadE5     de     pesos

moleculares      I.a.t)C){-J,       5(:).fJt:t¢      y      52.(:l{)(:t.       La.   iclentidacl   de   la

5ubunic]ad      de      =.a.r.}Ot:I      daltc}n5      coma      5ubuniclacl   o{  y   de   la   de

5(moo     daltons     c:omo     la     subunidad    A     se     c:onf irm6  por   la

c:apac:idacl      de   la   protefna   quina5a   de   rEtic:uloc:itos.   regulacla.

par      la      prE5Encia     de     hemiriag      y      esF}Ec:1'fic:a      para     elF£-o{

(H[.IJg      de     fosfc]rilar   la   primers   y   de   la   ca5e{na   quinasa   11

dE      a.v.aric]      dE      fosfc]rilar      la      5egL`nda.      La      c]i+erenc:ia   mag.

relevantE     eiitre     E5tos     dos     fac:tore5     elF=  es   la  presEncia

de      la.      5ubi`nidad    4,    de   5t:}.{:}C}I:}   c].    en    la   Dl`rific:aci6n   El   y   la

ausEnc:ia     cle     €5ta     en     la     purificac:i6n     A.      E5tE  re5ultadc]

c:ontribuye     a    esclarec:er       una  discrepancia  E!{istente  en   |a

literatL`ra     5obre     el   nL'`mero  de  5ubunidacle5  presentes  en   log
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i actore5     dE  iniciac:i6n   =  de  eucarionte5,   y  apoya  la  idea  de

que   la  5ubunidad 4  e5  espec:ialmente  sensible  a  prote61isig.

LOB     e5tL`dio5     de     interac:cign     del   f ac:tor   elF2

con     nuc:le6tido5     de     guanina,   6TP   y  GOP,   indic:aron   que   e5te

t.ierie     uns     af inidad     par   6DF.  5rJ  vet:es  mayor   que   par   6TF'.   La

[::.D      calc:ulada      para      GDF'      fug      de      7,2>:1Cl-8      M   y   pare   t3TP   de

=.,a;<1C}-6.         fidem€5        se        enEontr6        quE        el         {ac:tor      elF2

purif icadc}     ten€a     GDF'      fuertemente     L`nic}o     en   un   4(:)./.   de   Bus

mcl].gc:Ltlas.      Estc]5      re5ultadcJs     sugiErEn      la     net=e5idac}   de   la

E}.:i5tenc:ia      clE      L`n      mecarii5mo      cle   rec:ambio   de   GI}P   pc]r   6TF`   en

lc]s     Doc:itc]s,      que     permits   el   furicicJnamiEntc}   de   la  sfntesis

prc]t€ic:a.      Esta     idea     estg     apoyada     par     e:.:perimentos     qua

demcls+_rarQn         que      en      presencia.      dE      Mg+2,      lag      frac:c=ionE5

c:rutjas     dE     elF2      irlterc:ambiarl      GDF.      unido     par      6DF'      1ibre,

mieritra5     qi`e     la     fracci6n   mag  pure   nc}   E5   Eapaz   de   realizar

este   intercambio.

5E           ana.1iz6        tambie`n        la        intErac=ci6n        dE

di{Erente5     an€1Dgos     de     guanina     con     el      i ac:tc}r      elF=.    Al

estudiar      la     capacidacl      de     estc}s     an61c}gc]5     de      inhibir   la

fc}rmac=ign           de           c=omplejo        binario        elF=-[3-H]-BDF',         se

enc=ontr6     que     lc}s     an£1ogo5   con   modif ic:aciones   en   la   ribct5a

coma        2'5'-dialdeh{do        GOP         (06DP),      2'3'-dialdEhfdo     GTP

(ot5TP)  ,      y   el   dinuc=le6ticlo   pppt3pt=,   mantEnfan   cierta   afinidad

c:on  el   f actor   elF2.

XV



Comparativamente     la     af inidad  relative  de  ellos  Es:   ppp6pC>

GTP=dGTP:.+OGTP.         A     5i.i     vez      el      o6DP     mostr6     una     afinidad

relativa     menor      que   GDF'.    La5   mc}c]if ic:acic}nes   En   la   cac]ena   de

fo5fatc]5     rEvelaron     que     la     sustituci6n     cle     L`n   c»:fqenct  en

posici6n   4     par     un     azL`fre,   para  formar  6DP-P-§.   c:ausa  uns

disminuc=i6n      clE   la   af iniclad   del   BDF'.    Sin   embarc|o   c:L`anc]o   e5ta

sListituci6n     5E  realiza  en  po5ic:ion   }  .   para  formar   6TP-*-§.

el     efecto     e5     c:ontrario  c:aLisandcJ   un   aumento  de   la   af inic]ad

del      GTP.      A  5Li.   ve=   el   t3DP-P-F,   que   posee   uns   caraa   negativa

menos     que     el      GOP,      mue5tra     una     af inidad   menor   que  t3DF'   y

BOP-A-§.         El         t3MF'.P(NH}P,      par      citra     parte`      muestra     una

af inidacl        mEnc]r      que     BTF'.      Uns     modif icaci6n     en      la     base

nuc:leotfclica     coma   la   metilac:i6n   en   la   Dosicic]'n   7.   di5mini`ye

completamente     la     af inic]ad     dE  elF2   par   EstE  nuclE6tido.   La

af inidac]     rElativa.     dE  estc}s   an€loc]o5   de  guanina.   e5   similar

al      e5tudiar     la     formaci6n     clel      c:omplejc]     ternario  par   lc]s

an;1ogc]5     c]e     GTP,      a   la   inhitJiEi6n   dE   esta   reac:ci6n   pc}r   log

anflogo5     de     GDP7   siendo   lo   mag.   relevaritE   la   clisminuc:i6n   dE

af inidad     del      ppp6pC     en   la   formaci6n   de   c:c}mDlejo   ternaric].

En     re5i'imEn      la     a+iniclac]     rElativa   cle   e5tc}5   nuc:lE6tidc]5   es:

6DF':>      6DF'-/~§:3.      OGDF.:S.      6TF.-}-§:::.      Gnp-P-F:3.   pppBpC:i   BTP=   d6TP:>

BMF'.P(NH}P::i    OBTP:>;L    7mBDF'.
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En     relaci6n     a     log  e5tudit]5  realizadct5   c:cin   la

fc]sfc]rilac:i6n        de        elF2,        5e     puede     dec:ir      clue     HCI.      Ia

protefna       qi`ina5a       de    reticulocitos    e5pec:i'f ica    pare     la

subunidad     a(    del     factor   elF2,   fosforila  la  subunidad   a(  del

factor     de     ovaric],     proveniente     de     diferentE5     etapas     rlp

purif ic:aci6n.      Ac]em€5   al   microinyEc:tar   esta   protel'na   c]uina5a

{Ht=I}       en      oc]c:itc}s,    se   via   uns.   disminuc:i6n   de   u`n   40   a   5C)./.   de

la  sfntesi5  prc}tfica.

Esto5            resultadc]s         gugeriri'an         que         la

fosforilac:i6rl     del      fac:tor     elFz     podri'a     ser     un     mEcani5mo

regulatorio     en   la  si'nte5is  dE  protei'nas  c]e   lcts  c}oc:itos,   sin

Embargo     no     fug     po5j.ble   .detec:tar     L`na   prc]tei`na   quina5a  en

e}{tra.=to        dE     ovaric}     que     fuese     c:apa=      de     fosfc}rilar      la

sL`bunidacl   c{  del   f actor   hom61ogc].
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§uMMAFtY

An     increase  in  protein  5ynthe5i5  is  observed  during

the     process   of   meic}tic   maturatic}n   of   XjEppE±±Ls   |a£±£15   0c]cyte5

which   apparently   i5  related   to  phci5phorvlation-deDhc]5I]horyl-

ation     of     c:eli`lar     prc}teins.          The     rec]ulation     of   protein

Synthesis     during     this     Proc:e55  oEciLrE   at   a  Dc)5t-transc:rip~

tional   level.

On     the     other     hand,   it   is   tr.nown   that   in  heme  defi-

cient     reticulocyte5  or   in  interferon  treated  cells.   prc]tein

5yrithe5i5     i5     regLilated   through  the  phcJ5phorylation-depho5-

phctrylation     of     the     protein     5ynthe5i5  initiation   fat:tor  2

(elF2)  .

The   5tuc]y   described   belcn.I   wa.5   carried   c]ut   with   the

aim     of      I.`nder5tanding      the   po55ible   mechanism   of   rEciulatic]n

of   the  translation  prc}c:e5E  by  the  EIF:  i actor   in  oocyte5.

Ovarian     initiatic}n     factc]r     elF2     was     purif led     bv

two     metric]d5,      a   and   a.      method   A   included   chromatoaraDhv   on

DEf`E-cellulose,        phc]5phoEelliilo5e     and     heparin     §et]harose.

follciwed     by  centrifugation   in  a  Qlycerol   c]radient.     Bv  this

method,     a     preparation     of     elF2  was  c]btained   which  had   two

subunit        of      I.8,0{-JO      and      51,OC}CI      molecular      wFinht..            Thp

xviii



mi]lec:ular     weight     c]f     the     native     i ac:tor     a5  dEtermined  by

91yEerc]1   gradient   was   90,rJOC}.

F'urif ic:ation        by       MEthcJd     E     was     carried     c]ut     by

perfc}rming     the     initial     hc]mc}gEnization  of   the  ovary  in  the

F}re5En[E     tJf      EI:}      mM     bEn=amic]inE,      with      the      intEntic}n      of

inhibiting     protet]1ytic:     ac:tivity,     which     i5  in  c=cJntrast  tt]

thE     prc][EdurE     u5Ec]      in     MethcJd     f}.         ThE  purification   al5c]

included        Ehromatc}graphiE        separations        c]n     t=arbcJ}{ymethyl

§ephadE:i,      heparin     §Epharc]5E  and   DEfiE  c:ellulc]5e.      With   this

mEthc3d,      a     preparatic]n     of      EIF=     was     c]btainec]     which     had

threE      5ubunit5      of       =iB,I:)C}rJ,       5{:lncIcll:I      and      5E,C}C}{:I      mc]leEular

weights.         The   idEntif iEatic]n   t]f   trle   3B,OCIC}   mc]1ec:ular   weight

5uburlit     aE     subunit      c{      and   c]f   the   5rJ.OC}rJ  mc]1EEular   wEiaht

5ubunit     a5     the     P    subunit  was  Established  by  the  c:apac=ity

c]f        the     rEtic:uloc:ytE     prc]tein     kinasE     5pEEif ic=     i c}r     EIF2

{H[I}      tc3   phDsphc}rylatE  thE  f ir5t   and   the  cat]ac:itv  c]f   ca5Ein

prc]tEin   kiria5E   11   c]f   cJvary   to  pho5F]hc]ry|ate   the   sEc:and.

The     mc]5t     rEIEva.nt     differenc=e     bEtwEErl   the  faEtc]rs

obtairied      by      triE   twt]   methods   i5   the   5Cl,t]{]{=)   ITlc]1Ec:ular   weight

5ubunit,     prESErit   in  F}rEparatic}n  a  but  absent   in  prEparatic]n

fi.             These     results     c=cJntributE     an     a;{planaticJn     fc]r     the

discrepancy    whiEh     Exists     in  the  litEraturE  c:oncErning  the

rlumber     c]f     5ubunits    present     in     the  eukaric}tic:  initiation
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fac:tor     and     also     si`pport     the    Proposal     that  SL`bunit  f  i5

especially  Sensitive  to  proteoly5i5.

Studies     on     the     interaction     c}f     the     f ac:tor     elF2

with     the     gi`anosine     ni`c:1eotides  6TP   and   GDF'   indicated   that

the     factor   has   5C)  times   mc}re  a+f inity   fc}r   6DF'  than   ftjr   GTP.

The     h:D     c:alculatec]      for      6DF`      i5   7.I   `rf    lo-BM   anc]   for   6TP   is

3.a     >{      1{:I-6M.            It      was     alsc}     c]bservec]   that   purif ied   elF2

has     6DF'     tightly     bound      tc]     4CJ./.     of      its   mc]lec=ules.      These

results     sL`gge5t      the   need   c}f   a   mec:hani5rri   c]f   exc:hanaE   of   BI}P

for     GTF'     in     thE   oot=yte  which   would   allow  Drc}tein   svnthesis

tc]     c]ccL`r.      This   idea   is  Supported   by  the  demc}nstratic]n   that

in        the     presence     of     Mg+2,      crL`de     preDaration5     c}f     elF2

permited      a.,`{change      of      bc)urid      t5DF.   with   unbound   GDF',   whereas

suc:ri      E:{c:hangE     was     not     c]bserved     with     the     more  purified

fraEtion5.

The     iriterac:tion     cJf     different     analogs     cJ+   t]uaniriE

with      EIF=     was      al5c]     analyzecl.            The      c:aDacitv      c}f      these

arialoqs     tc]      inhibit      t.hE     fc}rmatiorl      c]f      the   binary   cc]mple:i

elF2-[3-H]-BDF'     was     te5tEd     and     it     was     observed   that   the

analc}g5     with     mc]dif ications     in     the  ribosE  moiety  maintain

some       aft inity       fc]r     the     elF2     fac:tor.          Their     relative

a{inity      was      as      +allows:    pppGp[::*GTP=dBTP}oBTF'.       f}lso.   OGDF.

shc]wed     le55     relative     aft inity  than  6DP.        Modif ication  of
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the    phosphate    chain     showed    that     the    si`b5titution  o{   an

O}!ygen     in     Po5itiori     f       by  a  Sulfur   atc}m,   to   fc]rm  GOP-i-§,

cau5ec]        a     dec:rease     in     aft inity,     with     respec:t     to     GTP.

However,     when  this  5ub5titution  was  in  position   } ,   to  form

6TP-a-S,     the     oppc]5ite     effect     of     inc:reased  affinity  was

observed.           In     addition,   GOP-P-F,   which   po5se55e5  orle   le55

negative     charge     than   GOP,   5how5   less   aft inity   than   t5I}F'   and

GDF'-P-a.            E"F'.F.{NH)F',      c]n      the     other      hand,      shows      less

aft inity     than     6TF..         A   mc]c]ific:ation   a+   the   nuclec]ticlE  base

by     methylaticJn      in     pc]sitic]n     7,      c:ompletely     clec:rease5   the

aft inity     c}f     the     +ac:tor   for   this   nuclec}tide.      The  relativE

affinity     of     these     guanine     analc}g5     i5     similar     when   cane

studies     trie     fc]rmatic]n     of   the  ternary  complex   with   analogs

o{      BTF.,      c}r     the     iriibition     cJf   this   reac:tion   by   analogs   c}f

GDF.,      the     mc]st     relevant     being   the   c]ec:rea5E   in   affinity   of

pppGF}[.      iri      the      fc}rmation      c}f      the      ternary      I:omple}.:.             Irl

5umma.ry,     the     relative     aft inity  c]f   these  nuc:leotide5   is  as

fc:illows£       BDF'.       GDF'~P-§::.      oBDF':3.       BTP-}-S:::.      BDF'-fF:::.   ppp6p[.:>

6TF.=    dGTF.:::.    GMF..F'(NH)  F'..::.    oGTF':>.:>    7mGDF'.

In     relation  tc]  trie  studies  carriEd  out  on  the  pho5-

phorylatic}n     of     elF=,          it     is  c:1ear   that  the  retic:ulc]c:yte

protein     kina5E     whic:h     is     spec:if ic     fc]r     the   c*   subunit   of

reticuloc:ytE     elF=,     phosphorylate5     the     o{      subunit  a+   the
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c}varian     initiation     fat:tc]r    obtainEc]  at  different  stages  of

purific:ation.           In     additic]n,      upon     micrc}injectic]n     c}f   the

protein      kina5e      {H[I)    into   cJc]c=yte5,   a  dec:rease   tJf   4C)  to   5C}%

in  protein  5ynthEsis  was  ob5ervEc].

These    results    Suggest    that  the  phc}Ephorylation  of

EIF=     fat:tor     c:oulc]     cc]nstitutE     a     regulatc]ry  met:hanism  for

prcJtein     syrlthe5i5   in   c)oEyte5.      HCJWEVEr,   it   was   nt]t   F)055ible

to     c]Etec:t     a     protein   kinasE   in   e}{traEts  c}f   c]vary  which   was

ablE     tc]     pho5phc]rylatE     the      o{      subunit     of   the  hc}mc31ogc]us

f ac=tt3r I

XX||



I NTR0l}UCC I 0N

Lag     caliilas  germinale5,   en  contra6te  c:on   lag

c:€1ulas     sc]m:tic:as,     retienen     su  tcitipotencialidacl   a  trav6s

dE     la     vida     de     i`n      inclividLio.      Sin     embargo   ellas   tambi6n

pueden       sufrir     diferenciac:i6n     y     convErtirse     en     c€li`la5

altamentE     e5pec:ializa.da5   cc]mc]   c:ualciuier   c6lula   somstica.   En

log     oc}c:ito5     e5ta     cli+erenc:iaci6n     comienza     en     etapa5   muy

temprarias     c!E      la     vida,      eri     el   proc:e5c]   clenc]minado   mei65is,

antes     de     c:omenzar      el      crec:imiento     c:Elular.   El   proc:ego   c]e

mei6si5     ocL`rre     en     dos  etapa5:   la  primers,   durante   la  c:ual

e]`     oc]cito     llega.  hasta   la   etapa  cle  pro fa.5e   I,   y   la   segunda,

llamac}a.     madiiraci6n      mei6tiEa   que   oELirrE   Euando   el   ooc:ito   ha

alc:ar,=adc]      5u.      mayc)r   tamafic}   clentro   del    ovario    (estaclc)   VI}.En

anfibic]5     el      proc:e5c]   de   madurac:i6n   e5tg   Elar-amentE   clef inidc]

siencjc]     1a     continuac:i6n   de   la   meic']`5is   hasta   la   metafasE   11.

EstE      prc)cesc]     es     estimuladc}     f isiol6gicaITientE   pc]r   hormc)nag.

proveniEntes       de        la     gla'ndula     pituitaria.      Ej|    ±£i±£g,      1a

macluraEi6n      E5     estimLilada     par   hc}rmonas   peptfdic=as,   comc)   la

gonaclotropina     cori6nit:a  humana  y  la  hc]rmc}na   luteinizante,   y

par               hormc]nas       e5teroidales,     comc}     la     proge5terona.La

madurat=i6n     invo].i`c=ra  una  serie  de  proc:egos   que   requieren   de
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una     alta     regulaci6n,     y   que  cc}nstituyen   la  prEparaci6n  del

ooc=ito  pare  la  posterior   fec:undaci6n  y  divisi6n  celular.

§egdn        lc}s        e5tudios     relac:iclnados     cc}n     el

efec:to     de     la     proge5terona     en     la  mac]urac:i6n   meic}'tic:a   del

ocic:itc]     de     Xenoi]us     laevi5,      e5ta  hormc]na   ac:tuari`a   5obre   la

membrana             del              cioEito          inhibiendc]           la          ac:tividad

adenililcic=lafica       ahf        pre5ente.        E5to       producirfa     uns

disminuc:i6n     de     lc]5     nivele5     de     camp     que     serfa   en   parts

respon5able   de   la   inducci6n   c]E   la   madL`rac=i6n   meigtic:a.

El      estucliar   lc}s   met:ani5mcJs   molEc:ulares   de   la

madurac:i6n     mei6tic:a     e5     de     muc:ho     intEre's,      ya     que  es  un

proc=eso     c]E     gran   similitud   cc}n   la   divisi6n   c:elular   y   par   lo

tantc]     c:onstituye     i`n   gran   aporte  al   estudio   de   log  prc}c:esc]s

bit)1ggic:os"

Pars        estudiar        el      prc]Ee5o     clg     madurac=ic5n

mei6tic:a,      el      ooEitci     de      Xenopus 1aE\fis     ofrec:a     c]ivErsa5

ventajas     coma     su     gran     tamafic„    1,I   mm   de   dia'mEtro,1o   clue

permits     una     ficil      maniF}ulac:i6n      en      comF}arac:i6n      I:on      lag

c€lula5     sorriftic:as.      AdEma`5,      5u   tamafio  a+race   la   ventaja   de

poc]er        mic=rc}inyectar     diversas     5ustaricias     y     estL`cliar     su

ef ec:tc]     en     el      proc:ego     de     madurac:i6n     meit5tica.   Aden:a   el

ovarict     cle   £§_r]=_Q_a_ue   laEvis   pc]see   oc}citos   de   di+erente   tamaao,

lo     qua  permitE  el   estuclio  de  divEr5Ds  proce5cJs  c:Elulares  en
.

oocitc]5  en  difErEnte  etapa  de  la  oogenesis.
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Par     esta5     razone5  la  madurac:i6n  mei6tica  de

log     c]ocito5     ha     side     ampliamente     e5tucliada     en     diversas

e5pec:ies,      ya     que     c=on5tituye     un     exc:elente   moc]Elo  para  el

E5tudio  de   la  regiilac:i6n   de  diver5os  proce5os   i isiol6gic:c}E.

I.LA   MAI}lJRACI0N   llEI0TICA   EN   00CITO§   DE   Xenopus   laevis

A.   Papel     de     log     nucle6tido5    cfclicos     en     la     maduraci6n

mei6tiEa   cle   oc)c=ito5   de   Xenoou51aevis

Uns        serie     de     e`t{perimentc]5     realizados     en

relac:i6n     con     log     niveles     dE     c:AMF'     durante   la   maduracio'n

mei6tica      del       c)c]c=itc]      de   X__eri_E!_Eg__g   laevi5,    hen   demo5tradci   que

estc}s      disminuyen      entre     un   4C}   y   Lm   6t:t-/.   En   lag   primeras   clc}5

hora5        luego       c]E     agregar     la.     progeftercJria.      Log     nivele5

nc]rmaleE     de     c:AMF.   se   reEupEran   entre   lag   4   y   la.s   5   horas   de

inic:iado      el       prc]c:esc]      de      madurac=i6ri       {Morril       y   I:c}l.1977,

Bravo      y      cola    1978   y   Maller   y   c:c}l.1979).    La   di5minuc:ign   de

log     nivele5   de   c:f}MP   se   debe  probablementE   a   la   acci6ri   de   la

proge5terona,      ya     qua   ha   5ido  dEmcistradc]   pc]r   Jorclana   y  col.

(1981},      §adlEr      y      Maller       (1981)      y      Finidc]ri      y      Lepic:ard

(1981},      qua      ccJnt=entrac:ione5     fi5ic}16gic:a5      de   esta   hc]rmc}na

producen         uns         inhibic:i6n         de        L`n         4{:I        a        i`n      5C}%     en
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la     actividad   de   la  aclenililcic:lass  de  membranas  aislac]as  de

ooc: i t a ,

Cctn     el      f irl     de  relacionar   la  di5minuci6n   de

lc]s     niveles     de     c=AMF.     y     la     madurac:i6n      mei6tica     sE     hen

reali=ado     iLna     serie     de     estitdic}s      qLie     hart      llevac]c}   a   lc}s

siguiEntes  hallazgc]s:

a)En      relaci6n     a      la     adenililc=ic:1a5a   5e   ha   enc:c}ntrado

clue     la     tc]>:ina  del   c61era,   que   activa   a   esta  enzima.   inhibE

la     madL`rac=i6n     del      ooc:itc}      indL`c:ida     par      la     progesterona

{5chc]rderet-§latl.`.ine   y   c:ol.1978)  ,

b}algL`nc]s     compuEstos     qua   inhiben   a   la  fosfodiesterasa

dE     nucle6tidos     c:1'cliEc}s,      comc}     tec}filina      ,      papaverina   y

metil-i5c]bL`til-;{antina,        ITianteniendci        de     esta     forma     log

nivele5     cle     c:AMF.     altos,      inhiben   tambi6n   la   maduraEi6n   del

ooc=ito   indL`c:ida   par   horITic}rla,    (Bravc}   y   c:ol.1978).

Comc)      ha      5ido      ampliamEnte   estuc]iac]o   el    cf}MF`

ejercE     5u  act:i.6rl   eri   la   c:Elula  a  trav6E   de  protEfna-quina5as

deperidiente5     de     estE     nut:1e6tido.      El      c:AMF'   ac=tda   sc]bre   la

protEfna-quina5a     urii€ndosE     a   la  5ubunic]ad   reguladora  de  la

holoenzima     y     produc:iEndc]  su  disoc:iaci6n   en   dos  subunidades

reguladoras  y  dos  5uburiic]ades  catalftica5  activas.
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Log       halla=gos       qite       involucran       a     estas

protei'na-quina5as  en   la  maduraci6n  meigtica  son:

a}la     mic:roinyec:c:i6n     de     la   5ubunidacl   catali`tic:a   c]e   la

prc}te{na-qi`inasa   dependiente  clE   c:AMF',   en   ooc:itc)a,   inhibe   la

madurac:i6n     indi`cida     par      la   prcigesterc]na.    (Maller   y  k:reb5,

1977)

b}a        sL`        vez         la        mic:roinyec=ci6n      de      la     subunidacl

rEguladora       de        esta     mi5ma     protefna     quinasa     inc}uc:e     la

madL`rac:i6n,      en      au5Enc:ia      de      prc]ge5terc}na    {Maller   y   I:::rebs,

1977),      igual      clue     el      inhibidor      e5pec:ffic:ci     de   esta   mi5ma

c|i`ina5a.  (Hut:hon   y   cc]l.19Bla).

c:)5e     ha     de5crito     la     preserlc=ia   cle  protefna  -quinasas

dEPEndiente5     dE     I:f}MF'   En   El   oocito   qua   sufren   cambic]s   en   su

ac:ti\Jidacl      durante      la      madurac:i6n       (C]'Corinor   y   Smith,1979;

Flocl:art   y   Corbiri   198:')

d}fj.nalmEnte      tambi€ri     en   rElaci6n   ccJn   la   fo5fc]rilac:i6n

y     de5fo5fc]rilac:i8n     clE     protel'nag,     se     ha     de5c:rite     que  el

inhibiclor-1      espeEl'fic=c}     pars   la   fosfatasa  de   tipc]   I,   inhibE

la.     ITiaduraci6n      induc:icla      par   la   prc]gestErona    {Huchon   y   cc)1.

I. 981 b )

De       e5ta       +orma     se     ha     propuestc)     qua     la

di5minuc:i6n      de   lc]s   nivele5   de   cAMF',   prc]cluc:ida   par   la   ac:c:i6n

hormc]nal          estar fa          i nvol uc:rada          en       un       prc]ceso       de
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de5fos{c}rilaci6n     de  protefna5  relacionada5  con   la  induc:ci6n

de   la   maduraci6n   meigtica  en   log  Doc:itos.

B.Fos{orilac:i6n    y    de5fosforilaci6n  de  protefnas  durante  la

maduracign  meio'tica

Log     primeros   estL`dios   realizadc]5   en   relac:iE;n

a      la      fo5fc}rilac:i5n      dE     prc}tefnas     en   c}cic=itos   indicarDn   un

aumento     de     la     fc]s+c}rj.Iac:i6n      inclucida     par      la   madurac:i6n

mei6tica      (Horril      y   Murphy,1972).   Fosteriormente     estudios

reali=adc]s     par     MallEr     y     I:erhart    {1977},   mc]straron   qua   el

aumento     de     la     fosforilac:i6n   c=omen=aba   clesF}ues   de   lag   tres

hc}ras     de     agregar     la     ric}rmona     a     log  Doc:ito5  y  tres   horas

antes   c]e   la  rupture  de   la   ve51'c:ula  germinal.

uria     c]E     lag  c:aracterl'stic:as  mag  interesantes

dE     la     maduraci6n     meigtir.a     E5     1a   aparici6n   de     un   fac=tor

prot€icc)      c:itc}pla5m:tic:a,    llama.dcJ   MF'F,   factor   prc]motor   de   la

madurac:i6n.      EI      MF.F      aparEc:a   jLi.5tamente   despLi.e5   de   lag   tres

hc]ras      de      i.riducir      la   mac]L`raci6rl   clel    c}c]cito   par   hormorlaE,,    y

ha     sidc]     pa+c:ialmente      purific=ado   par   Whu   y   Berhart    (198(:)).

El      mFF      inc]uc=E     la     madurac:i6n     erl      oocitos   crec:iclos   al   5er

microinyec:tado,     disminuyEndo     el      tiempo     de     ruptura  de   la

vesfcula  germinal   de  a  a  4  horas.

Cc]mo     se     ha     vistc}     qL`E     el      aumento     de     la
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fo5forilac:i6n     dE  prc}tel'nas  dL`rante  el   proceso  de  madurac:i6n

cc]incide     cc}ri     la     aparici8n   del   MF.F,   5e  esti`di61a   relaci6n

Entre       estos       dos       f en6mEnos,        y       se    enc:ontr6     que     la

microinyec:c:i6n     de     MF.F     En      log     oocitos     cau5a     un   a.umento

inmediato     de     la   fc]5forilac:i6n   de  protei'nas   (Maller,1977).

La     purif ic:ac:i6ri   dE   MPF   llevc'  finalmentE   a   la   c:onc=1usi6n   que

€5te       esta.       I:onstiti`fc}c)       pDr     varias     protei'nas     que     sc}n

5u5tra.tc]s     sL`sc:eptible5     clE     ser     fosforilac]05     a     protefna~

quinasas    {Whii.   y   Gerhart,19B(J}.

Lc]s     e5tl`dios     rEalizac]os     pcir     Maller    {1977}

revelan     aderri€s     qua     el     aumento     de     la     fosforilacio'n     de

prc]tei'na.5     oc=urre     s6lo   En   c}c]citos   con   capacidad   de   mac]urar.

F.or      ejemplo,   oc]c:itos   pec|ueFos   que   nc]   tienen   la   c:apaEic]ad   de

mac}urar,      ncj     pre5eritan      un      aL`mentc}     c]e   la   fosforilac:ign   dE

prDtEf na`E   al   5Er   e}:puesto5   a   la   progEsterona.

Lc]s     re5ultadcJs     obtenic±os   pc}r   Maller   y   Smith

(19B=i),         indic:an         ql_`e         El      aumentc}      de      la      fosforilac:i6n

prc]c}il.c=jdcj      durante      la      rrlac]urac=i6n      del      c)oc:itc]   involuc:ra   la

apariEi6n     de     nueva5     fc]sfoprotEl'nas   y  nc)  un   aumento  dE   lag

fc]Eforilaci6n  de  protefnas  ya  e}.:istente5.

§e     ha     intentado     identific:ar     log  su5tratc}s

que        se       fosfc]rilan     durante     la     madurac=i6n     del     oc]citc],

induc:ida     Fic]r     MF.F,      y     ha5ta     el      momento  el   dnic:a  su5trato
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ic]entific=aclc}     es     la     protefna     ribosomal   §6   (Nielsen   y   cc}1.

19E12).      Ac!Ema`s     sE     purific:6     a     partir   de   ovario   de   Xenc}i]us

laevis   una  prc}tefna   quinasa  c:apaz   de  fo5forilar   S6.

For     otro     lado,     fuertEs  eviclencias   {citadas

anteriormentE)           indi c:an          qua          1 a5          prc}tefna-qui nasas

dependiente5     de     cfiMP     y     la  protel'na  fo5fata5a-1   juegan   un

papEl      importante     en     lag  primera5  horas   de   la   induc:Ei6n   de

la        madurac:i6n,      previo     a     la     aparicic}'n     del      MPF.      E:stc)s

antEcec]ente5     han     llEvado     a  postular   qua  5e  reciuiere  de  la

desfc]sforilacign      cle     una{s}      prc}tei'na(5)      para      incluc=ir      la

+ormac=ign   del   MPF,   en   lag   F]rimera5   hora5   cle   la   madurac:ign.

I.§i'ntesi5    de    protefna5    en  el   oat:ito  clurante  la  oogE'nesis

y  la  madurac:i6n  meio'tica

L.c]s      estL`dio5      reali=ac]c]s      pc]r      Bolclen   y   c=c}l.

{19BC!.),       indican      qi.`E      la   totalidad   dE   lt]s   mF{Nfi   pre5entes   en

El      c]oc:i.tcl     crecic]o.      se     sintetizan   muy   temprano  durarite   la

oogenEsis     Entre   log  estados   1   y   =.   F.or   lc}  tanto   la   sl'ntesis

de     protefnas     5E     realiza     dLirante     la  c]c]g€nesis  y  hasta   la

fEc:L`ndaci8n,   a   partir   de   un   re5ervorio   de   mRNA.

Log     e5ti.`dio5     rEalizado5     en     relac:i6n     a  la

si'ntesi5     prot€ic:a     clurante  la  maclurac:i6n   indic:an   un   aumentc]

level      de     un     5(:I./.     dE     la  sl'ntesis  prc}tEic:a  durante   lag  clog

primeras     horas   de   la   inducci6n   hc]rmc}nal    (C}tero   y   c:ol.    1P7B}
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y     un   aumEnto  mayor   de  dc]5  veEes  a   lag  tre5  hora5  de  coloc:ar

la     hormona,   despuEs  de   la  aparic:i6n   del   MPF,   y   junta  con   un

aumento     de     la     fo5forilac:i6n     de     protei'na5.    {Eravc]  y  col.

1978,       Smith,       19E}l      y      Wasserman   y   c=01.1982).    Come   ha   sidc}

demostraclo     per      Was5Erman      (1982)      y     pc)r   Wasserman   y   Masui

(1975},     el      ai`mentc}     de     la     sl'ntesis     prat:ic:a,   que  c}curre

pc]steriormentE     a   la  aparic:i6n   del   MF.F,   no  es  necE5ario  pare

GIL.`E     ocurra     la   maduraEi6n   del   oc)Eito,   ni   para   el   aumento   de

la   fog+orilac:ign   cle   protei'naE   {MallEr   y   c:ol,1977).

Log       e5ti`dio5       realizadc]s       par     F`iEhter     y

col.  {198£)  ,      sugieren   que  el   all.mEnto   c]e   la   5i'nte5is   prc}tgica

prc]duc:ida     de5pu€s     de      la     aparic:i6n     del   MF.F   se   debe   a   L`na

iric=orporaci€ri         a     poli5oITlas     de     mRNf}      enmasc:arac]o5     en      el

c=itoplasma,      producie'ndose     la     traducci6n   clE   ellc)5.F'or   c}trc]

I.atjc)      Ftic=hter      y   Smith,     (1981},    sugiEren   quE   la   c=apac=idac]   de

tradijEc:i6n     eri      log     c]c)citos     esta     limitada     pc}r      L`n   fac:tor

intri'risEc:c]      dE      la      trac]uc=c=i6ri      di+ErEnte      del       mF{Nfi.      Estc]s

rl
autor-es     cibsErvarcin      que      al      micrcJinyec=tar      mPINfi   e:{ogeno   al

ooc:ito,      €ste     e5     Eapa=   c]e   compEtir   c:cJn   log   mRNA   end€genos,

prc]ducie'nc]ose     uns     inhibit:io'n     de     la     traduEc:i6n     c]e  €stos

i{1timo5.      La     si'ntesi5     prote'ica     neta     en     estc]5  Doc:ito5  nc}

varfa.      E5to     contra5ta     con     el     hecho     de     qua   log  oc}c:itc}s

tieneri     un     ey`c:E5c}     de     ribo5oma5     y     alguno5   fat:tore5   de   la

tra.ducc=i6n.      Estos     mismo5     auttJres  ob5ervarc}n   adem€s  qua   la
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traduc:Ei6n      de     mF{NA   en   pc}li5omas   solublE5   no   era   limitante,

mientras     que   la   traducc:i6n   de  mRNA   en   polisc}mas   asot=iaclo5   a

rEtfEi`1o     endc]pla'smico     era    sat.urable     y   limitante.   De  esta

fc}rma        e:{istirfa        en        log       oocitos        i`n        rec:c}noc:imiento

diferenc:ial      de     log     mRNA,      dado     probablemEnte     par     algdn

components  del   sistema  traduc:Eic]nal.

F.or        cJtra       parte        lc]s     inhibic]ores     de     la

sfntesis      prot€ic:a,      c:omc}      1a     ciclc)he}:imic!a,      no   inhiben   la.

madurac:i6ri     del      c]oc:itci,      cuando  son   agregaclos   despu€s   c]e   la

aparic:i6ri     del      MF.F.      Pc]r     el   c:ontrario,   cuando   se   inhibe   la

5fntEsi5     prot€ica,   par   cicloe}.:imida,   previcJ   a   la   adic:i6n   de

la      hcirmona,      la   madurac:i6n   nc}   c}curre.    EstE   hec:ho   Explicari'a

la     nec=eEic]ad     cle      la   sl'ntEsis  ±±  nL±±±±  dE   uns(5)   protei'na(s}

ciL`e      5e     reciuerirfa(n}       para      la     fc]rmaci6n      dEI      MF.F.      Esta

5i'ntesis       oc:urrirfa     En     lag     tres     primera5     horas     clE     1,a

induc:c:i 6n                  cle               I a.              madurac=i6n               par               hormorlas

(§chc]rferEt-Slatl::ine   y   Drury,197=,).

En      resLlmEm      e;.:istE      un   all.mentc]   levE    (5Cly.)    dE

la     sfnte5is     prot€ic:a  clurantE  lag  tr-e5  primEra5  horas  de  la

mac]uracign     mei6tica,      que  e5  net:esario  pars   que  oc:urra  e5te

proc=Eso.      LuegcJ   de   la   aparicign   del   MF.F   la  5{ntesis  prot€ica

aumEnta    dr€sticamente,     pero  esto  ya  no  es  un   requerimiento

para  que  ocurra  el   rompimiento  de  la  vesi'c:i`1a  germinal.

Un     antec:edente     importante  es   que  el   ai`mento

de     la  si'ntesi5  prcitgic:a  que  oc:urre  durante  la  maduracio'n  nc]
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requiere     de     la     transcripci6n     de     nuevos     mRNA,     coma     lo

demL`estra     el     hecho     de     qL`e     e5te     f en6meno     ocurre  adn  en

presencia       de       Actinomicina       D,        y     tambi€n     en     oocito5

anuEleado5    (Smith   y   Ecker,1981).

Re5umiendo     lc]5     antecedentes     pare  log  f ines

de          e5ta       tgsi5       podemos       dec:ir        qua       la       regulaci6n

F}c]5t-tran5c:ripcic]nal      de     la     sfnte5i5     prot€ic:a     juega        un

papel      importante     en   el   prc]ceso  de  maduraci6n   mEi6tic:a,   a5i`

c:omcl   la   fc]sforilaci6n   y   de5fo5fc]rilacit;rl   dE   prc]tefna5.

11.       RE6lJLACI0N         DE         LA         SINTESI§         F'ROTEICA      EN      CELULA§

EUCAR I 0T I CA§

E.;.:ist.en         diver5o5        ejemplcJs     c]e     regulac:i6n

di{ErenEial         de         la         tra.duc:c=i6n         de        mFtNfi        en      c61ulas

Eucari6tic:a5,      entre     log     c=l`alE5     5e     ha.     descritc]     que     la

vElociclac]      dE      traduc=c:i6n      de   log   mF{Nf}   pa.ra   a(  y / 91c]bina   es

c]iferentE      cuanc]o      hay      I:arencia      dE      Mg+2       (Elrun5      y   Lc}nc}c]n

1965).      Tambign      5E      ha   de5c:ritcJ   en   DyEtio5telium   disc:c]idEum

una        traducc:i6n        pref Erenc:ial        de        algunos     mF{Nfi     en     el

desarrollo   tempranc}   (f}lton   y  Lodish,1977).
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Pars     E1     [c}ntrol     post-tran5Eripc:ic}nal   de  la

traduc:c=i6n     en     c:£lulas   Euc:ari6tic:as  sE  ham   prc]pue5to  [uat.ro

mecani5mos   bg5ic:t]s    (BErgmann   y   Lc]digh,1979).

a}mF\.Nfi     Eitc]pla5m:ticcJ5     enma5Earac335   fc)rITiandc]   parts   dE

L[na     pc]rc=i6n     intlc=tiva.      E5te     efec:to     puEde     deberse     a     la

intErac=c=i6n         c]e         lc]5         mRNf}         ccJn         prc]tEfna5          {EomplEjD5

ribonuc:1ecJprc]teic:c]s}       c]   c:c]n   F{Nfi   pequEfiDs,    cJ   biEn   a   mFtNfi   t=uyD

pro[esamiEntc]  ncJ  ha  I inaliEadc].

b}1a     prc]bable     e3.:i5tenEia   c]e   fac=tc}rEs   dE   inic:iaci6n   de

la     5fnteE,i5     pl-c]t€iEa     I:an     c]ifErEntE     e5pEc:i+icidad     En   el

rec:c]noc=imientc]     de      mFtNf}      quE      serl'an   lt]E   re5F}onsablEs   c]e   la

iriiEiaci6n   dE   la  traduEc:ign   de   591o  algunoE   merisajErclE.

c}pc]drfa.n      Ei{i5tir      c]ifErenc:ias   c]e   afinic}ac]   c]E   lc]s   mRNf}

par     la     5ubuniclad     40s  c]  par   log  fat:tcJrE5  de   irli[iaci6n,   1o

qua        alterar.fa       la       traduEEicJ'n       dE       ello5       c:uando       la

c=ori[Entrac:ign      c]E      lcJE      c:c]mF}c]rlEntEs     de   la   5i`ritEsis   prc]t€ica

Var 1 E} -

d}Earribic]s     Eri      lc]5     nivelEs     de     tRNfi   isoaceptc]rE5,    qua

puc]iEran     alterar     en     forms     difErenc:ial      la     velc]c:ic]ad     c]E

tradu[ci6n  a  trav€5  dE   lcJs  ribc]5amas.

§i      biEn   5e  ha  c]bsErvadc}  diferEntE5   fengmem]5

dE     regulaci6n     dE     la     sl'ntEsis     prc]t€iEag     El   mEEanismo  de

varic]=     dE     ellos     no     ha   sidc]   esc=1arEcic]c]   a6.n.   El   modelc]   da



regulaci6n     de     la  trac]uc:ci6n   que  se  c=onc]ce  en   mayor   detalle

haste   el   memento  es   el   que   sE  desc:ribe  a  c:ontini`ac:i6n.

A.       Regulaci6n    de  la  gfntesis  prot€ic:a  en  reticulocitos  de

conejo

LJno      de      lcJs      modElo5      de      regL`1ac:i6n      clE      la

si'ntesis     prc]t€ica     en     eL`c:ariontes     mag     estucliac]o  hasta  el

momEntc:I,      e5     e]       qL`e   involuc:ra   al   factor   de   inic:iaci6n   =   de

la.      5£nte5is     prc]t€ic:a      {elF2}      cle     reticLilc}citos   de   conejc].

En     este     5istelTia     se     ha   erlcc}ntradc]   clue   la   +osforilac:io'n   de

elF2     pc}r     dos     prc]tei'na    -quinasas,     uria     activada     par     la

clEf icienci.a     dE     hemirla      y   la   c]tra   ac=tivac]a   par   RNA   de   doble

hebra,   c:ausan   iina   inhibit:i6n   de   la   traducci6n    (C}choa,    198=,)

'3

1.    [araEt.erfstic=a5           dEl           fac:tc}r        elF2        purific:ado        c]e

retic:u.locitD5   y   c]e   otros   5istema5

La     estruc:turd     y     lag     propiEdac]E5     c]e     EIF2

han     sidc]   Estudiaclas   eri   diferentes   sistemas.En   retic:ulc]c:itc]s

cle     c:c]riejo     sE     ha     de5crito     un     f ac=tor     elFf   que   c:onsta   dE

tre5      5ubunidade5!       o<       de     =.a.t:ll:n:}     d,    A    de   5=.Cot:I   d   y   *de

54.CIclt:I        cl.      El      pe5c)     molecular     nativo     para     este     fac:tor

determinado         par         electrofor€sis         en         gradiente       de

poliac:rilamida      es      de       16t:).(:}(-JC}       (Benne      y      cc]1.       1976).    Lag

subun i dades a/ ,
P Y  i de  elF9.
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pueden     ser     identif icada5    par  diferentes  criterios.   uno  e5

el      pesc]     molecular     c:arac:terl'5tico     determinadc]     en     gel   cle

poliac:rilamida     al      lr.t./.     en     pre5enc:ia  de  §D§.   Otra   forma  de

di+erenciar       lag       trEs       subunidades     es     por     sus     puntc}s

i5oel€c:tric:o5;     a(     :      5,a,     P     i      6,6     y     »    8,9   (BarriEux   y

FtosErlfeld,         1977).         La     terc:era     forma     c]e     rec:c}nc]cer      lag

subunidades     de     elF2     es     par     la     fofc]rilaci6n     de     closde

ellas.      §e     ha   de5critc]   qL`e   la   c:a5Efna   quinasa   de   tipc]   11   dE

reticuloc:itc)s     e5     I:apa=     de     fosforilar   a  la  5ubunidadf   de

elF=i     sin     alterar     5u     func:i6n    (BerinE  y   c:ol.1978,   Tahara   y

cc}l.       1978  y  §ilf.ierka   y   col.1982).   Pc}r   otra  parts  otras   dos

protei'na5     quiriasa5,      una  regulada  par   la  au5enc:ia  de  hemina

y     otra     ac:tivada     par      RNA     de     dcJblE     hebra     fo5fc]rilan   la

subunidad  a(  de  elF=.

E:.: i steri           datc}s          di sc=rEparltes        sabre        I a

estruc:turd     c]E     elF=.      La     mayc}rfa     dE     log     autores   qua  han

estuciiadc]        el         fac:tor      elF2     de     rEtic:uloc:itc}s     de     c=c]nejo

c:onc=uErdan      en      que   dic=ho   fac:tc]r   cc]nsta   de   tres   subunicladEs,

ct:       3B.t:1t:){:i      d,    P:       52.C}{-J{:I      y      }   :54.t:n:)[l   c].    El    heterotri'mero

tEncirfa         i`n      pEsc]      mcJlecL`lar      de       16{=}.I:}(:)I:I.       Tambi€rl      sE      ha

obtenidc]     un     f ac:tc]r     elF2     de     tres  subunidades  y  cc]n   pEsos

moleculares    semejantes     al     de    reticulocito6    de  levadura,

ArtEmi a gal i na y   mdsc=ulc}   esquel€tic:a   dE   t=one_io,  (Elarrieux   y
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Ro5enfeld,      1977;   Eenne  y   col.1976i   Fillipc"ic5   y   c:01.1975

Prctud     y  Pain   1982i   Eaan   y  col.1981).   Sin   embargo  Chaudhuri

y     col.{19B0      informaron     5c}bre  el   ai51amiento  de   un   fac:tor

elF2     de     reticL`1oc:ito5     de     conejo,     que     a     pe5ar     de     ser

totalmente     fi`ncional      ten fa     un     pesc}   mc)1ecular   de   90.OCIO   y

s61o     constaba   de   dos   5ubLmida.c]es,   i`na   de   3B.Clo(:l   d   y  otra   de

51.OCIC!     c],      c:orre5pondiente5     a     lag     subLmidades     4(     y    /   .

Pc]steriormente          otros       gruF)os       tambifn        infc}rmaron        de

preparacione5     dE     EIF2     c:c}rl     s6lc}     c]os  subunidade5   a  partir

de        g€rmeri        cle        t.rigo,        hl'gado     de     Cerdo     y     PrLEL5_QphL±la

peia_±    {Seal    y    col..     198=.;    §tringEr    y    c:ol.1980,

§triger   y   col.1979,    8.    MateLi.   y   cc]1.1987).

Come     sE     ha     frienc:ic]nadc]     el      factc]r   elFf   con

dos     5Li.bunidade5     es     igualmente     fLinc:ional      en     los  ensayos

reali=adc]5     ill     vJLife,      de     fc}rmaci6ri   de  c:omplejc]  ternarici  e

interacci6n      c:on      la     5ubL`nidad      4C}5     de      lo5     ribo5oma5.    E5

posible     5in     embargo     que     la  subunidad/   Sea   impc]rtarltE  ip

`+ivo      En      otra5     fi`nc:ione5   del   elF£,   c:omo   Son   5i`   interac:c:i6n

con      el      mFtNfi,      a      5Li.      Iiberaci6n   del    cc}mplejo   de   inic:iaci6n

4{:}5.      F.c}r      otra   parte   Mitsl`i   y   col.    (1981)    informaron   que   el

i actor     sin     sL`bunidad es  menc]5  eatable  a   la  tEmperatura

qi`E     el   f ac=tor   de  tre5  subunic]ades.   E5tos  mismos  ai`tore5  son

log        i{nic:c}s     qua     han     aportaclo     dates     e>{perimentales     clue
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5ugiereri     L`na     e}:plicac:i6n   para   la   disc=repanc:ia  de   log   dato5

c]btenidcis        sobre        el      nllmerc}     de     5ubunidades     y     el      peso

molecL`lar     de     elF2     de     reticulocitc}5.   Ellc}s  observaron   que

al     5ometer     el     fac:tor     elF2     purificado  de  reticulocitcis  a

L`na.        prc}te6li5is       part:ial        con     tripsina,      5e     pierde     la

5ubunidad 4 del   +actor   en  forms  5electiva.   Estos  resultados

inc]ica.ri      que     esta     5uburiidad   E51a   mg5   5en5it]lE  a   prc)tEa5a5

c:c)mo      la.     tripsina,      y   ac]em6s   sugieren   qL`e   la;   preparac:ione5

dE     elF=     cc]n     dos  subunidades  sErl'an   artefacto5  debido  a   la

prote61isiE       de       la.       subunidad      4      oc:urrida     durante     la

homogerleizac:i6n   y   pi`rif ic:aEi6n   de   la   prc]tei'na.

Todcis     log     fac:tore5     elF2     purificado5  ha5ta

el       mcjmentc}           tienEn      la      capac:idad      cle      i`nir      GOP   y   6TF',    y

metic]riil-tRNAi.      La   fc]rmac:i6n   cle   cc]mple.io   ternario   I:c]n   GTP   y

mEtionil-tRNf}i,           es           nec=esaria        para        la        uni6n        clEl

metic`ni]-tF{Nfii      a   la   5ubLl.nidad   ribosomal   4(:)5,   formandDse   asi'

el       cctmplEjc]   de   inic:iacign   4t-Js.  {esciuema.I).    Se   ha   demostradc]

qLi.e      la.      5ubL`nidad      a(     dE   EIF2   une   Bl-P   y   BDF',    y   la   5uburlidad

*     es      la.      qua      L`nE   a.1    metionil-tF{NAi     {Elarrieu;i   y   RosEn+elc],

1977'  .
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E.    Intercambio     de     nut:le6tido5     durante   la   inic:iac=i6n   de   la

Si'ntesis  prot€ica

Cc]mo     5e   mi`estra   en   el   esqL`ema   I,   li`Ego   c]e   la

fc]rmaci6n      del      c:omplejo     de      inic:iac:i6n   4r.)5,   el   t5TP   uniclo   a

elFfj       es       hidrolizado       y       el     factcJr     elF2     es     liberado

forrrlando     i`n      complejc]     e5table     elF£-GOP      (§ie[::ierka   y   c=c]l.

198=i:j.      La     estabilidacl     del   c:omplejo   elF2-BDF'   e5te.   dada   par

la     alta     af inidacl     qua     tiene     el      elF=     F}or   el   GOP.   Se   hen

c=a.IEulaclc]      las      k::D      pars      GTF'      y      GDF`      c]El       fac:tor      elF2      de

reticulocitos     y     se     ha     encc)ntradc]     un     valor     cle   =.;<1r.rB   M

pare      BDF'      y      de      2,5}.:1Cl-6     para      BTP.      Es      dec:ir      que      elFE

tienE      uns      af inidad   par   GDF'   1{:ro   vec:e5   mayor   qL`e   pcjr   BTF.,    en

presEncia      de      c:onc=Entrac:ionEs      fi5ic}18gicas      de   Mg+2    (1mM).

{Wa]tc]n      y      t3il.11975).       DE      e5ta      forrria      el    interc=ambic]   de

nucle6tidc]5     e5     un     paso     limitante     y     susc:eptible     dE  ser

regllladcJ,   en   la   inic:iac:i6rl   de   la   5]fntEsis   prc]t€iEa.

Al        estudiar        la        formaci6n        dE     complejc]

terns.rio,         uti].i=a.nclo     elF2     c]e     reticulocitc)s     cle     cc]ne.ic],

divEr5c]5      aL`tc}res      han      enc:c]ntrac]o      qL`E   el   Mg+2,   entre   1   y   5

mrl,      inhibe   fuErtementE   e5ta  reac:ci6n    {Das  y   col.1979;   Ranu

y     Londctn   1979;    §ietr.iErl::a   y   cc]l.1982}.    Adem5s   estos   autc]res

han     encontradc]     un     factcJr     prc]t=ic:a   llamado  [c]-elF2,   SF,   c]

GEF.       de      pEsc]      mc]lecular      entre      25C}.C}{:}rJ      y   Sot-J.C}(:}C},    que   es
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capa=     de  revertir   la  inhibic:i6n  de  la  format:i6ri   de  I:omplejo

ternario     par     Mg+2.      El     grupo  de  Oc:hoe  ha  e5tudiado  m{5  en

detalle     el   met:ani5mo  de   ac:ci6n   del   factor   BEE,   y   ha   llegado

a     demostrar     que  este  +actc}r   promueve  el   intercamt]io  de  6DP

par      GTF'     c:omo  se   muestra   en   el   e5quema   Io   De   esta  forma  6EF

{6DF`           e;.{changE           factor),           interactJa.        con        elF2-BDF.,

1ibEr€ndc]5e      el      GDF',      y      formfndc}5e      un      complejc]   elF=-GEE.

Este        po5tEric]rmente        interactda     c=on     t5TP     formfndosE     el

c:omplejo        elF2-BTF'        y        regenerandc}        el         6EF     librE.      El

elF=~GTP     puede     ahc]ra      intErac:tuar     c:on     metic]nil-tRNAi.   De

e5+_a      fc)rna.     el      +ac=tor      t3EF     actcia     en      +orma     c:atali`tic=a   y

e5tarfa.   en   c:anticlades   peqL`eFla5   en   la   E€lula.

F.or     otro     lade  tambi€n   5e  ha   dESErito   quE   el

Mg+:`      inhibe     El      interc:ambio     de     nucle6tidc}5,      Gop   y   GTP,

unic!c]s     a     elF2     pu.rif icaclo   de  reticulc]c:itos   de   c:onejo.   Esta

inhibic:i6n       es     revertic]a     tambifn     al      agregar     6EF     a     la

reaEc=i6n.  {SieL::ierl::a   y   c:cil.198=}.

De     esta     fc)rma     se     ha.     desc:ritc]   qua   el   Mg+I

aurrlErita      la      af iniclac}      de      6DF.   pc}r   EIF2   hac=i€ndc]se   ITii`y   lentc]

el      ilitercambio     de     GOP   uniclo  a   elF2,   par   6DP   a   GTP   libre   y

de     E5ta     forma   la   i c]rmac:i6n   de  complejo  ternaric]  s61c]   puede

rea.1i=arse     con     la     fraccign     libre  de  GDF',   en  presencia  de

Mg+2        y     en     ausEncia     de     GEF.      En     ausencia     de     Mg+2     el
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interc:ambic]       de       nuc:1egtidos       oEurre     a     mayor     velocidad

llegandD     a     un     7¢     a     80./.     en  5  minuto5.    (Siekierka  y  col.

1983)  .

En     algL`nc}5     c}tros     si5tema5     se   ham   desc=rito

factore5     prot€ico5   que  c:ausan  un  efecto  similar   a  6EF  en   la

format:i6n     c]e     complejo  ternarict!   tumor   de  c8lulas  a5crtica5

(Panniers      y      col„    1983)    y   ga_Ec:arom¥_E+LE±s  c:erevisiae    (fihmad   y

col.       1985).      De     german   de   trigc}   y   de   Artemia   5alina   5e  hen

purif ic:ac]o     factc}re5  prot6ico5   que   estimL`1an   la   formaci6n   de

complejo     ternario  pero   al   parEc:Er   5u   mac:anismo   dE   act:i6n   es

clifErente     a     GEF      ,      y     na     ha     5iclo     Estucliadc}     endetalle

(Osterhout     y     I:ol.       1983,   Seal   y   Col.1983   y   de   Haro   y   c:01.

1978'  .

=,.Fosfcirilac=i6n   del   +actor   elF2

Log     liscido5     de     reticL`1c]c=itc]s     carentes     de

mitocondria.5     no   5intetizan   hemina     y   Son   dependiente5   de  la

adic:i6n      de     heniina     e}.{8gena     para     el      furicionamiEnto   de   la

sfnte5is     prc]t6ic:a.      Pisf   la  si'nte5is  prot6ic:a  En   log   lisados

tiEnE     L`na     dL`rac:i6ri      clE     uno5   Pc}c:os   minutes   5i   no   fie   agrega

hemina     al      5i5tema.      §E     ha  Vi5to   qua   la   ausencia  de  hemina

estimula     a     un     inhibidor     de     la     sfnte5i5  prc}t€ica  que  se

11am8         HC:I          {hemin         controllec]      inhibitc]r)        (C}c:hoa      1983}.
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Estudios     pc}steric}res     llevaron     a  descubrir   que  HCI   es

una     prc)tefna     quinasa     independiente     de  t=AMP   que  fosforila

e5pec=fficamente     a     la     siibunidad  o{  de  elF2  de  reticuloc:ito5

alterandc]     5u     func:i6n      {Farrell      y     col.1977,   Levin   y  Col.

1976).       La      ac:tivac=i6n      c]E      HCI   pc}r   la   aiisenc:ia   dE   hemina   en

lc}5     lisac]os     llEva     a   la   fc]sforilac:i6n   de   dos   pc}1ipe`pt.idos,

uno     de     9{:).I:lct{:l     d   que   ccirre5ponde   a   la   ai`tofo5forilaci6n   de

Hr,I,      y     c]tro   de   38.{:lclt:I   d   qua   cc]rrespc]nde   a   la   fosforilac:i6n

cle   la   5ubunidac]   a{  de   EIF2-

Durante     oc:ho     aios   se   Estucli6  el   mecani5mo

par     el      cual     H[I     era   c:apaz   de   inhibir   la   iniciac:i6n   de   la

5fritesiE     prc]tgic:a     en   li5adDE  clE   retic:uloc:itos   y   finalmente

en      el      aFio      1984       ,      §i[::ierl.'.a      y      c:ol.     {1984)    han   llegado   a

prc]poner   el   mc]dElc]   qua   5e   muestra   en   el   esquema   11.

E n        este        e5quema        sE        muEstra        qLI.e        1 a

fosft]rilac:i6ri        dE     elF£,      En      la     subunida.a      a(     ,      par      HCI

produce       uria        L`ni6n      irrever5iblE     cc)n     6EF.      Lo5     autore5

pc}5tula.n     quE     GEF   ac:tLla  catalfticamente  y  se   encontrari'a   En

c:antidadE5     limitante5   en   la  c:€1ula,   pclr   lc)  taritc]   un   aumento

pequeFic]     de     la     +c]sfc]rilaci6n     cle     elF=   puec]e   c:apturar   gran

parts     del      fac:tc]r     6EF     fc}rmando     un   complejo  GEF-EIF2-P,   a

inhibir      la     5fntesi5     prc]t€it=a      (Oc:hc]a   198I.}.   De  e5ta   forms.

c:uando     6EF     no     estg     c]isponible     el      6DF'     unic]o     a   elF2   no
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puede     intercambiarse     con   GTP   y   queda     formandc}  un   complejo

elF2-GDF.,   inac:tivc]  para  la  sfntesis  prot€ic:a.

HCI     es  una  protel'na-quinasa   inc]ependientE  clE

nucle6tido5     c:fc:I.ico5.    F.L`ede   serac:tivada   pc]r   la   pre5Enc:ia   de

N-Etil-ma].eimida,      par      glutati6n   o}€ida.clc],   pH   elevaclo   a   alta

presi6n,      De     tc)das     esta5  formas,   561o   1a   ac:tivat=i6n   pc]r   la.

ai`senc=ia     de     hEmina   y   par   la  pre5enc:ia   de   glL`tatign   a:.€idado

Son      +i5iolggic:a5.      DE   toda5   formas   el   mec:anismo  par   el   c:ual

HCI   es   ac:tivadc]  no  ha   sido  totalmente  e5clarec:ida  adn.

En        c]trcis        5i stema5        se        han        Enc:ontradc]

FirotE{na-quina5a.5     qua     fosforilan     a   la   su`bunidad  a(  c!e   elF2

c]el      mi5mc.     si5tema.      {elF2-quinasa.s).      Ha5ta     el      momento   se
~

ha.ri      c]esc:ritc}     elF:J~quinasag     eri      trees     si5temaE:      gErmen   de

tric]o       (Ranu      19Bf.:t},    hl'gadcJ   dE   rata    (DelaunEy   y   col.1977}    y

t.umc]r      de   cflula€   asEi'tic=a5    {[1emens   y   col.1976},   adem55   de

reticuloc:i.tc]E.         Sin         eITlbargo        t.odcJ5         lt]s      fac=t.c]rEs      elF2

pLi.rif ic:ac!c]s   dE   diverscJs   si5tEmas   son   fc)sfc]riladc]s   par   H[I.

Otra     prc]t.efna-quinaEa     que     fosforj.Ia  a  elF2

En      la.     5ubL`niclad     a{     ha     5idc7     de5crita   en   retic:uloc:itos   de

c:onEjo      (Petry5hyn     y     col.198£)   y  en   E€lulas  HeLa  tratada5

c:on      inter+ergn      {k::err      y   col.1976   y   §En   y   col.1978).   Esta

prote{na-quinasa     es     ac=tivada     par  F{Na  de  doble  hebra,   y  su
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ac:tivac:io'n     implic:a,igual   qL`e   pare   H[I,   su   autc}fosforilac:i6n

Esta       prc}tefna-qi`ina5a,      llamada     DAI,     fosforila     hi5tona5

adem€s     de     elF2     y   tiEne   prc}piedacle5   cliferentE5   de  Hal.   Sin

embargc]     tanto     HCI      coma     DAI      fc)5forilan   la   subunidad   a(de

elF2     en      el      mismc}   sitio   {6ross   y   c:ol.1981).   De   esta   forma

sE     ha     pc]stuladct      qL`e     el      met:animo     c]e   inhibiEi6n   cle   ambas

enzimas        es        Similar        aunque        su     ac:tivac:i6n     deriva     de

diferente5  sefialE5.

En          rel aci6n          a          1 as       fc)sfatasas       que

desfosforilan      al      elF2     clE     retic:i`lc}c:itos,      FOL`llr.es     y   c:ol.

(19B=`}han     c]ESErito     prc}tel'nas     fc}sfata.sag     de   tipo   1   y   =   en

rEticL`1ocitos.      DE     estas     clc]s,la  protei'na  fcts+atasa  2  serfa

la     re5ponsable     clE     la     dEsfc)sforila[i6n     dE     DAI,   qL`e   e5tg

acompaFiada        c]e     la     desfosforilac:i6n     de     elF2      {PEtryshyn,

198=}.      Pc}r      c}tra   parte   Ernst   y   c:ol.    (1982}   han   dEscrito   que

en     lisa.dos     dE     retic=ulaEitoE   la  protefna  fosfata5a   1   serfs

la     re5pc}ri5able     clE      la   regulac:i6n   c]E   la   desfc]sfc]rilac:i6n   de

elF2     eri     lisadc]5     c=uya     5fritEsis  prc}t€ica   est€   regulada   pc]r

la   ausEncia   dE   hemina.

Ftesumienc]c}      esta      sect:i6n,      pc}demc)a   dEc=ir   clue

e}{isten     numErctsos     resL`ltadcis     que     sei=ala.n     al   fac:tc]r   elF2

I:omc]     un   FiLmto  sobre  El   cual   se  puede   actuar   pars   inhibir   la

5fntesis     de     protei'na5.     La    regulac:i6n     de  la  actividad  de



este     fat:tor     5e     realiza  par   media  de  L`n  sistema  enzimftico

de       fosfc]rilac:i6n-c]esfosforilac:i6n,        quE       es     l`n     esquema

ba5tante  general   en   la  regulaEi8n   metab61ic:a.

Ill.INTERCAMBI0      DE      NUCLEOTII}0§   DE   BUANINA   EN   LA   REt3ULAt:ION

DE   PROCE§OS   BI0LOGICO§   EN   QUE   PARTlt:IPAN   PROTEINA§   t3.
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Cc]mo     ya   5e   ha   descrito   El   intercambio   de   GDF.

par     GTF'     e5     una   etapa   5usc:eptible   de   regu.1aEi6n,   dentro   de

la     5ec:uEncj.a        dE   reac:c:icJne5  en   lag   clue  partiEipa  el   factor

elFf     de     rEtic:ulc]c=itos,      y   lo   es   tambi€n   prc}bablemEnte   para

otroE   i ac=tores  elF2.

f}5f      cc}ITio      elF2,      e}:i5t.eri   cJtras   prc}tEfna5   que

uriEn      nLicle€tidc}E      dE     gL`anina,    llamadas   prc}tEfnas   G,   en   lag

cuale5        el         interc:ambic3        de     6DF'      pot-      GTF'     y      vicever5a,

ccin5titi`ye        L`n        punto     dE     c:C}ntrol      de     diver505     prc]ce5os

bic]16gic:os     En      que     e5tas     protE1'na5     partic:ipan,      cc]mo      la

elc]rlgac:i8rl     dE     la     si'nte5i5     prote'ic:a,      la     transdL`c:ci6n   de

seFiale5     hormc}nale5     par     media     de     la   adenilil   t:iclasa,   la

transcluc:ci6n     de     sefialEs     luminosa5     y     el      ensamblE  cle   lc]s

micrc)tu'bulc]s      {Allende   1982}.   AlgL`nas   dE   esta5   prc}tefna.s   han

5ic]c]     muy     estudiac]a5  con   rE5pecto  a  5u  estructLira,   af inidad



26

pcir     6DP   y  par   GTP   e   intErEambio  de   nucle6tidc}s,relac:ionados

con   la   func:i6n   qua   c:umplen.

Algunas     de  lag  caracterl'5ticas  quE  cc}mparten

la5  prc]tei'nas  t5  son:

a)varia5         dE         ellas       sc]n       heterotrl'mero5:        elF2,

transduc:ina,      1a5     Firotefnas  Bs  y  Bi   de   la  adenililciclasa  y

la     protefna     Bo  clE  c:Erebro.   Adema'5  una  de  5u5  sbunidades,a/,

dE   Fieso   molec:ular   4{=t.{:l{:}C},    une   nL`cle6tidos   de   guanina.

b)la.5     prc}tefna5     6     Son      ac:tivas     cuandcJ     unEn   GTP.    La

hidr61i5is        de        GTF'        prc}duce        un      c:c]mplEjo     prc]tefna-GOP

inaEtivc]=         elF2,         fac=tor        de     ElcJngacic'}n     Tu,      fac:tor      dE

elongac:i6rl      i,      transduc:i.na     y   lag   subLi.nidacle5   Gi   y   GE   de   la

aden i 1 i 1 c:i I 1 ass.

I)la     regEnErac:i6n     c]E     uns     protefna  6  ac:tiva  rec|uiEre

del       interc=ambio     de     6DF'     pc}r      GTP,      y     esto      involuc:ra      la

inter-aEc=i6ri     dE     la   prc]tel'na   fi   c:on   otra   prc)tel'na.   En   El   c:ago

de     ia     tran5ducina     se     reqi`iere     cle     su   interac:c:i8n   c:on   la

rc]c]opsina,      y   para   Gs   y   Gi   dE   su   i.nteracc=i6n   c:on   el   rec:eptor

hc]rmc)nal.       El    fat:tc}r   de   elongat=i6n    i,el    +ac:tc)r   dE   elongac:i6n

Tu     y     El      factc}r     elF2      (dE     retic=ulocitos},     requieren     de

fa.c:tore5     protEic:os  espec:1'+ico5   qua  prc}muEVEn   el   intercambio

de      GDF`   pc]r   GTF..    E}{isten   adem65   otra5   prc}tefnas   qL`e   unen   GDF'

y     BTF'     pEro     que     al     parecer     no  requieren   dE  protefna5  de

intercambic}   de   ni`cle6tidc]5    {F.rc)ud,1P86).
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una     protefna     G  qua  5e  ha  inc:orporado  a  e5te

grupQ     ultimamente     es   la  protefna  codif ic:ada  par   el   oncogen

Rag.      La   prcJtefna   p21    (Rag)    llne   BDF'   y   GTF'   y   adem€s   tiene   una

ac:ti`Jic]ad      GTpgsic:a,      qua   estf   mi`y   clisminL`fda   en   la   prc)tefna

onc:oge'riic:a.      Ademg5     la     protel'na     P21      tiene     una   ac:tividad

autc]quinasa     dependiente     de     6TF'.      F.era     la     transf c]rmaci6n

c:elular     e5     primordial      la.     uni6n     dE     GTF'     a     la     protefna

(Clanton   y   Ec}l.1986).

Se     hansec=L`enc:iadcJ   log   genes   cle   difErentes   protefna5   G,

y      se      ha      enc:c}ntrado     homcJlogl'a      de      5ecL`encia   aminoac:{dica

Entre     el      f ac:tor   de   Elongaci6ri   Tu   y   la   prc}te€na   p=1    (Jurna[:.

1985}.      Este     an£1i5i5   revEla.   cuatrc]   regic]ne5   de   amino&c=ic]o5

eri      la      E5truc=tL`ra      cle].    Tu,   hom6lc}ga5   a   c:uatrcJ   sec:uenc:ias   eri

la     prc]te]+ia   pal.   E5ta5   CL`atrcJ  regionEs   de   amlno6c:idos  esta'n

involuc:rac]a.5     en      el   £itio   clE   L`nio'n   c]e   6DF.,   en   el   +actor   Tu,

t]bsErvado   pc]r   c:ristalc]graf ra   de  rayos   X.

Log     e5tL`dios     cle   5ec:uenc:iac:i6n   del   gen   de   la

subunidac}    4     de     la.     transduc:ina,   realizados   pc}r   MEc]yns[::i   y

c:01.       {1985),      revElan   c:uatro   regic)ne5   con   gran   homc]1cigfa   al

gen     de     la  protefna  pal   y  a   la  sEcuencia  de   aminc]€cidos  del

factor     Tu.   En   vista  dE  ql`e  e5ta  regi6n   ha  5ic]o   identif icacla

.,
en      Tu,      t=c]mc]     1a     regic}n      qua     unE   GDF',   se   piensa   qua   e5ta5

regiorieE.        hom61c]gas        en        lag       protEfna5        G     anali=ada5,
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c:orresponderfa  al   sitio  de  uni6n   de  6DP   y  GTF'.

Un       e5tudio       mag       reciente     realizadcJ     par

Sullivan      (1986),      indica     que   la  secuencia  de   lag  prc}tefna5

6s     y     Gi   de   la  adenililc:iclasa  presentan   homolc}gfas  con   lag

protEfna5     Tu  y  pal,   en   la  regi6n  de  unio'n   de  nucle6tidos  de

guanina.      Con     e5te  tiltimo  estudio  ya  son   5Eis   lag  prc}tei'na5

cuya        5ec:uenc:ia     aminciacfdic:a      (derivada     dE     la     secuEncia

nucleotfdica)      prE5entan     rEgione5     de     alta   homolc]gfa  en   el

sitio   qua  probablemente  une  nucle6tidos  cle  guano5ina.

Pc]r       otra    parte    algunas    protefnas    6    son

ADP-ribc}si ladas          par       diferentEs       toy`inas       bacterianas,

modificando     sL\      actividacl      {5piegel,1987).      f}5f   la   toxina

dift€rica        f}DP-ribosila        al      fac:tor      c]E     elc]ngaci6n     2     de

euc:aric}ntes     inhibiendo     5u     ac:tividad.   La   toxina   del   c61era

ADP-ribc]sila     a   la   subunidad   Gs   cle   la   adenililcic:lasa   y   a   la

tran5ducina,        y        la     toxina     de     Bc)rdetell3     Dertussi5     la

5ubuniclac]   Gi    c]e   la   ac]enililcic:1asa.

§i     bien     tc]clas     lag     protefna5     B  e5tudiadas

hasta     el      momEnto     tienen     algunas  t=arac:terfstic:a5  cc]munes,

exi5te      uns      mayc]r      homc}1c]gfa     entre      aquella5      ciL`e     cumplen

funciones     5imilares;      transducc:ign     de     sEfiale5     a  sfnte5is

prot€iEa.
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En     c:i.`anto     a     la  af inidad   de  e5ta5  protefna5

F}or      nLit=legtidos     de   gL`anina   e}{i5ten   estudios   realizadc]s   c:on

varias     de     ellas=      transclucina,      fac:tc}r     de     elc}ngac:i6n     G,

fat:tc]r     de     elc]ngac:i6n   1,   sL`bunidad   Gs   de   la   adenililciclasa

y     rec:ientemEnte   la   protEfna   p=1    (rag)    (Yamanal.'.a   y   col.1986

Ec:kstein      y      c=ol.        1975;    Allencle   y   c:c]11978;    Nc}rthrup   y   c:c)1.

19E}=;       Hall      y   §Elf    1986;    Manna   y   col.1984}.    E5to5   estudio5

revelan     diferEnc:iaEs     en     la  afinidad   dE  e5ta5  protefrlas  pc]r

I.c}s      nuc=le6ticlo5      de      guarlina   que   pc}c]r{an   ser   5ignif ic:a.tiva5

en   la   fL`nc:i6n   qua   de5empefian.

El         met:anismo        pc)r        El         c:ual      actdan      lag

prc]te{nas     G     y     toda     aciuello     que     involucre   la  func:i6n   de

Ellas     ha     c:obrado     gran   impc]rtanc:ia   en   log   Llltimos   aFc]s   c:on

El       c]esc:ubrimiEntc]      dE   la   protefna   derivac]a.   del   c}nc:Dgen   rag,

ya      ai.iE      ]a   fimci6n   onc:ogenica   cle   €5ta   depende   de   5u   uni6n   a
.

GTF'.



IV.OBJETIVO§   I)E   LA   TE§IS

3f

La     lines  dE  trabajo  del   laboratorio  dondE  5e

realiz6     esta     t6sis     ha     5idc}  por   mucho5   aFio5  el   estudio  de

log      mec=ani5mc]5     bic]qui'micc]s      quE   partic:ipan   en   la   inducci6n

hc]rmc]nal      de      la     madurac:io'n   meic'}tic:a   en   Doc:itos   de   ant ibio.

Dentrc}       de       Este       e5quema       el      grueso     del      trabajo     del

laboratc]ric]     5e     ha   c:entradc]  en   la   s{ntesi5  de  prc}tei'nas,   1a

regulac:i6n     de     log     niveles     de     nuEle6tidc]5   cfElic:os   y   mag

rec:ientemente     en     la     fosforilaci6n     cle     F}rc}tel'nas     y  en   la

transduc=c=i6n     de     5eFiale5     externas     par     prc]tEfnas     6   de   la

membrana   del    c]c}c:itc].

[omc]      ha   5idcJ   e>{puesto   En   la   introduc:c:i6n,    la

rggulac=i6n     de     la     si'nte5i5  proteic:a   es   muy   impc)rtante   F]ara

el      prc]ce5c}     dE     mac}urac:i6n,      que   requirfa   al   pareEer   de   uns

trac]uc:I:i6n      F}ref erEnc:ial      de      algunc}s      mF{NA.       Pc]r   otra   parts

e>{istE           una           relac=i6n           entrE           la        +osfc]rilac:i6n        y

c]E5fc]5forilac:iE5n         dE         prcJternas,       y      la      inc]L`Eci6n      dE      la

maduraci6n      meigtic:a.      E5tcJs     dcJ5   hEc=hc]5   llevaron   a   pc]stular

uns     pDsiblE     relaci6n     entre     la     regulac=ic']`n   de   la  si'ntesis

protgic=a     y     la     {osforilac:i6n   del   factor   de   iniciac:i6n   2   de

c}varic}   dE   XencJDu5   laevi5.



37

En        e5tE        c=tJntextD        y        En        base        a     lc)a

anteEec}ente5     pre5entadc}5     en   la   intrc}c]uEci6n,   5e  plantearon

lc]s  siguientE5  objetivo5  para  esta  tE'5is=

1}   Purific:ac:i8n          y        Earac:tErizacign        dEl        faEtt]r        elF£

preEEnte  en   ooc:itc]S  dE  ELE±Pl.`_S_lL¥!£±E-

E}   E5tudiar        la        interacci6n        c]el      factt]r     elF2     c:on     lc]5

nuc:1egtidos   de   guanina   y   su   relac:i6n   c:c]n   5Li   func:i6n.

5}    Estudj.ar        la        ft]5fcjrilac:i6n     dE     EIF2     dE     ocJc:ito5,      en

relac:i6n        a     un     pc]sible     mac:ani5mc]     regulatorio     de     la

EfntEEi5  FirDt€iEa  en   Este  5i5tEma.



MATEFtlALE§    Y    METODOS

A.REACTIVOS    Y    ANIMALE§    DE    EXPERIMENTACI0N

Log     siguiente5  reactivo5  5E  obtuviEron   de   Sigma  Chemical

Cc).  :

6TF',       GDF.,       BMF..F..(NH}F.,       BTp-a-§,       Gop-p~§,    3'BMF.,    7mBDF.,

dGTP,          ATF'      y      ADF`,DTT,       NEM,       EDTA,       peryodatc.      de      5c]dio,

fc]sfc]Enol      piruvatc],   piruvato   de   sodio,   glic=erc}l,ac:rilamida,

bisac=rilamida.,      dodec:il       sL`1fatc]   de   5c}dic],    TEMED,    persLilfato

c]E         aflrlonic],          a=ul          de         [oomas5ie         R25{=),          i ormalclEhfdo,

isciprc}panc]1,c:lt]roformc],      lag   enzima5:    piruvatc]-quina5a    (tipc}

11      de     mL'.sc:Ltlci      de   cc]nejo)  ,    nL`c:le65ido-5'-difo5fato-qLi.inasa

(de      hfgado      cle      bc}vino),lag      re5inas:    Carbo}+`imetil    sephacle}.:

([M-5{:J-12{:l)    y   heparirla   5efarc}5a.

lag,     enr.imas:      =,-fc)5+ciglic:eraldehfdo     c]eshidrogenasa      (de

lE`,J.E`dura}  ,       L-a(  -fc]s{c]glic:arc)I    deshidrogeriasa.    (c]e   mL15culc]   cle

c:c]nE_io)  ,          5'-guaric]5ina    -mc]no+osfatc]       qi.I.inasa.       {dE      c=erdc]},

1a.ctatcj            deshidrogena.5a             (cle            c=erc]c])  ,          nL`clea5a.         P1,

pc]linuc=le6tidc]      quinasa    {de   E.    Eg±|   infEc:tada   c=on   fago   T4)    y

+osfc)triosa         isomerasa         {de     mfisc=ulc]      de      ccmejc]}  ,      fL`eron

obtEnidas   dE   BctehringEr   Manheirri.

32



33

DEAE     Celulo5a     y     i iltros     clE     mic:rofibra     dE

vidrio     de     2,4   c:in  c}e   digmetrc]   dE   tipo   BF/A   se   obtuvierctn   de

Whatman   Ltd.

Lag        re5inaE     DEAE     sephade}<      A-=5,      Sephade}:

G-ll:),      y     §ephac]e;i      8-25     5e     obtuvieron     de     F`harmacia  Fine

[hemical5.

L.05         compL`esto5         radiac:tivo5:       [EH]-6DF.       {1C}

[i,Jmmol),          [=.H]-BTF.          (32         I:i/mmol),          [=.H]-metionina       {70

Ci,/mmol,      [14[]-li5ina     ¥,31      n[i/mmol,      +uerc}n      obtenidos   de

New   EngLanc]    Nu`c=lear.

=2F`i         fL`e         c]btenido      de      Amer5ham      y      c]E      la

Comisi6n   [hilena   dE   Energi'a  Nuc:1ear.

F.1ac=as        crc}matogr£+ic:as     dE      poliEtilen-imino

c:elulosa      +uerctn      obtenidas     de   Merk   y   de   I.T.Ba[::er   ChEmic:al

[c]r p c}r at i c]n .

MEmbrana5         dE         nitrcjcElulosa      c]e      25      mm      c]e

c]ismetrc]      y      1:},45     rm      de     taITiaFirj      de   poro,   se   obtuviercin   de

§cheicher   y   5c=huE11.

L.as      placas   para   autcJrradic]gra+fE`   y`-OMAT-XAF{-5

y      RX,       fuerctn      obtenidas      de      k::C}DAr.::      y      de      Full   F`HOT0   FILM

r a sp Ec: t i vamerl t a .

La  prc]tei'na-quina5a  H[I     y  el   f ac:tor   elF2  de

reticuloc:ito5     de     cc]nejo     +uEron     donac]cis  pc]r   lc]s   Drs.   Josg
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manuel      Sierra     y     Antc}nic]     6arcia     de  Herreros  del   Centrc]  de

Bic}logia     Molec:ular      de      la     Universidad      Autonoma   de   Madrid,

E5Pana-

Xenc]Dus

La     Caseina-quinasa     de     tipo     11   de  oocitcis  de

laevis     fue     donac]a     par     el   Dr.   Daniel   [arrasco  del

Departamento     de     Bioquimica   c]e   la   Facultad   de   Medicina   de   la

lJniversidad   dE   Chile.

El      tF{Nfi     dE     higadc)     dE   rata   i ue   donadc]   par   el

Dr.         Aldc]      Sc]1ari      del      dEpartamEnto      de      Bioquimic:a      c]e      la

Facultacl   cle   Medicina   de   la   Universidad   dE   Chile.

EI      GDF.~f -F      fue      c]onadc]      F}or      el      Dr.    Oc:tavio

Mona5terio,   Facultad   de  [iencia5,   Universic}ad   de  Chile.

Lag     salEs     inorganicas   {grado   analitic:c}}    y   log

acic}os     iriorganico5     y   organico5   5e   obtuvierc}n   cle   Baker,   Merk

y   5i9ma

Lag     hembraE     adul.tag     c]E   Le±Lo|2E±   1aevis   fueron

adqLi.iric}as      dE      South      A+ric:an      §na}::e      Farm,       [aF}e      Prc)vine:e,

Ft . S . fi .

La.a      c:Elulas      dE      E.c:c]1i       fuerorl   clonac]a5   F}c)r   el

Dr.       Hec:tc]r      Toledo      del      deF}artamentct      dE      Bic]qLiimiEa      cle   la

Fac=ultad   cle   Medic=ina   cle   la   UnivErsidacl   dE   Chile.
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a.    §INTE§I§    Y    PURIFICACI0N   DE   NUCLEOTII}0§   RADIACTIVOS

i.Sfntesi5   de   [*-E'2F']-ATP:

F.Bra      la     sfnte5i5     de      [r-32F.]~ATF.   5E   utilizt5

El      m€todo     dEsc:rito     pc}r      Walseth      y      Jc}nh5on       (1979),      qua

con5iste     en   una   seiriE   de   rfa.ccione5   enzimgtic:as   Clescritas   En

El   esquema   Ill..

El            prc]cedimiento           E}{FierimEntal         era`        el

sigLi.iente:        la      5olLtc:i6n       Scicla      de      T`2F'i       en      HC1       {:),2N    {5t:)

mci),      se      llEvaba.      a.      pH   a   con   NaoH   =N.    Luego   se   incubaba   a

3t=`C]      par      uria.      hora      eri      un      medic   qL`E   c:ontenfa:    Tri5-HC:I    8{:)

mM,           pH       9,Cl;        DTT        IC)       mM;        a(-L-glic:Erc]1        (:1,24       mM;        NAD+

lmM;Mgcl=       ={:!       mM;        ADF'       {:1,1       mMi        Ftiruva.tc}       dE       sodio    2    mMi

fosfc]glic=erc]l-cleshidrc)genasa            14        +`g/lTil          ((:},a         unidad);

fc]5fo+.riosa-i5omera5a               14r..J              ng/ml                {(:),7            uriidad} ;

I.-+I.5fc]gljEeraldehfdc]            dE5riidrc}gEna5a            14         +`g/ml           (.1,1

uriida.d);I+-fc]5fc}glicegrato      quinasa       1,4   +ig/ml     {(:i,6   unida.c]};    y

lactEto      de5hidrogeriaEa      7     +ig/ml     (I,,5   l`rilc]ades}.    El    `;c)]Llmen

firlal       dE      la      reac:cj.6n      Era.   dE   1   ml.    Lag   enzimas   utj.1i=ac]as

Estabari     suspendidaE     en      sL`1fatc}     cle   amoriic],   par   lo   c:ual   se

mezclaban        previamente     en     la     prcipc]rci6n     adecuada     y     se

c:eritri+ugaban      a      7.I:t{=){:)      }{       g      pc]r       1{:J      min.       El       residuose

rEsuspendi'a      en      Tris-Hcl      5t:I      mM,       pH      9,C];       DTT      1   mM   y   sE
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fH20H
HO-C-H

tH2o®
1 -* -IO,'Ool`c,'O'

OH
'

CM}-CH-C000

'Oc'O'O

oif -|o.I®qlic./®I  de.hidi®O.no.a

wADll' + Ht

fH20H

i::o®
dihidroiilo.looc.lono

'o',joso

One,a,a

®
3 -losqlic./old. liido

NAO

NADH  + H+

3  lo.loolic..ab®h.do

de.hidioo.n®.0

[| i2P] I.3  a"a.Ioq"c..olo

Loc'Olo

a..hid.oo.oo.a

p,'uvO'O

|oc'O'O

==; Lo['a'o

a..t`idloo.na.a

ADP     }-lo.loollc.iolo  quino..a

['   i?p]ATP

3 -losloolic.iolo

Esquema    111.      STntesis   enzim6tica   de [r -32E  ATp.
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adicionaba        a        la     mezc:1a     de     reac:ci8n.      La     reac:ci6n     dE

fog+orilacic']'n     de     ADP     sE     detenfa  pc]r   c:alentamiento  a   lc)00

par   2   IT,in.

2.§INTESIS   DE    L^-=`=P]-GTF.

La     primera     etapa     de     Esta     5l'ntesls     c:c}n5i5ti'a     en     la

prEparac:i6n     dE      [*-I'=]-GTF',      para     lc}  ci`al   5e   utilizaba   El

mi5mc]     proc:edimientc]      qi`e     pars     la   5inte5is   de        [r~32]-ATE.

pero      utilizandcj      BDF'   {],1   mM   cc}mo   sustratc]   En   veg   c]e   ADF'.    E1

I  }-52F.I-GTF'     sintetizado     se  utilizaba  pars  la  sfntesis  del

[  a(   -=.2F.I-GTP        cle        ac:uerclo        a     lag     siguiente5     etapa5     y

reac:c i on es :

a)    Fog+cjrilaci6n   de   3'BMF.   erl   po5iEi6n   5

b)          Eliminaci6n      dEl       grupc)      fosfatc]      dEl      3I'5'GMF',      En      la

Fesi[i6n   ='.

I)    Sirrite5i5   c]el    [o<~='£F']-6TF',    pcir   fc]5fc]rilac=i6n   c]el    5'6MF'.

EI            F}roc:Edimiento           E;{F)erimEntal         era         el

sigijiEnte:      una      vez      c]btEnldt]   el    [*-I=`F`]~GTP,   sE   agregaba   6.

Ia      mE.=cla      de      rEacci6ri      4C}   ul    de   espermina.   {},i   M,    6{:}   +`1    de

3'-6HF`   5C]   mM

3{:1         unicla.des      dE      polinuc:1e6tic]c}      quina5a       {1(:}      ).il),       y      5e

in[ubaba      la     me=c=1a     par      6   horas   y   media   a   5r.)   {etapa   a}.   A



38

c:ontinuac:i6n     sE   agregaban   5¢  +`1   de   una   sc}1L`ci6n   amortiguadora

dE      ac=etatcl      de      sodic]   1M   pH   5.5    {pH   f inal    7)    y   5C}   unidades   de

nucleasa     F'1      (5t:l    rl),y   se   incubaba  par   una  hora   a  3=,0   {etapa

b).         Para        la        dltima        etapa        5e        agregaban     2Ctc}     Hg     de

5'-Grip-quinasa.      (=.a     +il),      15     i`nidades   de   piruvato   quinasa   en

uria      ITiE=Ela      dE      reac:ci6rl   qi`e   contEnfa:    40   +`1    dE   [:::[1    2M,    75   +il

de       F'EF'       1:I,1       M,        £   /.`1    de   ATF'    40   mM,    75   Hl    de   Tris~Hcl     i    M,    FiH

7,4      y      11:1{:.     Hl    de   ague   de5tilada,    y   5e   inEubaba   a   I.5CJ   per   una

hera      y      mEc]ia      (eta.pa      c}.    De5pL`€5   clE   cada   etapa   la   mE=c:la   de

recci6n      5e      caleritaba      a      11:)(:}0      pc]r      =   min.    El   rEnclimiento   de

esta   si'ntEsis   es   dE   un   7C]./.   aprc}ximacjamEnte.

=.   Arl:lisis   y   F]urEza   de   log   nucle6tidcjs   radiac:tivc]s=

La        determinac:i6n        c]E        la        pureza        de        lc}5

nLic=lE€tidc}s      5intEt.ilados,       asf      c:cJmc)      1a      incc}rpc}raci6n   de   la

ITiarc=      radiactiva.   en   lc]s   prc]duc:tog   dE   lag   diferente5   etapa5   de

la.      E.rnte5is     dE      [y-=.=P]~ATF'      y      [cX-='2P]-6TF',      5e   realizaba

pcir      cromatJjgraf {a`     a.£cenclerite     en      place.5   de   polietilen-imincj

c:elu.-.c]sa..       El       sc]1\JEnte      utilizac]c]   dEperlc]i'a   de   lc)E.   nuc:1e6tic]c]s

que   se  de5eaba  seF}arar:

-     La     separaci6ri   de   log   nuc:1e6tidc}s   ATE.  y   6TP   se   reali=aba

utilizando      c:ctmc]      solvente      uns      5cilut=i6n      de      r::H2F'04      1M,      pH

I.,5.      Esta     c:rc]matograffa     se  realizaba  durante  45  minutes  con
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lc}     cual      el      ATE.     migraba     I:c}n      una   distancia   relativa    {Ftf )

entre   t-J,4   y   t:I,5   ,   y   el   BTF'   entre   0,=.   y   a,55.

-      La     separac:i6n      de      lci5     nut:le6tidos   BMF`,   6DP   y   6TF.   se

reali=aba     utili=ando   c:omo   5olvEnte  forrriiata   de   sc}dio   £   M   pH

=.,5      para      I.o5      primErc]s   6   c:in   de   c:romatograf {a   y   ft]rmiatc}   de

5odio        4     M     para      lcJs      lt:J     c:in     rE5tante5.      Lag     distanc:ias

rElat_._ivas      cle   migraci6n    {R+.)    pars   estc}5   nut:1e6tidos   eran   lag

siguiEnte5:     6TF'   {:},I:}6-C},15    6DF'    {J,5-C),55   y    6MF'    {:},7-C},75.

La      pc}sici6n      de      log      nLic:1E6tido5      L`tilizadc}s

c:orrlEi      patrc}nes     sE     determinaba     pc}r      Exposic:i6n   de   la   place

c:romatc}grff ic:a        a        luz      ultravioleta     t]e     c}nda     corta.      La

po5iEi6n     de     lc]s     nucle6tic]cJs     radiac=tivos     sE     determinaba

cc]rtando      la.      placa.      I:rc}matogr£+ica      en      trc]=o5      de   C},5   c=m   y

c=uanti+i.c=ariclo      la      radiacti`Jidad   en   un   cc}ntac]or   dE   c:entellec}

1 i qu i c] c, .

4.    P!|ri+ic:ac=i6ri   c]e   nuc=le6tic]os   radiaEtivc]s:

Lc}s      nuEleE;tidc}s      radiac:tivc)E,   5int.etizac]o5   por

El      fri:todc]      ya      c]esc:ritcJ   sE   purif ic:abari   pc]r   c=rc]rrla.tograf fa   eri

DEfiE-sephade:{         fi-:5     previamente      equilibrac]a      c:on      NH4HC:0=`

1M      y      lavada      c:t]n      agua.      Uns.   vez   c:c}lc}Eada   la   muestra   en   la

c=c]lumna,      se      eluia      cc]n      Lm      gradientE     cc}ntinuo   de   NH4HC03





entre        (-J        y        lM.      A     lag     f raEc:iones     c:olectada5     5e     leg

determinaba     la  radiac=tividad  presente,   se   juntaban  aquellas

que     correspc]ndfan     al   ni.`cle6tido   clue  se  deseaba  purificar   y

5e      lic]filizabari     hasta     seqLi.edad.      LL`ego     5e   re5Lt5pendfa  el

residL`o     en      Ltn      volu{men      adec:uadc),       qLiE   cc]ntenfa   entre   lr.I   a.

3t)::1t:16      cpmj'ul.      LL`Ego      c]E   e5ta   purificaci:n   log   ni`cle:tidc}5

5E   obtEnfan   c:on   un   95./.   de   purEza.

5.     F.L`ri+ic=ac=i6n    clE    t3TF':

E:I      6TF'     para   lc)s   En5ayc}s   dE   uni6n   a   prc)tefrla5

{L`e     pLi.rif icado     pc}r      la.     misma     tEcnica     descrita     pare.   log

nut:le6tidos     radiac=tivc]s.   F.era  Ello  se   c:argaba  en   la  ct]lumna

de      DEAE      5ephade>{    fi-2Ei    {0,8   :{    15   c:in)     1rJ¢   umoles   c]e   6TP.    Lag

+raccjones        ell`fcla5        dE        la     c:alumna.     se     analizabari     pc}r

absDr-Ei6rl      a      26(:)      nm      y      sE   ariali=aba.   su   c:c]nduc:tividad.    Lag

+r-a.c:c:ic]nEE,       correE.pt]ndieriteE   a   GTF.   y   c:c:Irl    ii.ria   at}sc}rci6ri   mayc}r

qL`E         i      5E      juntaban      y     sE     lief ili=aban.      El      rEsiduci     sE

rESLiE.i=Ieridi'a.       Eri    agLI.a   ha.Eta   cJbtEnEr    Lma.   conceritra.c=i6ri   c}e   B{:jrriM

apr-cl;`imadamErlte.       La      c=oncentraci6n      de      GTF`      sE   determine.ba

ESFiec=trc]fotc]m€tri I:amente           uti 1 izanc]ct           para           el lc]           EI

c:oef iciEnte      cle      ey`tinci6n      mc]1ar      c]e       1=,,7      >{    1C)-3   H-1/c:in   a

pH7.

40
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6.Sfntesis   dE   OBTP,   ct6DF'   y   OATP:

F.are     la  sl`ntesis  cle  log  nut:le6tidos  difo5fato

y     tri+c}sfato,      2'¥.'      dialdehfdo   se   utiliz6   El   prc}c=ec]imiEntc}

cle     Easterbroc}l::-Emit.h      y     cc)i.       (1976),      que   cc]nsisti'6.   en   lo

sigL`iente.       Se      solLtbilizaba      Cl,1      mmc]l    dEl    ni`c:le6tidc]    {ATF.,

GTF`      0      6DF.)       en      1,5      ml      de   agL\a   y   se   llevaba   a   pH   a,2.    §e

agregaba      a      la   soil.I.c:i6n   {:1,11   mmole5   de   peryoclato   de   5oc]io   y

dEspuas     de     incL`bar   2   hora5   a   4®    En   la   c]scuric]ad   se   dEteni'a

la.      reac:c:i6n      agrega.ndo      lrJ   ul   de   etilenglic=cJl.    La   mezc=1a   se

colt]c=aba         en          uns      cc}lumna      de      §ephade:.:.       G-1{-J       (1       `+`       1{JrJ

c:in)previamente      la.vada   y   Equilibrada   c:on   ague.   Se   c:c]lec:taban

frac=c:iorle5      dE   1   ml   y   se   detErminaba   eri   c:ada   L`na   c]E   ellas   la

ab5c]rc:i6n      a.   =6{:t   nm.    Tambi€n   5e   determinaba.   Ia   presEnc=ia   del

i6n      yodatc]   haEiEndc3   rea.cc:ionar   I.ul    de   c:add   +rac:c:i6n   c:c]n   =iul

dEJ      [:::I       al       5.A      y      I.ul    dE   H=S04   6N.    Lag   frac:c:ic]nEs   ciu.E   daban

c:c]lor      c:af€      c]   amarillo   de5pu65   cle   la.   res.I:c:i8n,    da.ndc]   cL`enta

dE     la.     presEncia     del    itJn   yodatcJ,   erandE5cartadaE;.    El   restc3

c!E      lag      frac:c:iories   que   tenfari   Ltria   absc}rc:i6n   mayc]r    quE   1,    se

juntaban      y      se   Ilo+ilizaban.    El   residL`c]   5cgc=o   5E   resuspEndi'a

en     a.gua     y      la     cc]nc=entrac=i6n   del   nut:le6tido   se   determinaba

por      absc)rc:i6n      a.   £6{:)   nm   utilizandcJ   para   ellc}   un   c:oe+ic:iente

de     e>:tinc:iE;n      mc}lar      de      lfl,7      x      ltJ-5     M-I/I:in     apH7para

t3TP   y   GDF.,    y   de    15,4   x    1(:}-3   M-i/I:in   a   pH   7   pare   ATE..
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I.    AHINOACILACI0N   DEL    I.H]-Hetionil-tRNAi[

1.   Pii.rific=ac=i6n   part:ial   de   aminoac:il-tRNfi   sintetasas:

5E     tomaban     7g     cle     c€lula5     de     E.   c:Lp±±  y  se

resuspendfan      en   amc]rtiguador   A   que   c:c)ntEnfa=    Tris-HC1    1r.I   mM

pH       7,6,       Mg(CH=.C00H)2       I.(:1      mM,       NH4Cl       6l:t      mM   y   p-merc:aptc]-

etarlol       6      mM.       LL`egc}      sE      cEritrifugaba      a      6.I:}{:}C}}{g      par       1{:)

minutc]5.      Al      sEdimentc}   c:elular   5e   agregaba   lt)g   de   alumina   y

sE        maceraban        En      i`ITi     ITic]rtErc]     ha.5ta     obterlEr      una     pasta

hc]mog€nea..      Se     resuspendl'a.     este     homogeni=ado     En   14   ml   de

5cilLi.ci6ri       A      y   sB   c:entri+ugaba   a    17.(:I{=lt:t;<g   par    1{:I   minutc]s.    AI

sobrenadante     de     esta     c:Entri+ugaci6n     5e   la  agrEgaba  DNasa

lug/ml                 y        se        incubaba        5        minutos      a      (-JO.Luegc]     5e

c=entf-i+L`gaba`      a   27.(:){:}{:};{g   par   4{:}   minutcJs   y   El    5c}brenadante   se

c:entrifugabE`      nL`evamente   pc]r   f   hc]ra5   a   1(]{J.{:}t!rJ!.:g.    Finalmente

g1      sobreriadante     de   e5La   ceritri+ugac:i6n   se   diali`=aba   c:orltra

amortic|uac]c]r          a      qua      c=oritErii'a.=       Tris-HC1       =tJ      mM      pH      7,6,

Mg{CHI,C00H;`=       1       mM       y       I:iTT       lmm.       De       e5t.a    {orma   5E   c]btiEne

L`na      Flrepa.rat:i€n      c:rude.   de   aITiiric}ac:il-tF{Nf}.   5intEt..ass.5.    Con   el

f in     dE     obtener     una  prEparaci6n   parcialmente   purif ic:add   de

Esta      ErlziITia,    5E   realiz6   L`na   croITlatograf fa.   en   uns.   c:olLimna   dE

DEAE      celulosa      {1,5   i.€   5   cm)    eqL`ilibrada   I:on   el    amortiguadc]r

a.         §e        cc}lc}c=aba      g.n      la      columna      la      frac:c=i6n      crucla      de
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aminoacil-tRNA       sintetasas       obtenida       c:omo       se       explic6

anteric]rmente     y  se  elL`i'a  c=on   el   amDrtiguador   8   que  contEni'a

aclem:5        h:.Cl         25t:t        mM.         Lag        +racc:ic)nes      qua      elui'an      se

I:c]ncentraban        pc]r         precipitaci6n      c:cJn       (NH4)2§04     al      7(I./.,

y     pctsteriormente   5e  dializaban   contra  el   amortiguador   a   qL`e

c:cinteni`a      +:::[15t:ImM      y      glic:erol      al      5(J./..       E5ta   prEparaci6n

enzim€.tic:a   c:ontEni'a.14   mg   de   prc}te.i'na.

2.   En5ayc]   de   actividad   para   la   metionil-tF{Nfi   sintetasa:

La        ac:tividad        metionil~tFtNA        sinteta.5a     5e

ensa.yaba.      en      un      mEdic]      qLl.E   content a:    4L`l   c]e   arriortiguador   I

{Hepe5        lM       pH       7,6;        I:::Cl        1{]t:l       mMa        Mg{CH3C00H)2   50mM   y    DTT

2(-J       mH),       5       ul    c]e   metic]nina   {:J,8   mM,i    ul    dE   fiTF'    1l)C)mH,    8   uL

dE         tRNfi         dE         hfgac]cJ         c]E         rats         5=ict      OD/ml,      I,      ul       de

[I'H]-Met.ic]nina       (£5      I.i/mITit]l),       £      ul       c]E   aguE`   y    1=.   ug   c]E   la

preps.rac=i6n   de   aminc]ac=il-tRNfi   sinteta5a5    (.i    LI.1`).

La.       me=c:1a      c]E      reac=c=i:ri       sE       iricubaba.      pc]r    2(:)

minLi.t_-os       a    =7..    Se   clEtenfa.1a.   react:i6r.I    a.gregg.ndc=i    1    ml    dE   l..Cfi

al       lc)'f:      en      frfc]t.       sE   +ilt.raba.   pc]r-+iltrcjs   clE   microf ibra   de

vidrio,      sE   sac:a.ban   loEi   +iltro5   y   se   c:c]ntaba.n   en   LI.n   c:c]ntadc}r

c]e   c:entellec:I   ll'quic]t].

[t]n      Esta5   c:c]nd3.EionEs   5E   obtenfa   un   mat}{imo   de

fc]rma.t=i6n      de      [3H]-metionil-tRNA.i   pc]r   lo   c:i.`al   5e   utili=aban

c:c]ndicic}nes          similares          pare           la          preparac:i6n          dEl

[='H]-mEtionil        tRNA:.      La        actividad     espec:i'f ic:a     pars     la
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meti oni I -tF{NA          sintetasa          cle          esta

apro>tima.damente   de    l{:lt=J   pmc}lE5/mg/min.

preparac:i8n era

5.    F'reparacit;n   del    [3H]-metionil   tRNAi.

F.are      la.      F}reparaEi6n      ma5iva      clE   [¥.H]-metic]nil

tRNfi      5e     realizaba   la.   mifma   reacEi6n   c]e5c=rita   en   el   pi`ntc]   2.

aurriEritandct     lag     c:antidade5   dE   log   all.strato5   5   vet:e5.    De   e5ta

fc)rm.i      El       mEclio      dE      incubac:i6ri      5E      c=omporlfa      c]E:       2Cl   lil    dE

aITic!rtigi.I.ador         [,       5      ul       de      metionina      C},8      mM,       15      L`1       de

[=`H]-metj.cmiria.       (25      Ci/mmol),       5      ul    de   flTF'    1{-Jl.:)   mM,    4¢   i`l    de

tRNfi      5=.C}      OD/ml,       5      ul       de      la   prEpa.raci6n   de   mEtic}nil-tF{NA

=inteta5a      {6,5     urlidadE5)      y     2tJ     ul   dE   agua.   Esta   mE=cla   de

reacc=i6ri      5e      inc:ubaba      par      2CI   minL`tc}s   a   I7®    .    5e   detEnfa   la

rea`c:cj.6n      aFac]iEndc]      1   ml    dE   ferlDl    dEstiladc]   5aturadc]   c:c}ri      un

amortiguador      e5teril       de      NH4CH=`CO[1      1{:}      mM   pH   5,5.    Luegc]   se

a.gita.ba      en   un   `Jorte}<   :   a   I.   minlitc}5   y   5e   c:entrifugaba.   a   3.5{:}(-J

rprri       pcir       1{)      rriinittc]s.    SE   t..c)rrlaba    la.   fasE   ac:uc]5a   y   5e   c:c]lc]c=aba

en      Lin      t.I.I.brj      est6ril.       Esta      +rac:I:i6ri      qua      c=c]ntenfa      tRNfi   y

amirlcjgc:idc]s       {ITIEtic]riirla}       prirlEipalmeritE   se   {iltraEia   a   tra\J€5

cle       L`na       c:c}lLLITina.   de   sEphadE}.:    G-25-15{:}    (1    }(    4C)   crn}     eciuilibrada

c:ori         amc]rtiguador      NH4CHIC0tJ      10      mM     pH      5,5.       5e      rec:c}gfan

fraccione5     de   1   ml   y  5e  detErmina  ba  en   c:ada  uns  de  ella5   la

radia.c=tividad     presentE.      Se   juntaban   aquellas   frac:c:iones   c]i`e

presentaban     una     radiactividad     Espec:ff ic:a     superior   a  2.I:lou
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c:pin/ul,      y     qua   se  cc]lectaban   en   el   voldmen   de   exc:1usi6n   de   la

c:alumna.      Estas     +rac:c:iones     se   liofilizaban   y  se  resuspendi'an

en      un      vc]lL'`mEri      adec:L`ac]o,      dE      manera      dE      tener      1      pmcil      de

[='H]-metioni I-tF{NA..              pc}r              ul.              La             cantidad              de

[5H]-meti c]ni I ~tRNAi            obtenidc}              era           de           5Cl{:I           pmol es

aF]rD}{imadamente        y     tenl'a     uns     radiaEtivic]ad      E5pEc:i'f ic=a     de

2CJ.CJO(:I         c:pin/pmol.       Cabe      hac:er      nc}tar      que      la      metionil-tRNA

5irltEtasa     de  E.   cc]li   56lo   c:arga   al   meticJriil-tF{NA   iniciador   de

eucaric}ntes,      par      lc]     c=ual   el   produc:tc)   clE   e5ta   reacci6n   es   un

5u5tratc]     E5pecf +ice     F}ara     el      e5tudio  dE   la   iniciaEi6n   de   la

sfntesis   cle  prc)tefrlas   en   euc:aric}ntes   (Stanley,1972).

D.     DETERMINA[I0N    I}E    LA    ACTIVII}AD    DEL    FACTOR    DE    INI[IACI0N

el F 2 i

1.    Fc)rmac:i8n   de   c:ample.io   ternaric]:

La      medic=i6ri      dE      c:ample_icj   tErnario   5e   real.izaba

par       el       m€tc]c]c]      descritc}      par      dE      Harc]      y   Oc:hc}a    {1979a),    Ec)n

algLirla.5      mt]c]if ic:ac:ionEs.       La   mezcla   de   reac=c:i6n,    en   un   volfimen

de      ==      ii.I,    c:c)nteni'a:    HEpe5   20   mM   pH   7,6;    I}TT    lmM,    K.[115CJ   mM,

1       pmol       de       [=.H]-mEtic]nil-tF{NAi  {2C}.I:}C}O   cpm/pmc}1),    GTF'   5(}   uH   y

ulia     i ra.I:c:i6n     protel'ca     dE     oc]c:ito5     que     contenfa     el   i actc]r

a I F2 .
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Esta     mezc:la   5e   incubaba   per   5  minutc]s  a  37°   y   5e  detenfa   la

reac:ci6n      pc}r      diluc:i6n      c:on   amc}rtigL`ador   D    {Tris-HC120   mM,

h::Cl        1{:It:t      mM,A-mercaptc]etanol       7      mM   y   Mg(CH3[00)21    rrlM)    en

+rfc].         E5ta       mezcla        sE       +iltraba       par        membranes       de

riitroc:Elulc]sa     en      la     c:L`al      quedaba     rEtenido     el      c:c]mplejo

ternario     fol-mado     par      elF2,      [I'H]-mEtionil      tF{NAi      y     6TF'.

Lc]5     filtro5     sac:c]5     se   c=ontaban   erl   un   contadc]r   de   c:entElleo

li'quidci.       La      unidad      cle      fac:tc)r      elF2      5E      clef ini6      c:c}mc]   1a

c:a.ntidad         cle      f aEtc}r      qua      es      c:aF)az      dE      unir      1      pmol      dE

[=.H]-met.ic]nil    tRNAi    Eri   Ei   minLI.tc}s   a   37°.

=.    Fc]rmac:i6n   de   Ec]mplEjo   binario=

SE     midi6      la   formaEi6ri   c]e   c:omplejo   binario   en

prEsenc:ia      de   6TF'   a   GDF`   sEgdn   el   mgtodc}   clesc=rito   per   de   Hero

y       [lc=hoa        {1979b},       c:ori    algLi.ria.5   mc}dificac=ic}nEs.    La   mezc:1a   cle

rEa.c:c:i6r`,       en      uri    vc]lL'imer`   de   2C}   ul,    c:onterii'a:    Hepes   2r.j   mM   pH

7,6,         I.:::[]          15¢        mM,         [='H]-t3TF'         {l{=.`.t}(:){-,I        c:pin/pmol)         5(:I        uM        c]

[=H]-6DF'        {B.(:H:)I:]       cpm/prriol}        1       uM,       y.   uria   fracci6n    prc]t€ic:a

dE.      c]oc:itos      qua      cantenfa     al      fac:tor   elFI   (eri   log   c:asc3E.   en

qLie     5E      ir!dica     5e   agrEg6   Mg+='   1   "   al   ensayo).    Esta   me=c:la

5E     incubaba   durante   5   minutos   a   5{:}®.   La   rEacc:i6n   se   detenfa

pc]r      diluc:ic']`n   c=c]ri   amortiguadcjr   D   y   sE   filtrat]a   par   mEmbranas

dE     nitroc:elulc}sa.      Lc]s     f iltrc]s     seEc}s     se     c:ontaban     en   un
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c=ontador      de     c:entellecJ     lfquiclo.      La     unic]ad   de   fac:tc}r   elF2

5e     clef inig     c=amo   la   cantidad   de  fac:tor   qL`e   es   dapaz   de  unir

1    pITiol    c]e   GDF'   c]   clE   BTF'   en    5   minutc]5   a   E(:}°.

].    Interc=a.mbic]   dE   nL`cle6tidos:

F.era      mEdir      el      interc:arribic}   dE   nL`cle6tido5   se

preinc=ubaba      la     +rac:c=i6n     prot€ic:a.      qua     c:onteni'a   a.i   factor

EIF2      c=omc}      se      de5c=ribi6      pare      la      forrriaci6n      c]e      c:omplejo

binarich      f}      log     5     rriinutos   dE   preinc=ubac=i6n   5e   agrEgaba   el

nut:1e6tido     f ri'o     a   diferentEs  conc:entraciones   y   sE   inc:ubaba

per      f     miriL`tc]5     a     3r.)a   .      SE          cuantif ic:aba     el   nuc:le6tido

radiac=tivc]      unic±c]      a      elF=    (cc]mplejo   binario)    pc}r   filtrac:i6n

I:cJmci      se      c]esc=ribi6   aritEriormeritE.El    rec=ambio   sE   dEtermiriaba

midiendo      la.   cliferenc=ia   dE   radiac:tividac]   c:on   tubas   cc]ntrc]les

a   lc]s   c:ualE5   ricl   5e  'agregaba.   el   rlLI.dE6tidc}   fri'c).
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E.     EN§AY0    DE    FO§FORILACI0N   DE    PROTEINAS:

F'ara     el     en5ayo  de  fo5fc}rilaci6n   c]E  protefna5

5e      inc=L`baba   una   frac:c:i6n   prot€ic:a   en   i`n   media   qua   Eonteni'a:

Hepe5       2Cl       mM       pH       7,6;        Mg{t=HI,C00}2       4       mM!        I:::I:I        i(:1       mM       y

I   tr   -=`2F']-ATF'        {4.t:tt:it:I       a       6.t:it:tt:t      cpm/pmol)        1Ci{:t      uM!        en       un

vc]1dmen      final       c]e      5{-J   ul.    En   log   En5ayo5   qL`E   se   espec:ific=an

sE     agrEgr.     una     protEi'na     quinasa     e}:6gena      (HCI      a   I:a5ei'na

quinasa).      SE     incubaba   par   15   minutos   a   37°.   La   reac:c:i6n   se

c]etenfa      a.greganclc}      17   ul    de   amc]rtiguadc}r   E    {Tri5-Hcl    25t)   mM

pH      6,8;       §DS   al    8%;    glic:erol    al    4(:I   ./.5    azul   de   bromc]fenol    al

I:1,{=1{:15./.         y          f   -mErcaptoetanol      Cl,14      M.       Lag      muestra5      5e

c:alentaban      a      1{:}t:)a   par      2     minLitc}s      .       E5tc)5      ensayos      gran

analizadc]s     erl     gEles     c]e   pDliac:rilamida   al    10./.   en   pre5enc:ia

de   §DS.

F.     INA[TIvf}CI0N    DE    PROTEINA§    tluINA§A§    FOR    OATP:

F.arci.      ina.c:tit;ar   lag   protefria.-qii.iria5a5   Flc}r   2'3'

dialtjehfc]ri      f}TF:.    {c]fiTF'.,`    EE   realizaba   uns   preiricubE`F.i6ri   dE   una

+ra[c:i6rl      F)rc3t€ica     qiiEI     conteni'a   actividad   quina'sic:a,   en   el

media        de        inc=ubac:i6n        de5c:rito        para        EI         Ensayc]        de

fo5forilac:i6n,          col.c}c:andc}         c}fiTF'         3l:lt:)         i`M         en         vet         de

[*-52F`]-ATE.      .      §e     realizaba     E5ta      inEiL`baci6n      clurantE      15
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minu.tog   a   =.70   y   5e   detenfa   agregandc}   2   ul   de   NaBH4  a,6   M

a.     §EPARACI0N    DE    LIGAND0    LIBRE    Y    LIGf`ND0    UNID0    A

PROTEINA§g

F`ara     5eparar      riucle6tic]c]5     unidos   a   FJrc}tEfna5

de     nL`c:le6tidc]s      libres,      cJ     protefnas      ft]5fc]riladas     cle   ATF`

1ibre,       5E   utili=aba   el    m€tc}c]c}   desc=ritcj   pc}r   Penef5I::y    (1977),

qLte        Ec}n5i5tfa        b€sicamentE        en      lcJ     siguiEntE:      jEringas

dE5EEhable5      de      1      ml     {tL`berc:ulina)    sE   lleriabari   c:c]rl    i   ml    cle

sephade:.{       a-5[J      Equilibrac]c)      c:on   amortiguaclc}r   F    (Hepes   ={:}   mM

pH       7,6;        [:::Cl        11:1(:I       mM;        EDTA       1    mM,   4-ITiercaptoetanol    7   mM   y

91ic=Er-o]       1{-J   -/.}.    Lag   jeringa5   se   c=olc]c:aban   pc]5tEriormente   en

t.ubc]EL       de    i,5   >:    9,5    c:ITi   y    5E   c:eritrifugaban    a    3.C}{:){:)   rpm   pc}r    9C)

sEgu.riiios      eri      un      rc]tc]r      "swingirlg   bucl::Et..   en   uns   cEntrf+uga

cli'rl-ic:a.       Luegc]   5E   cc]1t]c:a[ia   una   muestra   dE   5{:}   ul    En   la   parte

supEt-ior       clE      la   c:c}1Limna   y   sE   centrifugaba   nLie`+aITIEritE   eri    lag

mi5rr:E`5      cc]ndic:ic]nE5      utilizandc]      L`ri   tubc)   1impic}   pare   rEc:oger

la.  muestra  de   ligando  unidc]  a  protefna.
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H.     ELECTROFORE§I§   EN    GELE§   DE    POLIACRILAllIDA:

I.    Geles   de   pctliacrilamida   al    1{:t%   en   pre5enc:ia   de   SD§:

Pare     arializar     el   patr6n  c]E  prc}tefnas  clurante

la     F)urif ic:ac:i6n      del      fac=tor      de      iniciac:i6n   elF2,   asf   coma

la        fc]sforilac=i6n     dE     protEfnas     se     rEalizaban     geles     de

pc}liacrilamida      En      placa5     dE     vidrio      Eri      lag      c=orldic:iones

5i gui entE5 :

gel      c]E      separac:i6ri:      ac=rilamida   al    1{)./.,   bi5acrilamida   al

C),=5y.,       Tr-i5-H[l       (:I,=75      M      pH       8,a;       5DS       al    {:1,1-/,;    TEMED

C!,C!25./.      y      per5ul+ate      de   aITionio   a].    {],{J=i7./.,   en   uri   voldmen

de   3,.J   ml .

§e     dejaba.     pc]limErizar   durarite   =   hc]ra5   y   sE   agregabE`   el   gel

dE   c:c}ncentrac:i6n.

gEl      dE   coricEntra.Ei6ri:    ac:rilamida   al    3./;,   bisac=rilarriida.   al

{],€}8%,       Tri5~H[1       (-J,125      M      pH    6,8;    §D5   al    r.I,1./.,    TEMED   al

C}31./.      y   persulfatc3   dE   aITic]nic]   a]     (:),117:,    En    un    vc]lLlmEn    dE   a

ml.

Urla      -v`EI      po].imEri=adc]      el    gel    de   cc]rlc=Entrar.i6ri   5e   aplicaban

lag      muest.rag     y     se      lleva.ba.     a     cat]c]     1a.     elEc:trofc}rfsi5   a

tempEratura     ambiErite,      y     a.     urla.     interisidad     c]e     I:orriEntE

c:ori5tante     de     4{:}     mf},      durantE     apro;.:imac]amente   4   horas.    El



amc}rtiguadc]r     Elec:trolitc}   utilizado  sE  c:oITiponi'a  c]E:Tri5-base

C),C}1£         M,       glicina      C},t:}96      M,       y      §D§      al       0,{-J5%.       una      vez

i inalizada     la  EIEctrofc}r£5i51o5   gEIE5  5e  teffian.   Lc]5  gEle5

pars     autt]rradiDgraf{a     se  +ijaban   Con   uiia  50luci6n   c}E   a'cic]o

ac=gtic:c]      al       1{-J%   durante   1   hcJra   a   37°,    carrlbiandD   la   Et]1uc=i6n

cada      15   mirlutc}5   para   Elimina.r   la   radiac=tivic]ad   inEEpeEffic:a.

57

=®      BEIE5     En     grac]iEritE     VErtiEal   c]E   FCJlia[rilamic]a   para   la

dEtErmiriaci6n   dEl    pE5c}   rriolec=ular   ria.tivc}:

F'ara        la     clEtErminaEi6rl     dEl      peEt]     molecular

nativ.c]     dEl      fat:tor     elF2     dE     c]c}EitcJs   5E   utiliz6   la  te'c:nit:a

dE5crita     pc]r      HEdr-ic[::      y      Smith      {1968}      y     mc]dif iEada     par

Retamal        y     Babul       {Ec]municaciDn     pEr5t]nal}.      Esta     te'cnic:a

I:c]n5i5tfa   b£5iEamEritE   Erl   lcJ   E;iguiErltE=

§e     I-Ealizaba.     un      gr-adieritE     dE     pcJliaE.rilamida     en   5Entido

vertical.        al        dE        migraci6n      dE     la.E,     muE5tra5,      cc]n      clc]5

501uciqne5     de     acrilarriic]a,      al    18   y   al   6%[   E5tas   5olucit]riE5

c=c]rltenfan         adErri£5:         bi5ac:rilarriida        En         uria      rElac=igri      dE

acrila.mida:bi5a.c:rilamida      de      41:):1,    Tri5-Hcl    I:),375   M   PLI   a,8§

TEHED      {},C}=5%      y      F}Er5ulfato      dE      amc)riit]      al    {:I,t:}I17%.    Uns   `Je=

res.1izadc]     El   gradiEnte   5e  dejaba  pcJlimErizar   el   gel   tc]d?   1a
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not:he.      §E  agregaba  El   gel   dE  concentrac:i6n   cuya  composicign

era:      acrilamida   2,5./.,   bisacrilamida   a,3./.,   Tris-Hcl   60  mM  pH

7,6;       TEMED      al       Cl,C16./.,    ribo+1avina   4   mg/10C}ml    y   5ac=arc}sa   al

4Cl./..      Se     realizaba     la     polimerizac:ign   dE  este  gel   frEnte  a

L`na      l€mpara      dE      IL`=   blanc:a.    El    gel    contenfa   15   pctc:illc}5   en

cada      uno     de      log   c=uale5   5e   C:c}locaban   2(:)   ul   de   la   muestra   a

anali=ar.      Lag     mue5tras     5e     preparaban     agregando     5  ul   dE

amc]rtigL`adc}r      E,      sin   SD§   ni   /..-mercaptoetanc]1,   a   15   ul    c]e   la

sc}]ucign   protfic:a   a.   analizar.

Lc]s     patrc)nEs     dE     pe5c}     molec:ular      utilizados

eran:       c:atala5a,    F'.M:    232.I:}{:){:};    Lgc:tic:cJ-deshidrogenasa,    P.M.:

14t:l.CIcl{:)          y       5erc]albL`imina       clE      bovino,        P.M:        67.C}(){:I,       y       sE

coloc:aba   2Cl   ug   de   c:ada   una   par   poc=illo.

El       arriortigL`a.c]c]r            EleEtrc)litcj   5e   compctnfa   de

Tri5-base      Cl,Ctl3      M      y.   glic:ina   {:l,CIC?6   M.    La   elEc:trc)fc]resis   se

llEv.abe.      a      ca.bc]      a.      4®          dura.rite      aprc]}.:irrladamEntE      6      hc}ra5

c=uidandc]     de      qua   el    frEntE   de   alii.1    de   bromofenc]l   no   saliEra

dEl       gel.       IJrla.   ve=    +.ina].izac]6.1a   EIEc=trc]fcJrEsis   lc}s   gEIEE,   se

tefiian   y   5E   a.nalizaban.

3.    Tiric:i€in   de   gele5   pcJr   azul    de   Coc]ma55iE=

Log     geles     se     sumerg{an     en   uns   soluc:i6n   qua

t=onteni'a     a'cidc]     ac:€ticc]   al    lt}./.,   alc:ohol    isoprop]1lic:a   al   ZC}./.
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y     azul   dE   [ctomassie   al   {:1,5./.;   y   se   incubaban   par   1   hora   a   5C}°

F`c}steriormente     5e  de5tefifari   c:oloc:a`ndolos   En   iina   5oluci6n   de

gc:idc]      ac:6ticct      al       7./.      y      alc:ohol       isc}prcip{licc)      al      21:1-/.,   e

inc:uba'ndolo5     par     4     hora5     a   37°,   rEalizando  cambios  de   la

5oluc:i6n     cads     3t:l     minutes.   Finalmente   lc}s   geles   5e   lavaban

c:on   ague.   y   se   5ecaban   al   vacfcJ.

4.   Autc]rradiograf i'as:

Con     el      f in     de     lot:alizar     la     radiac:tividad

a5oEiada        a        prote{na5      c}     nuclecJ'ticlc}s     en      log     gEIE5      de

poliac:rilamida       y        en      lag     placa5     dE     polietil-iminc]etil

c:elulosa,     5e     rEalizaba  uns.  autorradiograffa   .   Para  esto  se

e>{ponfa      El      gel      a      la      plac=a   c:romatogrgf ic=a   a   F}elfc:ulas   de

autc]rradiogra.f fa,      En      c:ha55is   her.m€tic:os   t=on   doblE   pantalla

interl5i+ic:a.c]c]ra.              El          tiErripcJ         clE         E}.{posic:i6n         de          lag

autc]rradic]qraf i'as      variaba     c}Eperic]ierldc]     de   la   raclia.c:tividad

aEOEia.da      a.      1a`=      F}rc]tE-friaE      a      nucle€t`ic]os.       Finalmente   lag

pelfc=u].a.=   5e   rEVElaban   y   5e   +ijaban.

I.     MICF{OINYE[CI0N    DE    00CITO§:

1.    Obtenci6n   y   separac:i6n   c]e   c]oc:itc]s   de   estadc]   VI:

F'ara     e>:traer   el   C}vario   EE  ane5te5iaba   la  rand
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5umergiEnclola     en      i`n      bafio     c]e     a.gL`a      c:on      hielo   durante   15

minL`to5.      Luegc]      5E   c}pera.ba   hacienclo   L`na   pEque#a   inc:isi6n   en

el      abd8men,      se     e>{trafa     el      ovaric}     y     secoloc=abaenuna

50luc:i6rl      salina      c]e5c:rite      pcJr      Earth   cuya   c:c)mF)c}sic:io'n   Era:

Nacl        88       mM,       NaHCO=,      2,4      mM,       Cac12      Cl,4       mM,       Mg§04   {:1,82

mM,        It:Cl         1        mM,        Ca(NOB)=J       C),33    mM    y    Tri5-HC:12(:)    mM    pH    7,5.

Lc]s      c]c]c=itDs      sE   5epa.ra.ba.n   del   c}varicJ   manualmente   utili=ando

pinzas      dE      relc]jEro      DUMONT   #5,    c]b5Erv€ndc]1o5   bajo   uns   luF}a

c:c:iri      aumento      c]e      (:),8   vEc:e5.    §E   5Elecc:ic}naban   lc)s   ooc:itc]5   de

e5tado      VI      cle    i,I   miTI   dE   c}ifmEtrc},    log   que   fi`Erc]n   L`tilizadc]s

en        lcls        e;{perimEntc]s     clE     microinyecc:i6n      y     de     si'nte5i5

prcJt€ic:a  iJ| -.

=.    Mic:rc)inyecc:i6n    dE   c}oEitc]5:

Log,           cloci tDs          de          estado          VI           i uerc]ri

micr-c]inyEc=tados      Em   El    citopla5ma   mEdiantE   una   aguja   c:apilar

prE\..ia.mErite      Ealibrada.       E5ta      agu_ia      E5tat.ia   Eoriectac!a.   a   u.na

_iE>ririga          [ilLMl]NT           {para.          miEroiriyec=c:j6n)           que          cc]rlteri€a.

vasElina,      1o   qi.`E   pErmiti'a   regular   el    flu.ic]   de   la   sc]liic=i6n   y

mic:roinyEc=t.ar         vc]1CtmEnes      c:c)n      ciErta      prec:isi6ri.       uria      vez

friiEroinyec:tadc]57       1c]s      c)c]Eito5      gran       inc:ubadc]5      du`rante      =.I:I
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minL`tos     en   soluc:i8n   saline  de  Elarth   a  22°,   para  permitir   la

difu5i6n   de   la  su5tanc:ia   mic:roinyec:tada.

J.    §INTE§I§   PROTEI[A   in   vivt]:

SE      inEubaban      grupc]s   dE   5   oocitos   en   5C}   ul   de

sc)luci6n      5alina      de     Earth,    qL`e   conten€a   [14[]-lisina   2{:}   L`M

{=..41.:lt:J      cpm/pmol)       durarite      =.I:I      minutci5      a.      22°          .       una   vez

fine.1izado     el      tiempcJ     de   incubac:i6n   se   detenfa   la   rea.c:c:i6n

agregando      2      ml       de      alcidc}      tric:lc}rc]ac:€t_.icc]   al    1{:)./.   trio.    §e

homoc]Erlizaban      lcls     c]c]c:itcJs     y     se     i iltraban   par   f iltros   c]e

mic=rof ibra     dE     vidrio.      Log   f iltrcJs   sEc=c]s   5e   c:ontaban   en   un

c:c]ntac!c]r   de   cEntellec}   11'quido.

K.    PURIFIEACI0N    DE    elF2   DE   0VARI0   DE    Xenopus    laEvi5

1.    Freparaci6n   de   lc:is   E}{trac:tog   c:rL`clc}5

5E       F)Esaban       6{:tctg       clE       c}varic}   y   5E    la.vaba.ri    c=cjri

amor-tiguadc"-       61        {Hepes      5t:I      mM,       pH   a,I:15    Mg{[H=C00)I   5   mM;

EDTf3       t:I,1       mM;        k:.[1        1{:tcl   mM,   4-mErcaptc}Etanc}17   mM,    glic:erol

1{:i-r:},      a   con   amortiguadc]r   62    {igual   a   61,   mag   ben=amidina   I.a



56

mM).      Lc}s     ovarios   se  cortaban   en   trozc}s  pequefic]s  y  esto5   se

horriogenei zaban          en          presenc:ia          del        amortiguador        Gl

{preparaci6n     A),      a     del   amortiguador   G2   (preparaci6ri   a)   En

uns.      prc]pc]rc:i6n      de      =(:}     ml      de   amortiguadc]r   par   Eada   log   de

tejiclo,      en      un      hc}mogeneiza.c]c]r   F.otter,   EjEc:utando   10   gc]lpes

dEl      €mbc]lo      par      c:ac]a   15g   de   te.iido.    Ic)a   homogenei=ado5   a5f

c}btEniclc}s      se      centerifugaban      pc]r    lt:)   minutos   a    15.C)OC);.:gn    La

sil.spEnsi6n     5c]brenadante   5E   filtraba   pc]r   laria   de   vidric]   y   se

c:entri+L`gaba      nuevamentE      F}c]r      2(:J      minutos      a      27.I:)C){:}`rfg.       Se

i iltraba     nuevamEnte   El   scJbrenadantE   pc}r   laria   de  vidricj   y   se

I:entrifugaba      esta      +rac=c:i6n      a.16Cl.I)I:Ir.J>:g   durante   2   horas   3C)

minutc]s.      DE     e5ta     centrifugaEi6n     sE     obtEnfa.   un   sedimento

mic=rosc}mal    y   uns   sL`spensi6n   sobrenec!ante.

La.        fracc: i 6n        rrii crc]somal         5e         I ava.ba        cori

a.mc]rtig`.I.a.dc)r        H        {Hepes       £{:)       mM,    pH    7,6;     I:::Cl     (:!,5    M!     EDTA    C),1

mM   ,   f -mercaptDEtanc]1    7   mME    glicerol    1(:I./.)    durante   2   hora5   =,(:1

minutc}s      c=c]n   agitacicsn   suave.    t=C]n   Este   Prc}c:Edimientc}   algl.`na.a

dE      lag      prc]tEfria5      Linida.s      a      la      frac=c=i6n      miErc}5oma.i       5Dn

libera.das     y     entre     ella51o5   +ac:tc}res   que   partic].pan   en   la

5i'ntesis  prot€ic:a,

E5ta     sLi.spEri5i6n     5g   c:Emtrifugaba   nL`evamente   a

16{:I.Clt:l{:l.;.{g      durante      2      hora5      3Cl      minutos      y   5e   colectaba   el

5cjtjreriadante     clara,      al      qua     EomL`nmente   5e   le   llama   lavado



57

ribosomal   de  alta  5al.

Tantc]     el      lavado  ribc)5omal   de  alta  gal   coma

el         sobrenaclante     c]e     la     centrifugacign     a      16r.I.OCIOxg,      5e

trataban        con         {NH4)2S04        al      4Cl./.     y     po5teriormente     con

(NH4)=§04     al      6C)./..      La     fracc:i6n      clue     precipita     entre     un

4Ct        `J        un        6(:"        de      (NH4)2504,      en      ambo5     ca5o5,      teni'a

acti`fidad     de   fc]rmac:io'n   de   c:omplejo   ternario   en   pre5encia  de

[='H]-metic]nil-tRNfii,           y          fueron        utilizada.s        para        la

purif icac:i6n     del      factor     elF2.   La   +rac:ci6n   prc}veniente   del

la.v-ac]o      ribo5c}mal       de      a.Its      5a.I       se   lla.mcJ   LR4i:t-6(:)   y   aquella

I)rc]vEniente   del   sobreriadante   Se   llama   S4c}-6(:)-

Todo     el   prc}cedimientcj   pare.   prEparar   e5tas   c}o5

{rac:c:ic]nE5   5e   realiza.ban   a   4.

£a    I.rc}ma.tc}gra.i {a   en   DEf}E-.c:elulo5a.

25Cl      mc]      dE      la      frac:cia.r!      54(:i~6{:i   5e   coloca.bari

eri        una`        c=c}lLi.ITina.    de    DEflE-c:Elulc}5a     (DE-.=.2)   (.1,5}{1{:lc=m)     dE    1=    ml

de      vc)1LlrriEri   Eri   presericia   clel    amortig`.`ac]cjr    I     (HEpe5   2{:1   mM,    pH

7,6:        }:..CI        E.{:I       mM:        EDTfi       C),i        mME          A-ITiercaptoEtanol        7    mM;

glicerol       l{:lD/.).      una     veg   ab5c}rbicla   la   muestra,   5e   lavaba   la

c:c]1Li.mrta      con       1(:1[}      ml    del    mi5mo   amc]rtigL`adc]ro    La.   Eli`ci6n   del

factc]r     EIF2     5E     realizaba     mediante  un   gradients   lineal   cle

[::[1         entre     5Cl      mM      y      t-J,5     M     en      El      amortiguador      I.      La
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c:onc:entrac:i6n     salina     de     lag     +rac:clones  se  verif icaba  par

medici6n     de   la   c:c}ndL`ctividad   dE   lag   frac:citJnes.    El   f lujo   de

la     cc]1i`mna     5E     mantenfa     c:onstante   en   6Cl  gota5/minute   y  se

rec=c]gi'an   frac:c:ic}nes   c]E   4   ml.

La        ac:tividad        erlzimgtic:a        5E     medi'a     en

ali'[uotas     de     lt:I     ul      de     c:add     fracci6n     par     {c}rmaci6ri   de

c:omFile_io     tErnaric].Lag      fraccic}ne5   qii.a   prE5entaban   a.ctividad

se   _iuntaban   para   c:ontinuar   la   puri+ic:aci6n.

Lag      c:c]lL`mna5      de   DEAE~c=elulc)sa   rEalizac]a5   con

c:antidades     mayore5     de   1g   de   proterna   de   E>{trac:to   de   ci`;aric]

5E      eluian      En      dc]5      etapa5       :       L::I:I        1£0      mM   y   k::I:I    ={)t-J   ITIM   en

amc]rtiguador      I.      F`ara   ello   sE   colc]caban   en   1,7g   de   protefna.

de      e>{ tracttj      dE      c]va.r i a      en      Ilna.      cc:il ufrina.      c]e   DEAE-c:el L`l Dsa

(=t:l`,.:=`,5c=m).       SE      la.vaba    la   c:alumna   c:on   7CN:}ml    de   amortiguador

I,       ¥-      lL\Egcj      sE      Eli`i'a.      c:cJn      lag      dE.5      Eta.F}a5   indicacla.5.    §e

c}Et-_er-niinaba          la         a.I:tivida.c]         de         EIFf      pc}r       i tJrrrla.cit5n      de

I:c]rriplEjc]   ternaric]   eri    lt:J   L`1    dE   ca.da.    +ra.c:c:it5n.

Un      pr-c]EEdimj.rleto      5imi].ar   5E   realizaba   Ec]n   la

+racEi5n   LF{4rj-6[h

I..    [roITiatograf fa   En   {osf c]celulc}sa

Aprc]}{imadamente      I.I:ll:I      mg      de      la      frac:c:i6n   que

elufa      a      2t:10   mM   k.:Cl    de   la   c:alumna.   de   DEAE   c:elulosa    {I)E-2CIcl}



se     coloc:aban     en   una   c:alumna   de   fc]sfoc:elulosa   (1,5xl5cm)   de

25     ml      de     voldmen.    §E   lavaba   la   columns   c:on   amc}rtiguac]or   I

c:or]      h::[1      2t:lc)     mM.      La      eluEi6rl      sE   realizaba   en   dos   etapa6:

amotigL`a.dor       I       c:on       k::[1    4t:lt:t   mM   y   amortiguadc}r    I    c:on   KC1    7C}O

mM.       El       +a.ctor      elF2      elLi.{a      a   una   ccJnc:entrac:i6n   cle   l€:t=1    70CI

ITiM.       El       f lL`.icj      de      la      c=c]luITlna      se   manten{a   c:c]nstarite   en   6rJ

g a t a s ./ in i n u t a .

4.    [rc}ma.t.ograf fa   en   Heparina.-Set aro5a    (.HEparin   §epharc)se)

AprDy`imadamente      lcl      mg      de      la      fracc=it]'n      que

elui`a      a.   7(:1{:1   mM   r:::[15E   die.1izaban   c:ontra   el    amortiguadc}r    I   y

se      c:oloc=aban   en   una   c:oliimna.   de   Heparina.   §efarc]sa    (I:I,5`*1cm).

Se      la.vaba      la      cc]1umna      c=on   el    a.TricJrtiguador    I   y   5e   eli.`fa   en

dc}s      etapas    i    amcJrtiguac]cjr    I    c:on   t£::t=1    Zt:tcJ   mM   y   amortiguadc}r    I

I:on        I:::[1        Eit:){:)       mM.         E1        +1u.icj       c]e        I.a.       Ec]luITiria       5E       rna.nteri{a

c=c]rista.rlte      en      6      gc]ta.s/minii.tc}.       El       i a.c:tc:ir    EIF=i   elul'a   a.   una.

cc]ric=eritrac=i6n    de    I:::[1     =.t:lc]    mm.

5.    [rc]ITia.tc]gra.f €a.   erl    c:arbcj}.f.imEti I-SephadE).:

F'ara         la        pL`rific:ac:i6n      8      5e      L`tiliz6      cc}mo

priITiera.      c:rt]matc}gra.+fa.      carbc]}{imetil~§Ephade}{.       F'ara   ello   5e

cc}lc]c:at}an      1,5g      de      LR4ci-6ci   En   una   columna   dE   c:arbo}{imetil-
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§ephade}{     equilibracla     con     amortigi.`ador      I.      Se     lavaba     la

c:alumna     c:on   El   mismc]   amortiguadc]r   y   se   elL`fa   en   dos   Etapas:

aITlc]rtiguador       I      con   +:::C1    leo   mM   y   amc}rtiguador    I   con   t.r.C1    360

mm.      El      f Ill.jo     de      la.     colL`mna     sE   mantenfa   c:Dn5tante   en   60

gcttas;'minilto.      El      f ac:tor     elF2  elufa   a   una.   c:onc:entraci8n   de

I:::C=1      dE    =.6t:I    mM.
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6.    [-Erltri+uga.c:ic'jri   en   grac}ieritE   de   g].ic=Erc)i

En        un     ti`bc]     de      12,5     ml      5e     preparaba     un

grac]}ente     lineal      dE     glicErol      EntrE     E1      15     y   el   35   -/.  en

amc]rtigua.dor      I.      En     la     parte     5i`peric}r     del      gradiente  se

c:c]ltji=aba      (:t,5mg       (1ml)       c]e   la   frac:ci6ri   c]btenida   de   la   dltima

etapa      dE     la     purific:ac=i6n     clEl      fac:tc}r      elF2.   Se   realizaba

uns      c=Entrifuga.cic']'n      di_`rante      I.6      horas      a      58.I:)(:l{:l   rpm   en   un

rotcir           "swirigirig          EiLt.c:I::Et"          41          Ti.          f]1          +inal          de      la

c:en+_ri+I..gaEi6r!      se     colectaban      fraccicjnes      dE     I:l,5     ml   y   se

detErITiiriaba      la.      ac=tj.vic]ac]      c]e   elF=   En   cac]a.   uns.   c]E   ella5   pc]r

+orIT!E3.=i6n       dE      cDmr+1Ejc]      ternaric].       Eri       uri       t_.ubo   pare.1Elc]   se

c:c]1cn=aba.ri       c=oITici       pa.trc]riE5       de       pe5c)       molecular:        Bsfi   67.{:1(:}(:),

a.Ic]01a5a    15B.C)I:lct   y   c:atala.5a   2=.2.{:)CIcl.



K.    DETERMINACI0N    DE    PROTEINA§i

La5       determiiiaciDn       de       lag       protei'nas     5e
.,

raali=aba     pc]r     el   m€todo  de5c:rito   par   Lc}wry   y   col.    (195„   a

par   el   m=toc:lo   clescritci   par   grad+ord    {1976).
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FtESULTAD0S

I.PURIFlt=ACI0N      I}EL      FACTOR      elF2      DE      0VARI0      DE      XenoDu5

1aevis

A     continuaci6n     se     analizan     dos    m6todos  de

purif ic:aci6n            de          elF2.          Ambos          mEtodos          uti I izan

cromatograf {as     cle     usc]     comdn  en   la  purif icaci6n  de  elF2  de

otros       sistemas.El       m6todo       a     incluye    un     inhibidor     de

protea5as     durante     la     homogeneizaci6n,   y  el   m6todc}  A  no  lo

incluye.     Log    dos     m6todos  de  purif ic:aci6n  permiten  obtener

un       f actor     elF2     active,     en     la     formac:i6n     clel     complejo

ternario,     pero    cc}n     diferente    estruc:tura,     siendo    lo  m£5

notable     la  au5encia  de  subunidad/  en  la  preparac:i6n  A  y  la

presencia  de  e5ta  en   la  preparacit5n  8.

A.M€todc}   de   pL`rif ic:acign   A

I..F'reFiaraci6n   del    E}:.tractc]   de   c]varic]:

t=c}mcj     ha     5ido     de5c:rito     pc]r   c]tro5   autores   el

i actor     elF2     5E     encuEntra  en   la  fracc:i6n   st]luble  y  tambi€n
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Figura   1=     Actividad       de       elF2       en     extractc}s     crudos     de
ovar i c}

Se     midig     la     +c]rmaEi6n   dE   complejo   terns.rio   en   la.   frac:c:i6n
LR4Ct-6{:i             (A)             y            S4{:)-6{:i             {E),             en         pre5encia         de

[5H]-rriEticirlil~tRNA;    y      6TP,       I:omc}      sE   inclic=a   en   lc)s   mgtodc]s.

§e     utilizaron     cliferentes   c:anticlades   de  prc}tEi'na   Entre   lt-J  y
a,:,  H9.
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En     la     +rac:I:i6n     miErosc]mal      c]E     c6lulas     eucari:tit=as.      Se

prEpararon      ambas      frac:cic)ne5      {§4{:i-6Ci     y      LFt4C]-6C})       C0mc}   5E

dEsc:ribi6      En      log      m€todc]5,    hc}mc}gEneizaric}c]   c:on   amc]rtiguac]c]r

E;1,      y     se     dEtermin6     la     presenEia     dE     elFE     midiEnc]o     la.

ft]rmaEi6n      dE     Et]mF]lEjc]     ternaricJ,   En   amba5   fracc:it]nes   luegc]

de     tjializarlas  c:ontra  el   amcJrtiguadc)r   I.   [omc]  5E  muE5tra  En

la        f igura        1      amba5     fraEt=ione5     pre5Eritan     ac:tivic]ac]     dE

c:omplE_ic]     tErriarit].      La     ac:tivit]ad   E5pEc:ffic:a   dE   la   +rac=ci6n

LR4[i-6tt     fLi.E     dE     r.t,a   unidades   pc]r   mg   c]E   prc]tEfna   y   la   c]e   la

frac=c=i:ri      S4c)-6o      fug      c]E      0,44   unic]adE5   F}c]r   mg   c]E   prc]tEfna.

fiuriquE     la  fraEci6n   prt]vEriiEntE  c]el   lavadc]  ribc}sc}mal   de   alta

5al      prEsent6     uns     mayor     ac:tivitjad     E5pEc:i'f ic:a   la  Eantidac}

relativa     dE     fac=tc]r     EIF2     prE5EntE     Erl   ambas  frac=c:ionEs  e5

dE   un   5{:}%   en   c=ada   una.

a.    t=rc]matDgraf fa   En   DEfiE-cElulc]Ea=

E5t:I      mg      dE      la   frac:I:i6n   S4{=i-6{:i,    diali=ac!a   c=cJntra.

e].       a.mc:ir+.igLi.adcjr       I,sE      sDITiEtiErc]n      a      urla.      c:rt]matogra.ffa   En

DEfiE-celLI.1t]sa      Elu.yendc]      EtJn   Lln   gradientE   c]E   F:t=1    EritrE   5{:)   mM

y      =t:lt:I      mM      Ec]mc]      se      c]esEribE      En       lc]E   IIi€tc]dc}s8    §E   mic]i6   la

aEtividad     dEl      fac:tor      elF=     y     la     ab=tJrbarlc=ia   a   2BC}   nm   Em

las     fraEc=ionEs     Elu€da5     de     la     c:01umna¥      c]btEni:ndc35e     EI

pErfil     de     Eluc=i6n     quE     se  muE5tra  en   la  figura  2.   [omc}  5e

F)uEc]E     ob5ervar     56lD     lag  fraEc:icJnEE   que  eluyEn   Entre   16rj  y

20Cl  mM  Hcl   prESEntan   ac:tividad   para  elF2.
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Figure  2:          Cromatograffa     en  DEAE-celulosa  de   la  frac:ci6n
§40-60.

=5{:t      rrig      c]e      la      fracci6n      S4i:}-6c)      se

ECJlumna         de         DEf}E-EElulo5a,      de       1{:I

gradiErlte      lineal      de   k::[l    erltre   5(:}   mM
i racEic]nes     dE     6   ml   en   lag   c:ua.leg   se
28{:]      nITi       (---)       y      la      ac:tivic]ad      c]e

comFjlejo     ternaric]     en      present:ia.     cle

+ra.c=c:i onarc}ri      en      una

ml,      eluyeridc]      c:on      un

y   t:),5   M.    SE   c:c)1Ectaron

midi6   la.   atJsc]rbanc:ia   a

elF=      par   +c}rmac:i6n   de

[=.H]-metionil-tRNAi   y

6TF.       {    =      =   )    c:omo   sE   indica.   En   log   rri€todo5.    La   ac:tividad   de

elF:     se     midi6     en      lt:trl   de   I:ada   frac:I:lan.   El   gradiente   de
c:clric=Entrac:i6n      c]E      gal    se   vErif ic:6   ITiidier!do   la.   cc}nductividacl

en   c:add   fraEc=i6rh



TABLA   i

ACTIVIDAD   DE   elF2   EN   FF`ACCI0NES   ELUII}AS

DE   DEAE-CELULOSA

Fr ac: I i 6n

S4(:,-6C,

DE-£,:,,:,

f}Eti vi clad                       lJni dadeE                 F{endiITiiento

E5pecff ica                 tc}tales
U/mg   protEina

(:) , 45

a,7
1444
TJFiq7
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§E        determin6         1a.      ac:tivicla.c]      de      elFf      pc}r      +ormacit5n      cle

complejo     ternario     eri      F}resencia.      dE      [='H]-metionil-tF{NAi   y
BTF'         cc]mo      sE      indic:a      Erl      log      m€tc]c]c]5.       La      ac:tividacl      5e

determin6     en   la   frac:c:i6n   no  retenida,   en   la   frac:c:i6n   elui`da
a       1=t:I       mM   I:I.Cl    y   en    I.t:l  +ig    dE    la   frac:ci6n    Eluf cla    a   =r.t{:I   mM   pe:Cl

(DE-2{:lt:l}.         Nct      se      dEtectc'     a.c:tividac]      eri      la      +racci6n      no

rEtEnicla.   ni    erl   aquell6.    que   EII_`y6   a    1=(=1   mM   I:::I.1.
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La     tabla     1     muestra  los  re5ultados  obtenidos

con      uns   c:c}1umna   c]e   DEfiE   c=elulc]sa.   de   mayc]r   tamaFio   en   la   c:i`al

se     c:olc}c:arc}n     .3,5g     de     protel'na   de   la   fracci6n   54ci-6ch   Lag

fracEiones      se      eluyeron   En   dos   etapas   c:c)n    12CI   y   2t:lo   mM   I:::[1,

eri     base     a     estudic]5   clue   mc}strarc]n   L`n   grade   dE   purif icac:ic']`n

equivalents     en     esta.     c=romatc}graf i'a,   y   la   mayor   rapiclez   c:on

qLLE   se   realize   la   eli`Ei6n.

La     actividad     e5pEc:i'f ic:a     de     EIF2   aumerlta   20

vac:es     c:on   esta   c:romatograf fa.    f}dema's   5e   c}bservE;   que   despL`e's

dEl         frac=cioriamientc3        en         DEAE      cEll\lc)sa,      c:c}nstarltemente

t3c:urr{a     un      aumEnta     del      rendimiento     clE   mag   de   dos   vec:es.

EstE     hecho     pc}c]ri'a     indic.ar      la     separac:i6n   dEl   factc]r   elF±

de         algL``n      inhibidc]r       (espec:€f ic:a      c}      inEspEcff ic:a)      de      la

f orITiac=i£In   de   cc]mplE.ic}   tErrlario.

I..    I.rc]iTiatc]gra.i i'a.   en    +c]E.fc}c:EIL`1c]sa.

La.          ira.c=c:i €ri          DE-It:}{:]          sE          5c}mEti 6         a.       uns

i=rc]mE.+.c]gra.{i'a.          En       +cjsfc}celulosa.       c=omo      sE       indic:a.      eri       lc]5

m€tc=Ic]i]s.       Erl   E5te   ca5[I.    asf   c:c]mci   Erl   DEflE   I.elLllcJsa   sE   t]b5erv6

que       la      eluc:i6ri      en   dc}s   Etapa5,    4(:l{:J   y   7t:}CI   mM   }:::[1,llevaba   a

c}btEnEr      Li.n      fa.c=tc}r      elF:±      mag      Eatable      y      cle   L`na   aEtividad

espEcffica   Similar   a   aqi`61   elufdo   pc]r   gradiente  saliric2.

§E     detErmin6     la     ac:tividad     dE     elF2     en      la     frac:c:ign     nc}
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retenida,      en     la     fracc=i6n     que  eluy6  a   400  mM  h:[l,   y  en   la

qua      eluy6      a      7Cl{:I   mM   h::C1     (F'[-7(:t{-J).S6lc.   5e   ob5Ervo   aEtividacl

en      la      fra.c=Ei6ri      P[-7C}{:I.      En      est:      c:rc)matc}graffa   el    +actc]r

elF2   E5   pL`rif ic:aclD   1{:1   vece5   con   i`n   rendirriiento   c]e   un   557:.

4.    Cromatc}gra.i fa   En   heparina-5Ef arc)5a:

La.        fracc:i6n      F'[-7Cl{:t      se      diali=6     c:ontra      el

aniortiguadc}r      I,       se      c=cJlcJc6      Erl      uns      colllmrla      dE      heF}arina

set arosa      y      sE      elLi.y6      c=omo      sE      inc]ic:a.      en   log   m€tc]do5.    Se

cletErmin6      la     ac=tividad      clE   el.F2   en   la   {rac:c=igri   nc]   retenida

en       la      +ra.cc:i.6rl    qua   E].uyt;   a   I(:)CJ   mM   I::I:i,    y   En    la   quE   eluy6   a

5CJ{:l      mM      I:::C1        (HS~5r.t(:l).S6lc]   se   enc:ontr6   ac:tividad   de   elFf   en

la.      frac:ci6n      HS-5{:]{:].      En      esta.   c:romatogra+{a   el   factc]r   elF:.

es   purif ic:adc]   I,5   vecEs   c:cJr`   il.n   rEndimiErlto   dE   un   7{~j./..

=j.     Bra.diErit_.E    c]E    c]}iEerc=il:

5E       t.c]rTiarori       {:1,:.   ITig    dE    la   +racEign    H5-5{:]{:)   y    Ee

sc]metier-c]n      a      c:eritri+ugac=i6n      en      i`n      gradients   cje   glicErc]l

c=oITiE.      5E    jndica   er.I    log   m€tcJdcJs.    5E   dEtErrriin6   la   ac=ti\;idad   eri

lag      fracc:ionE5   c}e].    gradiEritE.    Lc}5   resultac]c]s   se   mLiestran   En

la   f igL,ra   I.-

La      a.c=tividad      dE      EIF=      migra      c:omo      un      soltj

pico     en     el      grac]iente     entre   lc]s   volrimenes   de   migraci6n   c]e



0       2       4       6       8      10     12     14     16

N9    Froccio`n
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Figure.   3:      VeloEidad        dE       5edimentac:i6n     en     gradiente     c]e

91iEerol   dE   la   fracc:i6n   HS-5CIcl.
SE      sc]mEt-i6   a.   I:En+_rifLi.gaci6n   En   graclientE   dE   glic:erol    I:t,=i   mg

dE      la      fraccifri      H5-=i[]t:)      Eomo      5e      illc]iEa   en   log   m6tc]c]t]s.Al

f inal        cia       ia.    c:entri+I..ga.Ej.6ri    sE   c:c}1ec:ta.rc=in    frat=c=ic}nEE    dE   {:),5

ml       +..       sE      dEterrriirifi      Er!       c:ac!a.      I_`rla   dE   ella.5   la   a.c:tividad   clE

EIF=      pc:.r      fciriTiaEi€iri      dE      c:oITlplEjc)      tErriaric]   En   prESEric:ia   dE

[=IH]-mEtionil       tF{Nfii    y      GTF'       (a---).    SE   tc]marc}n    lt:I   +I.I    dE   c=ac]a

frac=c=i6n      pa.ra     hacer   la   determinac=i6n   de   ac:tividacl.   Pare   la
det_._Errrliriac=i6n      dE      la   rriigraEi6n   de   lag   prc}tE1'na5   patrories   5E

midi6      la      a.bEiorba.ncia      a   ZBC}   nm   en   c:add   frac:c:i6n    {-).    Lc)a

patrone5      utilizaclc]s   fueron:    Elsa,   67.C)O{Jd;    aldc]la5a,    15B.OCJI:I
d   c:atala5a   21,2. r.Ir.Icld.
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Figura   4=      DetErminac:ian     del      pesc]     molec:ular     de     elF2  par
veloc:idad        de        5edimentac:i6n     En     gradiente     de

91 i =ero| i
§e     graf ic:6     la     migraEi6n     rElativa   (Rf )   de   lc]5   patrc]nes   de

F]rc]tefnas      en      i unci6n      dEl       logaritfric]   del   peso   ITic]lec:ular   clE
c:ada     F)atr6rh      La     +1Echa   indic:a   la  migraEi6n   relativa   de   la
ac:tividad   de   elF£.
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105     patrones     c]e     Elsa     y  aldola5a.      La  actividad   especf i ice

del      f actc}r     EIF2     reci`peracla     despu€5     dEl   gradiente  f ue  dE
.,

ca5i      un     5CI./.     de      la     ac=tividad     espec:ff ic:a     de   la   frac:t=ion

HS-5t:I{:J,      siendo     de   1=5   unidades   pc]r   mg   cle   prc}tef na.   En   e5te

gradiEnte     rlo   5E   cc]loc:6   tocla   la   frac=c:ign   HS-5t:Jcl   par   1o   tanto

el      renclimierito     se   c:alcul6   en   base   a   lag   unidade5   c=c]lc}cadas

eri      €1.       Se      cc)1oc=aron      en   El   grac]iente   117   L`nidacles   de   elF2

y      se      rec=uperarc]n      1l      unidacle5      totale5      c:c]n      lc}     c:ual      el

renc]imiErltc]      dE      esta      Etapa   fug   c]E   L`ri    11./..    La      inac=tivac:ign

pa.rcial      del      {ac:tor     elF2     durantE     la  ceritrifugaEi:n   en   El

gradientE     dE     glic:erol,   sE   dEtje   prcJbablemente   a   que   Este  e5

muy   inE5tablE   a   4C]   pc]r   tiempo5   prolc}ngadc]5.

6.    Determiriaci6n      del       pesc}      mc]lec:ular   aprc]}{ima.do   del    factc}r

EIF-2      pc}r      velc]Eidad      cle           5Edimentac:i€n   en   gradiente   c]e

91  i Eerc]l i

F'a.ra.       1a       dEtErminaEi6ri       aprc] .,.. ::imac]a.      del       F}e5o

mc]1EEular            del      +a.ctor   elF=   na.tivt]   se   graf ic:6   la.   migra.c:i8n

rela.+_iva.      dE      lc]s      patrc}nes   de   pest]   mc]1Ec:ular   en   funci6ri   del

lc}gari+_mo      dEl       pEsc]   rric]1ec=ula.r.    Cc}mo   5E   friuE5tra   en   la   i igura

4      el      fa.I.ten-      elF=      cle      ovaric},      purif ic=ac]c]   par   Este   m€tcJdo

tiEriE   un   peso   mc}1ecular    apro}{imadc]   dE   9{=].t:]l=t{:I.

La       table       =       muestra       un     resi{men     de     la

purif iEaci6n     A     de     elF2   de  ovario  c:on   la  c:Hal   se  obtuvo  un

faEtc]r     cc]n     i`na   ac:tividad   e5pec:ff ica   de   125   unidadEs   F}or   mg



TABLA   2

TABLA   RESUMEN   DE   LA   PURIFICACI0N   A   DE   elF2

DE   0VARI0   DE   Xenopus   laevis.

FRAC:I I 0N                 AC;T IV IDf}D                        UNIDf}DES

E§F'EC=I Flea                    TC}TALE§

lJ/mg   prc]teina

§4,:,-6C,

DE-=®C)

F,-7t:,C,

HS-5,:,C)

C' ' 45

a,7
96'4

21,4

G.t31icErol*          12=

1444

=,997
2142

14 9,:,

164*

FtEND I M I ENTO

i C,C,

TJb
146

1(-J2

11*
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la     tabla     resume     el      m€tt]do     c]e     purif ic:ac:i6n   A   dEl   factor
elF=..       F`ara.      1a.      determinac:i6n   de   ac:tividad   5e   utilizarcjn   S{:l

+`g      de       la      fracc:i6n    qL`E   eluyE   a.   =(:)t}   rriM   L:::Cl    en   DEf}E   celulosa
{DE-='t:l{:I),       I,     +1g       de       la.       frac:ci6n    qua   eluye   a.   7l:lcl   mM   I:::[1    en

f c]s+c]EEILi.ID5a.        {F`C-7{:l(=))        y       .?I     /tg    dE    la    fra.Ec=i6n    qLi.E    EIL`yE    a.

5t=]{:J    n"    I.:::r,1     de    la    hEF]ariria.    5efarc35a.     (.H5~=;{:>{:]:>.

*EE.+.i=iE.      va].c]rEs      Estan       c:alc:uladc]E   ba.s:ndc]5E   En    la.5   unic]adE5

qil.e      5e      c:c]loc:arc]n      en   el    gradients   qi.I.a   c=c]rrespc]ndEn   a.   ij`n   87:

dE    la.E,    I.I.riic]ac]EE,    tc]ta.leg    dE   H§-5C)I:).
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de   protefna,   y   un   rendimiento  de   un   11./..

7.    Gel         cle     poliacrilamida     en      prEseric:ia     clE     §DS     de      lag

i rac:c=ic]nes   obtenida5   durante   la   purif icacign   A.

Carl        el         +in        de        anal izar        lag        frac:cic}nes

prt]venientes     de     lag     diferente5     etapas  de   la  purif icac:ic'}n

clEl      fat:tor      EIF2,      sE     realizc'}'     un   gel   de  poliac:rilamida  al

1(:1./.      en      present:ia      dE   SDS,    c:oITlc}   sE   desc:ribs   eri   lcJ5   m€tc]dc]s.

La     frac:c:i6n     provEniente  dEl   gradients   c]e   glic=erol   presents

dcts     banda5     de   F}rotei'na   mayoritaria5   qLiE   dieron   c:uenta,   F}or

ari€1isis      dEnsitc]m6tric:c]]      dE1      7Ct%   dE   lag   prt]tei'na5   tc]tales

del      gel.   Se   dEtErmin6   el   pE5cJ   mc]1Ec:ular   de   esta.s   prc}te€nas,

sienc!o       52.I:){:)(:I      pars       la      de      rna.yc]r       tamafic]   y   =B.I:}C}t:l   F}ara   la

mencJr ,

F`c]r      lc]      taritc]     de   E5ta   purif ic=aEi6n   se   obtuvcj   un

fat:t_or-         elF=         de      dc]5      subunidac]eE      y      de      F)Ego      mc}lEc:ular

9 ,: ,.,. :, ,i ,:I .

fi         c=c]ntinLI.ac:i6rl         5E         muE5tra         el          mftc]do      de

pLi.ri+icac:i6n      a,      en      el      c:ual      sE      c:ambi6     el      orclEn   dE   lag

c:rorriatograffaE        utili=ada5,         as€         cc}rric}         1a        columns      dE

fo5ft]c:Elulc]sa.      pc}r      uns      c=a.rbc}ximEtil-§ephade}{.    Egto   se   hizo

c:on     el      f in     dE     intEntar   Lm   mejc}r   rendimiento   y  pure=a   del

f actt]r  elF=.
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Figura  5:      Elec:trciforg5is     en     gele5     de     pc}liac=rilamida     en

pre5enc:ia     de  §D§,   de   lag  fracc:ione5  provenientes
de   la   purif ic:ac:it5n   A.

Mi.I.e5tras      F}rovEriieritEE      de      lag      C:uatrci      L'iltimas      etapas      c]E

pL`rif i.EEi.I.i6ri      5E      5c]rrlEt.iEron      a.      elec:trt]+c)rE5i5      En   gEle5   c]e

pc]lia.c=rilamida.       al        1(:I?I;       Erl    prEsenc=ia.    dE    5DS,    c=omo   5E    indiEa

Eri    lc}5   m€tc]do5.    El    qEl    sE   tiF]o'   C:c}ri   azul    dE   Cc]c]ma5siE.

carla.1        1:       5C]     +ig    de   DE-.=tJcl;    cane.12=    I.t:l/ug   de   F'[-7{j(-j;    canal

.T,:       I(t     +ig      dE      HS-=jcl{:tE    Ea.rial    4:    6/`g   c]e   la   fracci6n   dE   elF2

prcJvenientE          dEl           gradiente        c!E        gl ic:erol.         F'ara        la
dEterminaci6n        del         peso        ITIoler.ular      sE      L`tilizarc]n      c:omc]

F)atrones=       fcJs+orilasa,       94.{:){:}C];       Esfi,       67.I:l{J(:};       ovc)albL'`mina

43.C){](:}   y    anhidra5a   c:arb6nica,    3C}.{:}D{:).



B.M:todo  de  purif icaci6n  a

1.    F`reparaci6n   de   log   e;<trac:tc)a   c=rudo5

[omo     ha     5ido     de5c:ritc}   que  el   i actor   elF2  tiene

tres     sL`bunidades,      y     que     la     5ubL`nidad   A      e5     5en5iblea.

prote6lisis,        se       rEaliz6       una.     segunda     purificaci6rl     en

pre5enc:ia         de         benzamidina         =.!:I         mM,       cc]mci      inhibidor      dE

prc]tEa5as,      cc]ri   el   i in   de   interita.r   la   obtenci6n   de  un   factor

elF2   CC}n   Su5   tre5   sl`bLl.nicladesa

Se      prEFiar€i      un      e}{tractc.      c:ruclc]      LF{4{:t-6{:i   I:cJmo   5e

describe     en      lc}s      m6toc]o5     perQ   utilizandcl   amortigL`adc]r   t32,

quE      contierie     Ict   mM   Elenzamidina,   durantE   la   hc}mogenEizac:i6n

de     log     trolos     de  ovario  y  hasta   la  etapa.  de  prEcipitaEi6n

cc]n          (NH4}=504.          La         bErlEa.mic]ina      ha      re5ultadci      5er      muy

ef iciErltE      cDrrl[j   irlhi[iidc]r   clE   protea5a.5   dE   ocJEitc]5E    EL\aridc]   e5

crjlc]cadct     'eri       Lina       cc}ricEnt-racl6n       de      ?.{:J   mM.    aLinqLiE   Sea    561tj

dLi.ra.ntE              la.          hc]mogErieizac=i6ri.            {[DrirlE11.y-. c= c] niu. n i c: a. c= 1  c} n

pErsc]ria.I  }  .

Luecic]      el       E}.:tra.ctt]      LF{4(:i-6t:!      5E      ciializfi      [c]ntra.

amc]rtigLiador   I,   ante5   dE   sc]meterlc]   a   c:romatogra.ffa.

2.    Crorriatografi'a   En   carbo:.{imEtil~§ephaclE>:

La           frac:ci6n        LR4{:)-6{]        se        sc]mEti6        a        una

c:romatogra+{a     en      c=arbo>{imetil-§Ephade}{   come   se   describe   en
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log     m6todos.    Se   midi6   la   ac:tividad   elufda   dE   la   c:c}1umna   par

fc]rmac:i6n        de        c:omplejo        ternario        y     complejo     binaric},

c]bteni€ridcisE      log     resL`ltados   qL`E   5E   muEstran   En   la   Tabla   3.

La.      +ormac:i6n   de   c:omplejcJ   binario   nc]   es   url   ensayc)   e5F]ec:ff ic:c}

para      el    fac=tor   de   irlic=iacign   a,    5cJ].cJ   5E   midi6   c:on   el    i irl   c]e

I:c]mparar      Esta   ac:tividad   asociada   a   la   fc]rmac:i6n   cle   cci,iiplejo

ternaric]     durante     la     purl+icac:i6rl     dE     EIFf   y   En   el   fat:tor

pi`rif icac]o.         Coma        se     puec]e     aprec:iar      s61cJ      la     fraccio'n

proverliEritE     de      la     Eluc=i€iri      rEali=ada      a      I.6[)     mM   presents

a.c.civic]ad      pare.      el       fac=tor      EIF2      ITiec]ida      per      fc}rmac:i6n   de

complE_it]      ternario.      En      c:a.mbio      a.I      medir      la      i ctrmaci6ri   de

c:omplejc]     binaric],      sE      obtLlvo     ac:tividac]      eri   la   +rac:c:i6n   no

retenida.      y      tambi6n      en   la   frac:c:i6ri   Elufc]a   a   I.6(:J   mrl   I:::E1.Pisi`

c:c]rric]          c]c:i.`rri6         cc]rl          la          crc]matc}graf {a       En       DEAF-celL`1c)5a

reali=ac]6.      En      la   preparacit;n   A,    c]espu±=.   dE   la   c:art]o;'iimEtil-

SEp'ha.dE.*      rE:-al.i.zada.      eri       la.      Preparac=i6ri      a,    sE   reEUDEr6   uns

mayc]r-          I:a.ritidad         de      unida.de5      de      EIF=i      c]LiE      lag      qua      sE

cc]loI=arc]n       E-n       la,       c=Dlumria.=    La   a.c:tivic!ai:    e5F)Ec:ff ira   c]btEnida

en       la.       fc]rITia.c=i6rt       dE   c=c]mplejc]   terri6.ricJ   fug   dE   21,7   unide`dE5

pc}r      mg      dE      prc}tefna.      y   en   c:c]mplEjo   binario   c]e    1=5   LinidadEs

par      flig      de     prc3t.-ertna.      E5to5     rEsulta.c!c)a      inc]ican      qua   esta

frac:Eic']`n     tiene     una   actividad   especf f ica   5   `Jec:e=   mayc]r   F}ara

la      formaci6n     de     c=omplejo   binaric]   qua   F}ara   la   fc]rmaEio'n   de

complejo  ternario.

78



TABLA   5

ACTIVIDAD   DE   elF2   MEDIDA   EN   Lag   FRAC:CI0NE§   ELUII}A§

DE   CARB0XIMETIL   §EPHADEX

A.Formaci6n   de  complejc]  ternario

FFlficc I 0N                   fiicll.V]:DAD

E S P E I. I F I I. A

LJ/rrig   prc]t.el'na

LR4C,-6,:,

Cm-=6C)

C''7

=1,7

B.Formaci6n   de  cc}mplejo  binario

FRA[.CI0N                    ACTIVIDf}D

ESF.EC I F I CA

IJ/rrig   prc]tel'na

LF`4(:, -6,:,                                 ==.

NEI   rEtenida.                    1=`p4

CM-=16t:,                                   i =E,

UNIDADE£

TOTALES

4E'5

1 (:' 6 4

UNIDADE§

TOTfiLE§

1 4 9 I, ,:,

=,=44

6 I =E,

REND I M I ENTO

FtEND I M I ENTt]

SE          dEt.errriirlc')`          ia.       at=t.ividad       dE       E.i]..F=       pD!.-       fc]rrria.c:igri       dE

cc]IT!plEjc}      terns.ric]      en       prE5Enc:ia.      dE       [=`H]-metic]nil-tF{Nfii    y

6TF'       =I(:J      +I.M        (f}),        c]       par       fc}rITiaEi6n       de   ECJmplejc]   binaric}   Eri

pr-esEnc:ia      c]E       [I.H]-GDF'       1+lM       (a),       c:omcJ      se   dE5c:ribE   En    lc}s
m6todc]5.      No   se   c]bserv6   actividad   dE   comF}lejo   ternario   en   la
frac=ci6n      no      retEnida,      a5i`   c=omc}   eri   la   f rac:c=i6n   quE   eluyg   a

18{:1      mM      I::[l.       La      ac:tivic]ad      de   c:c]mplE.io   binaric]   5E   observ6

561cj     en   lag   dcjs   frac=cionEs   indicadas,   nc)   retenida   y   aquella

qua   eluye   a   I.6{:I   mm   I::[1     {CM-I.6Cl).
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El      rendimiento     dE  e5ta  etapa  de  purif icat=io`n

fue     de     un     213i./.  pare   la  actividad   de   formaci6n   de  complejo

tErnario     y     de          41./.     pare     16.     actividad     deformacic'in   de

cc}mplejo     bina.rio      que     eluy6     junta     cc}n      la   ac:tiviclad   para

EIF2    (Tabla   =`).

I..    CrDITiatcJgra.+fa   en   heparina-5e{arc]sa.

La        +racc:ic'}n      CM-I.6{:t      obtEnic]a      en      la      etapa

anterior        sE       5ometi6     a     una     crc}mat.tJgraf fa     en     heparina-

5efarosa,   1uego   de   dializarla  cc)ntra   el   amc]rtiguador   I.

Se     eluy6     1a.     columria     en     una     etapa     a     uns

c:ctncentraci6ri      de      I::Cl   5CIclmM   en   amortiguac]or    I,   c]bteni€ndo5e

una        ac:tividad      E5pecff ica     cle     4t-J,£     uniclade5     pc}r      mg      de

protefna,      uria   purif ic:acio'n   c]e  dos   vece5   y  un   rendimientc}  de

un   68./..

4. [rcjmatc]graf fa   Erl   DEfiE-c:Elulc]E,a

La         frac:cic't'n      H`5-5{=){:`      c]btEriid6      de      la`      Etapa

anterior      sE     dializ6     coritra   e]    amc]rtlguac!cir    19   y   5e   coloc6

eri      lina      c:olufriria.      de     DEfiE-cEIL`105a.       Luego      5e   eluy€   en   dos

etapa.5      c:c]mci     5E      indic:a      en      log      m€todc}5,   obtenie'ndo5e   dos

fraccic}rle5        DE-120        y        DE-2C}t}.      En     e5ta     preparacio'n      la

ac:tividad      de      elF2      eluy€      a       1£{:1   mM   ts:.,Cl    y   no   a   2{:)0   mM   coma
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ocurri6     en     la     preparac:i6n     A.      La   ac=tividad   e5peci'f ice  de

e5ta     frac:ci:n   fug   de   192   unidacle5   pc}r   mg   de   protef na   c:on   un

rerldimientci   de   i`n   46'/„

5.    Elec:troforesi5     En      gEIEs     clE   poliacrilaITiida   en   pre5enc:ia

de   SOS   de   la   +racc:ign   DE-1=t:J

f}].       analizar       la      frac=c=i6ri    DE-1={:)   En   uri   gel    dE

pc]1iaErilamicla      a.i        1(:]%      en    present:ia   dE   §D5   sE   Enc=c}nt_.r6   qLi.a

£5ta.     prE5Entaba     trE5     baridas     rriayt]rit..arias   c]e   protei'ria   quE

daban      c:Li.Enta.      del       9CJ.+:      dE      lag   prc]tefrlas   de   esta   frac=ci6ri,

cc]ITlo      5E     ITluestra      eri      la     figura     6.      Log   pe505   molEc:ulares

c:alc:ula.dc]5      pare      Esta5      trEs      prc]tei`nas      fL`eron      dE   =`B.t:}{=l{:I,

5C,-,:,ll(:,    y    5=. t-J(:,(:,.

La.         tabla         4         rriueE;ti.-a         un      re5ij{men      de      la

pL`ri+ic=ac=i€n       a,       de      E]'.F=.      cle      c3varic],    En    la   cual    se   obtu\Jc]

ur,      FTIEjc]r   rErldimiEntc]   que   en   la.   purif icaci6ri   fi,    sieridc)   dE   uri

75./.,    y   uns   ac=tividad    e5F:iEc=i'f ice.   simila.r.

La         ta`bia.         =1      muE5tra            Lm      resi``men      dE      la

pL`rif ic:ac=i6ri       de       la.       a.c=tividad       c]E       fc]rma.c:i.gn       de       c:c]mF}lEjcJ

binE.rio,      determinac]o      Erl      lag     corldic:ic}riE5   de5critas   en   lc]s

m6tc]c!c]s.         §e        puedE         obsErvar         qi.I.a      a.      1o      largo     dE      la

purif icaci6n     la     ac:tividad   de   formac:i6n   de   cc}mplejo   binario

es     entre  4  y   6  vet:e5   mayor   que   la  actividad   de   fc}rmaci6n   de

complEjc]   ternario.
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Figura  6:      Electrofc}r€sis       en       gel     de     poliacrilamida     en

prEsenc:ia   de  §DS  de   la   fracc:ign   DE-120
]`:1     +tg      dE   la   fracc=i6rl   DE-12CJ   se   5oITietlerc]n   a   eleEtrof@r€5i5

eri       uri    gel    de   pc=iliac=rila.mida.   al    1C)./.,    En    pre5enc=ia   dE   SD5.    El

gal       sg      tiF16      c:c}n      azul       de   cc)c}massie   c=Dmo   se   indic:a   en   log
mat.odos®

I.anal       1:       EIF2      purif ic:ac]c}     de   ova.rio,    c:anal   2:    patr-ones   de

pE5c]      mc]1ec:ular,    fosforilasa   94.I:}(:)t:I;    B§A   67.(](:}{:1,    c}voalbil.mind

4.3.{:11:1¢   y   anhidra5a   carbanic:a   3t:i.rj{:)t:}.



TABLA   4

TABLA   RE§UMEN   DE   LA   PURIFICAt=I0N   a   DE   elF2

DE   0VAFtl0   DE   X]enopus   laevi_a

FRfi[[I0N                     fit.TIVIDAD

ESF'EC I F I [A

LJ/mg   prc]teiria

LR4t:,-6C,

CM-36(:',

HS-5rJ(:,

DE-1 =,:,

(:I  1  7

=1,7

4(:) ' =

19=

UNIDADE§                RENDIMIENT0

TOTf}LES

%

455
1 (:' 6 4

74(:)

34':)

i (:)(:)

23='

158

75

83

LCJs     valoreE.     de     esta     tabla     se     c:alcularon     en     base   a   la
actividad         de        elF2        mEc]ida      par      fcJrmac:i6ri      dE      c:omplejo
tEr-ria.rio.       F'ara      Ellc}   sE   tcJmaron    15  +`g   c]e   la.   fracc:i6n   Eluida

a      36CI      mM   +:::[1    en    la   coluITina.   de   carbo}.:imEtil    SephadE>{,1t:J  rg

dE       la       frac=ci6n       elufda       a      5t=l{:I      mM      I:::CI       Eri       la   cc)lumna   de

hEparina.      sEfarc]5a       (H§-5{:}{:»       `>+       1,5     +`g      dE   la   frac:c:ign    qu.e

elLi..`Jo'    a     lI{J    nrlM    h::Cl     dE    la    c=cJluITirla`    dE    DE.f}E    c:Elulcj5e`.



TABLA   5

TABLA   RE§UMEN   I}E   LA   ACTIVIDAD   DE   FORHACI0N   DE

COHF.LEJ0   BINARI0   I)EL   FACTOR   elF2

DE   0VARI0   DE   X_enopus   laevi5

FRf}C[I0N                      fi[TIVIDf}D

E:SF'E[ I F I I;A

IJ/mg   protei'na

LR4t:)-.6t:)

CM-='6(:)

H5-.5t:)t!

DE-1 =(:)

=I'
1=5

2t:)5

1 I ¥' (-J

lJNIDfiDE§                 F{ENDlfllENT0

TOTfiLES
•/.

1 4 9 5 (.)

6L25

4595
2811

1 C„-J

41

31

16

84

Log     valores     se     c:alcularon     en     bass     a     la     formac:i6n     de
Ec]mplE~ic]      bina.ricj,       c:c]iTicj      sE       indica      Eri       lc]5      matoclc]5.        Lag

c:antidac]e5     dE     prc}tel'na.     utilizadas   c]e   cads   frac:c:i6n   fuEron

lag.   misma.5   que   5e   iric]ic:an   Eri   la   tabla   4.
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6.    Determinac=i6n        del         pEsc]        mc}lEc:ular      de     elF2      nativo,

purif icadct   pc]r   el    m€tc}do   EI

Ccjn     el      f in     de     determinar   El   peso  molec:ular

de     elF=     nativo     de      oc]c:itc}s,   se   someti6   I.a   fracc:i6n   DE-12t:)

a        Elec.trc]forEsis,en         CCJrlcliEicJne5        nc}      clesriaturante5,      en

gradientE      vertic=al       dE   polia.c:rilamic!a   c:omc}   5E   indic=a   eri   log

mat.odDs.En      la      i igLi.ra   7    {fi   Y   8}    sE   muEstra   comc]   migrari   trEs

patrc]nEs         dE     pE5c]      molEcll.1ar      conoc:idc}      en      Este      tipo      de

a I ec: t r of c]r €s i 5 .

En      la     +igura     a     se   ITiue5tra.   Ia   migraEi6n   del

fac:tc}r     elF=     en     este     tipc]  dE   electrofor€sis.   En   este  c:ago

elFE      fug      fc}Efc]rilac]c)      F]reviarrientE      c:on      H[I       c:c)n   el    f in   dE

pc]der      dEtEt=ta.r     sLi.   pre5eric:ia   par   autorradiograf ra.   ya   que   la

c:a.nticla`d        de     protei'na      di5PoniblE     Era      irisu.+iEierite      pars

dEtert-a.rlci      Fic]r   tinc=i6+I   de   nitratc]   de   plata,    en   EstE   tipc]   c]E

e I Ec= t r of or gs i 5 .

Eri       la      f igL`ra      5'      5e   ITiLi.Est-.ra   la.   detErmina.c=i6n

del       pesci      mc:ilecLI.tar      dE      elF=      qua      re5ult6   ssr   de    16t:J.{:t{:lt:.h

SegL{n     e5tE     resultado     y     el      ob5ervado     en     la+igura   6,El

f a.Eten-      elFf     purif icado     pcJr      El      mftodc]     a     c:c}nsta   de   tre5

subunida.des:           de   .]8. (:l{:tcl,          de   5t}.C}tl(:)   y          de   5!. {:lcI{:t.

A5f ,      el      F}E5o     molEEular      del   elF2   de   ooc:itos

Es     similar      al      c]btEmido   pars  el   fat:tc}r   de   retic:ulc}c:itos   de

c:onejo     pc]r   Benne   y   col(1976)    que   con5ta   de   tre5   5ubunidac]E5
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FigL`ra  7:      Electrofore5is     en     geles     de     poliac:rilamida     en
gradiEnte       vertic=al     de     log     patrones     de     peso
molecular

2CJ      +`g       dE      85fi        {67.{:}C}C}},       2t:}     +ig    de   de5hidrc}gena5a    16c:tic=a

(14l:t.(:l{:l{:l),(A),           y          2¢      +ig       de       c:atala5a(232.I:l{:lcl}         (E),        5e

5DmEtiErDn     a  electrof ore5is  nativa  en   gradiente  vertic:al   dE

pc]liac:rilarriicla      comc]      5e   indiEa   En   log   m6tc}do5.    Lc]s   gelE5   se
tiFlerori      c:on      azul   dE   c:c}c]massiE   5egL'`n   la   t€cnic:a   cle5crita   en

lc]s   m6toclc]s.
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Figura  8:      Autorradiograf{a       de       una       elec:trc}forEsis       en
gradiente     vertical   de  poliac=rilamida,   del   factor
elF2  fog+c}rilado  par   H[I.

5     +I.g      de      elF=      sE      inc:Ll.baron   En   presFnc:la   de   HCI   y   [*-?.=F]

PiTF`       i(:)l:I      +`M,    eri    L`n    En5ayo   dE   fc}sfc}rilac:ion    I:omc]   5e   dE5c:ribe

en       log      m6todc]5.    El    volc`ITiEn   final    de   la   rEac:c:i6n   +ue   cle   3t:}{-J

+I.1.      5E     someti6     e5ta   ITiL`e5tra   a   elEctrc]for€sl5   nativa   eri   un
gel      c]e   pc]1iac:rilamida.   en   gradients   ver+.ic:al,   repartiendo   la.
muestra     eri      15     pcJcillos     y   coloc:arido   2{:}+il   de   e'sta   en   cada

uno,
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Figura  9:      Determinac=i6n        del        peso     molec:ular          de     elF2
native  purif icado  par  el   m€todo  a.

Se     era.+ic:6     el      porc:entaje     de     ac:rilamida     en      +unci6n   del
logaritmo      {lcJg)      dE     la     migraEi6n     relativa   de   la   protefria
(Rf),       multiplic:ado      par       lclt:I.       c:omo      lo   indic:a   el    m€toc]c]   de

HEc]ric:k   y   Smith    (1968).

En     El      in5erto     se     graf ic6     la     pendiente     de     c:ada     rec:ta
c}btenida     pars   los   patrones   cle   F}eso   mc]lecular   en   func:it5n   del

pe5c}     molec:ular      cc]rrespc}ndiente.      La   f leEha   indiEa   el   valor
dE      la     perlc]iEnte      obtenicla   pars   elF2   c:L`yc]   valc]r   f ue   de   9,2,
I.a    qL`e   [orrE5pc]ridE   a   un   peso   molec=Lilar    dE    16[).{:i(:)(:I.
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11.       ALGUNA§      CARACTERI§Tlt=A§      DEL      FACTOR      elF2      PURIFICAD0

DE   0VAF{I0   DE   XenoF)+i_5   laevis.

A.   Fosforilaci6n       de       lag       subunidades   a(     y   /     de     EIF2

obtenido  par   log  dos  m€todo5  de  purif icac:i6n

A     lag     trEs     subunidades     c]E1      +ac:tc]r   elF2  se

le     aslgnaron   lag   letras   a/  ,f  y*     en   el   c}rden   asc:Enc]ente  dE

SUE,           pesos           molec=L`lares        Cletermi nados        En        gel Es        de

pc]1iac:rilamida.        al          lr.I./.      en      presenc:ia      de      SD§       (Elenne      y

ccjl„1t776      y      Tahara.      y      c=cJ1.,1978.).       Sin   embargo   E}{i5ten

otros     pars.mEt.ros     para     idEritif ic:a.r   lag   subLl.nidade5  de  elFI

c:c]ma      sc]r.{   Bus   puntos   isc}el:EtriccJs   y   la   fc]5forilac:itfrl   dE   las

Eiubiiuiic±adE5    C*    yp    pc}r   dc]5   PrcJt.El'na  -qLiin6.E,as   djfEreritE5.    Se

ha.         dEsc:ritcj      qi.I.a       la      sL`bLi.nidad      c*        dEl       {ac:tc}r      elF2      dE

reticulcic:it_-c]5      eE.      {c}sfc:iri]a.da.      pc"-dos       Fircitefrla  -qi_I.iria.sa.s

prESEri+.Es      En   EstE   tE_iidc.a    H[:I    y   Df}I,    la   primEra.   a.c=tiva.cia   en

au5Encia.      c]e      hemina      y      la.      otra      ac=tivada.   pc]r   F{Nfi   de   dc]ble

I:a.dEna.       F`c}r       tJtro   ladc]   1a   suEiLmidac]

c=a.sefna   qLi.inasa   de   tipc}   11.

E5   fc]5+orilada   par   la



92

Cc]n     el   i in   de   ic]entif icar   lag   subi`nidades  del

factor     elF2     de     t]ocitos     se     e5tudi61a     fo5fc]rilaci6n  de

elFz      pc}r      HCI      dE   rEtic:uloc:1tos   y   par   c=asefna   qL`inasa   11   de

ovaricJ      cle      ±j=D_E!pL`s   lae¥_l±,   En   gelES   de   poliac:rilamida   y   con

po5teric]r        autc]rradic]gra+fa,      La     preparac:ic'}n     de     HCI      que

e5taba      clispcJnib]E,    sin   embargo,   tEri{a   una   cc]ntE`ITiinaci6ri   con

casefna         qL`ina.sa.         11         c]e     reticulc]c:itc)s.       Amba5      quinasas

cc}purif ican     a   t.rave'5   de   varia.5   etapa5   de   la   purif ic:ac:lan   de

HCI       {Sierra,    c:omi.inic:ac:i6n   pErsonal).    [c]mc]   se   puede   aprec:iar

en       la      i igL`ra    lt:t    lag   5L`t)L`nicla.cle5   dE   pesc}   molEc:ular    58.t:)C)Cj   y

5{:J.{:}CJ(:I      sc]n      fc)5fc]riladas      pc)r      HCI    (candles    1    y   4)    mientras

qL`e         56lcJ         la         5ubunidac]      de      peso      mDlec=ular      5t:I.t:l{:)(:t      es

fc}sfc)rilada.      F]or      c:asE1'na      qLl.inasa      11     (cane.leg   2   y   5.).En   el

r.arial      3      sE   c3b5erva   la   inhibici6n   de   la   ft]5fc}rilac:ic'}'n   de   la

sL`bLin]dad    A      pc]r      hEparina.      En      e5t.a.      aLitorradiografi'a      5E

ctb5ErvE.      +_arribifri       la       autofc]5+tJrila.c=i€n      clEJ      H[I       de            peso

mc]lEc:LI.1ar       9`:).t:J[]{:]          y   dos   ba.nda.E   de   mayc)r    peso   mc]1Ec:ular    qua

pErtEriecer.i       a.       1a       pr.eFlara.clgn       c]E   EIF.2,    y    qLiE   5E   fc]5fc]rilari

Par    c:a.5ei'na    qi+.ina.5a    1]:.

Coma     sE     muestra     en      la   f igura   11:}8   el   f ac:tor

elFE      purif ic=a.do      par      el       mftodc]      A       (c=anal    1}    presents.   uns.

bands.      +c]s+cJrilada      pc)r   HCI   c=c]rre5pc)ndientE   a   la   5L`bunidaclc{
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Figura   10:      Fosforilat=i6n     de     elF2     cle     ovario     per     HCI   de
reticulocitos       y    par     ca5ei'na     quinasa     11     de
ovario,

(-J,6     +`g      dE      elF=   pL`f-ific:ado   sEgf`n   el    in:todcJ   a    (fi),    a   I-J,5   L`g

c]e     elF2      purific:ado      segun   el   metc)do   f}    (a),   5E   incubarc)n   En

pre5Enc:ia      a      au5enc=ia      de      H[I,    y   de    [»~I`2F']    ATF`    1(:M:)HM,    en
un      Eri5ayc}   de   fc}sfc}rila.c=i6n   de   prc)tel'rla5   c:cJmo   se   describe   erl

log     m6todos.   Lag   muestras   se   sometierc}n   a   elEc:troft]resi5   en

gel.Es      clE      pc}liacrilamida      al       lc}./:      En      pre5encia   dE   §D§.    Se
mue5tra   I.a   aLitc)rradiograf i a   de   estc]s   gales.
En    fi:    c:anal     i:    I:),6  +`g   de   elF2    {DE-12(J}    +   H[I.

ca.rial       =:       I:1,6     +g      de      elF2       {DE-1=.I:J)    +   c:a5el'na   cii`inasa    11.

c:anal       =`:       igual       al       canal      2,      rna.5   heparina    (1{:1   ug/ml}.Log

ca.nales     4     y     =i      c:cintienen      lc]   mismo   qua   log   canalEs   I   y   2,

pero      El      tiemF]Ei      c]E      a:{Fio5ic:i6n      de   la   autc]rracliograf i'a.   fue
oc:ho   vec:Es   meric}r.

c:a.ne`1          6:          a        +`g          dE      elF£       (DE~1=.(:J).       tincic']n      azul       c]e

c: c] a ni a s a i a .

En    a:     carial     1:    (:i.Ei  +`€i    c]E    EIF2     {[i6)     +   H[I

ca.ria.12:        I:),5     +`g       c]E       elF2        {GE),       c=anal    I:    (:),5+ig    de   elF=.

dE   retic=ulc]citos   +   H[.I,    canal    4:    HCI.

94
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y        dE     pe5c}      mc)1ecular      =.8.{:lc)I:t     y      no      presents      una      banda

c:orrespondiente     a   la   subunidad   P    de   peso   molecular   5t:).O{:)a,

qL`e     sf   se   enc:L`entra   en   el   i ac:tor   de   reticuloc:itos    {c:anal   3}

DEbe      menc:ic}nar5e      en      E5te      c:a5cJ   qua   el    elF2   es   muc:ho   menc}s

ef ic:iente     c=omo     sustrato   pare  HCI   y   que   e5tc]   permite   que   la

aL`tc]fosforilac:i6n      de   HCI   Sea   muchcJ   mag   nc}tctria   que   la   c]e   la

51.`bunidad    4¢       de      elF2.    Lo   inverscJ   oci`rre   en   la   f igura   lcI   A.

Nc]      se      PLI.c]c]      vErifjc=ar       la   nc}   fcJs+orilac:i6n   c]el    +actc]r    elF2

de     la     prepa.rac:io'n     fi     par     casE€na     quinasa,   ya   qua   En   e5e

momEnto   nc]   sE   dispon{a   dE   ell.a.   en   el    laboratDric].

La      i igLira      11      muestra   la   fc}5forilac:i6n   cle   la

subunidad    C{       c]E      elFE      pc)r      HCI,    en   fraEc:ic]nEs   parc:ialmente

purif ic:ada5     y     en      la      frac=EicJn      mag     pura,   obtenic]a   pc]r   el

metodo     de     purl+ic:ac:ion      A.      En      esta      a.Litc]rradiograf {a     se

ob5Er.`ta      qua      la      Euburiida.c!C*    s:lcj   5e   +os+orila   eri   prEsenc:ia

de      HC:I      y      qi.I.E      en   ninguna   Etapa   de   la   purif ica.c=i6n   a.parEc=e

L`na     baridE`   dE   foEfori]ac:16ri   c:orrespc]ndientE   a   la   5uburiidad4

dE    EIF2     (F}eEG:    rric]1Ec:u.Ia.r    5{:i.t:l{:)t=1}     canales     1,I,    y    5.
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Figura   11      :      Fosforilac:ion          de          elF2       prc}veniente       de
diferente5     fracc:ione5     de     la  purif ic:acion  A,

par   HCI
Srr         tc]ITlarc]n         frac=Eic]neE         clE         clifererltes         etapas      c±E      la

pL"-if „_aci€n      A      y      sE   inc=L`barcJn   en   pre5enc:ia   dE   [r-I.=P]   fiTF'
l{=l{=j      uM   t/.   HCI    dE   retic=ulc)I.itc]5   en    un   Eri5ayD   de   fc]5fc]rilaci6n

c=c]nic:i         sE         c]esc:ribe      en       lc]s      m€tc]dc]s.       Las      fracc:ic}ries      sE

sc]rriE+.iErc]n       a   elec:trc}fc]r€si5   En    gel    dE   Fic]1ia.c:rilamida.   a]     1CJ./.

en      presEnc:ia     dE      SOS.       SE      5Ec:6      el      gel      y      se      samEti6a

E`Li.tarradiografi'a.

c:anal     1:    =.I:1,i`g    de    DE-2t:lt:!    +    HCI

canal     =5:     1CJ   +`g    de    HgT5t:t{:J    +    H[I

c:anal    E"    {:J,5  +ig   de   G6   +   H[I

I.anal   7:    t:l,5  +ig   de   elFf   de   retic:i`loc:ito5   +   HCI
canal    8:    HCI

Log     c:anale5     I,   4   y   6   tienen   lo  mismcJ   qL`e   lc}s   candles   i,I,   y

5   perc}   no   c:ontienen   H[I.
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a    Requerimiento5     de     la    reaccign     de  formaci6n  de  complejo

ternario

1.    Format:ion        de        c:cimF}1ejo        ternaric]        en      +uncio'n     de      la

c:onc=entraci6n   cle   GTF'.

§e     e5tudi6     1a     +ormaci6rl   cle   c:omplejo  ternario

en      func:ic']'n   de   la   concentrac:i6n   de   GTF.,   c=c]n   el   f in   de   c}btener

la     c=c]rlc:erltrac:icJn   cle   su5trattJ     gptima     pars     este     ensayo     La

f igura      1=     muE5tra   la   formac=i6n   de   c:omplejo   tErnario  par   una

fracc:i6n      parc=ialmentE     purif icac]a     de     elF2   En   funci6n   de   la

c=onc:entracio'n         de        GTF..         Cc}mo     se      puec]e     aprec:iar      a     uns

.,conc:entracic]n      de      GTF.   de   5{:1   uM   la   reac=c:iori   alcanza   un   96'/.   de

la      activj.dac]      m&!.{ima   c]e   fc}rmaci6n   de   c:omFilejo   ternario.Toc]os

log         e>{perimentc]s      dE      format:ic]n      de      c:clmF}le_ic]      ternarici      sE

res.Ii=aron   por   lc]   tanto   a   e5ta   c:onc:entraEi6n   de   6TF'.

2.    Forrriac=ion         dE         c:I)mplEjcJ         ternario         eri      +unc:ign      dE      la.,

I:cjric:Entraci6n   de   [I.H]-metionil    tFtNF`.

5E      estudic]'      1a      formac=ion   de   cc}mF}lejc]   ternaric]

en            fi_I.nc:ign      dE   la   c:Dncentrac:i6n   de   [3H]-metionil-tRNf}i    qua

E5     el      segunclcJ   sL`5trato   que   F}articipa.   en   esta   reac:c:i6n.    Coma

.

5g     muestra     en   la   i igLI.ra   13,    la   reac:ci6n   presents     un   rna.;.:imc)

de     actividad     en     presenc:ia     de     I     pmol      cle     [3H]-metionil-

tRNAi    En   el    Ensayc},    a   una   ct]ncentrac=ign   de   6TF'   dE   50  +iM.
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Figura   12:      Format:i6n     de  complejo  ternario  en   func:i6n   de   la
c:onc:entrac:i6n   cle   BTP

1{:t     +!g   dE   la   frac:I:i6ri   H5-5{:}t:l    {prEparacio/ri   a)    sE   lnEubaron   en

prESEnc:ia                  [=.H]~metiorii 1                  t.F{Nf}i               y               di fErente5
c:c]ncEntraciorieg      clE   ETP,    y   se   midi61a.   fc}rmaEit:ri   de   c:c]mplejo

terns.rio      luegcj      dE      i`ria.      inc:ubac=i6n      dE   5   rriiriutc)s   a   37CJ.    La

forma.cign      de   cc]mplEjo   ternaricJ   5e   c:uanti+ic:6   c:c}mc}   5e   iridic:a

en   lc]5   m€todo5.
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0,2              0,6                 L0               I,4

rH] -M e t i o n i I  t R N Ai(prroles)

Figura   13:      Fc]rmaci6n     c]e  complejo  ternario  en   func:i6n   de   la
concentrac:i6n   de   metic}nil   tRNAi

;    1{:t    +`g   c]e   la   frac:c:i6n   H§-500   (preparac:i6n   8}   se   incubaron   en

pre5enc:ia        de        GTP        y        diferEntes        c:c]ric=entrac:ic)nes        dE
[=.H]-metionil      tRNAi,      y      5e     midi6   la   fc]rmac:i6ri   c]e   complejc]

ternario     luego     de     una     incubac:i6n     de  5  minuto5  a  57C}.   §e
Euanti+i[6     la   +cirmacic'}`n   de  complejc)  ternario  comc]  se   indica
en   lc]s   m€todc]s.
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5.   Ft]rmaEi6n        de        Ec]mplEjo        tErnaric}     en     func:i6n     dE     la

conc:entrac:i6n   de   r=:[1.

La     rEaEci6ri   dE   fc}rmac:iE;n   de   ECJmplEjo  tErnaric]

asf      comt]   c]tras   rEac:EionE5   En   la   Eual   e5ta'n   invc]1ucrac]05   lDs

faEtDrEs     de     la     5£ntE5i5     protE'ic:a     rEqLiierEn     c]e     k:CI      En

c:c]nc:Er]tra.cic]nes      qL`E     varfan   entrE   5t:l   y   15Ct   mrl.    La   f igura   14

muEstt-a.      1a      forITiaEi6n   dE   Ec]mplEjc]   ternaric]   En   fL`nc:it;n   de   la

c:oriEEntrac=i6n      dE   r.::[1   Encc]ntrfndose   un   £F]timc}   dE   aEtivic]ad   a

15(:1   rrim   Eri   lag   cBridic:ioriE5   dEl    erisayc].

4.   Efec:tt]     dE     la     tEmperatura   st]brE   la   ac=tividacl   dEl   fac=tar

EIF=

a.EfEEtc]        de        la     tempErat.ura     Ec]brE      la     +c]rITiaEi6n      c]e

[t]mp].Ejc:I   tErriaric}.

SE      E5tLI.di6      1a   fc]rmaEifri   dE   c=t]mplE_io   tErnaricj

Eri      fi_iriEi6ri   de   la   terrlpEr-atura   tie   inci.`bac=i6n   Eri   un   rarigD   dE   I-J

a.      4{:]FJ.       Comcl      EE      mLi.E5tr€`      En      la   i igura   15,    1a   tEmpEratura

6FitiITia.      pa.ra.   Ia      res.cci6rl   clE   fc]rma.Eit]'n   dE   complEjo   tErnar-ic3,

eri      lag     cc3rlc]iEic]rieE   Eri   qua   5E   rEali=6   El   eri5aycj   result6   5Er

dE      I,7D.       F.or      lc]   tanto   1B5   Eri5ayos   c]E   fDrITlaEicJ'rl   c]e   c=c]mplEjc}

tar-riE.I-ic]   Ee   realizarc]n   a   =70.
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Figure   14:     FormaEi6n     de  coillplejo  ternaric)  en   funEi6n  de  la
concentracion   de  KC1.

5{=1    +`g   dE   la   frac:ci6n   DE-2t:lt:l    (preparac:lE;n   A)    se   incubaron   en

pre5enEia        dE     6TP     y      [3H]-metionil      tF{NAi,      a     diferente5
concentrac:ic}nEs     de      k::C1.       §e   midi6  .la   formaci6n   de   c:c}mplejo

`ternaric]      lLiego     c]e      5      minL`tc}s   de   inc:ubac:i`6n   a   370,    comc}   5e

iric]ic=a    En    log    mftc}C]C]S.
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Figura   15:      Efecto     de     la  temperatura  5c}bre  la  forfbaEi6n  de
c:omplejo  ternario.

=.a    Hg   de   la   frac:c=i6n   DE-ZOO   (preparaci6n   A)    se   incubaron   en

presencia        c]e        GTP     y      [I.H]-rrietionil      tRNA,      a     diferente5
temperatiLras.      Lueg.a     de     una     inEubaEi6n    'de     5   minutc)s,   se
midi6     1a     f ormac:i6n     de   I:omplejc}   ternarici   c:omo   se   indica  en
log   m€todD5.
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b.   EfeEto     dE     la     preinc:ubaEi6n     de     elFf     a     37°,   En   la

formaci6n   dE   comF}lejo   binario   y   complejo   ternario.

§e        F}rEincub6        el         f ac:tor        elF2     a     E7CJ     a

diferentes     tiempc]5     y   sE   deterfrlin6   luego   5L`   ac:tividad   tantc]

.,En      la      formacic}n      c]e      c:omplEjc]      binario      c:omo      de      I:c}mplejo

ternario.      [omD     sE   mLiestra   erl   la   +igi`ra   16,   la   ac:tividad   de

formac=i6n      de      c:cimplE]cJ      ternarlc]      e5      mss      afEc:tada      qLie   la

ac:tividac]      de   c:omF}lejcJ   binario,    llegandc}   a.   un   2(:}./.   despLi€s   de

L`na      hera      cle      inc=ubaEic'}'rl   En   EI    Primer   c:asc}   y   a   un   6E./.   clE   sLi

ac:tividac]        en        el         sEgundo     t=aso.      Este     e}{perimentc)     fug

rEali=a.dcJ      c=on      el       fac=tclr      elF2   F}urif icaclcJ   pcJr   el    metc]c]cJ   El.

Ca.bE      haEEr      notar      c|L`E     el      i actor      elF2     pL`rif icado   pc}r   el

metc]c]c]      f}      F}erd{a   5u   ac=tividac]   pars   la   fc)rmac:ic]'n   de   c:c]mplejo

terriaric}      en       url       1(:){:I./.       1uego      c]e       I.t:)   rriiriL`tc}5   dE    inc:ubaEi6n

tiempc.      art      el      c:ual      el      +actc]r      elF=.     dE      lapreparac:i6ri   a

pierde     s61o     un      38./.     de      all.   ac:tividad.    El   hechc]   de   que   la.s

aEti\;.jdadEE.       cje   fc}rma.=i6n    dE   cc]mF}1Ejc}    tErriariEi   y   dE   Eomp].Ejc]

binaric]      tEngan      una   sensibilida.c]   difErEntE   a   la   tempera.turd.

nc]      e5   cle   E}.:trafiar   puestc)   quE   la   subL`riidad   c]ue   uns   GTF`   y   GDF`

es      la      5ILtounidacl     o{       y      la   qua   une   al   mEtic]nil-tRNAi    Es   la

5ubunic]ad   tr  .  (Barrieu;.:    y   Fto5EnfEld,1977}.
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Figura   16:     Efecto       de     la    preincubaci6n     de     elF2     a     370
5obre       la     formaci6n     de     Eomplejo    ternarici    y
complejo  binario.

;     8    rg     de     la   frac:cic']n   DE-12I:l   (preparacic'}n   a)   se   inc:ubaron   a
570     par      difererites     tiEmFios.      A     log     tiempc}s   indicadc]s   se
tomarc]n     al{cucitas   .que     c:ontenl'an     Ct,5Hg   de   elF2   y   se   midid
la     formaci6n     de     c:c]mplejo     ternaric}     en   present:ia   de  GTP   y
[3H]-metionil   -tF{Nfi         (a),        a       de        compl.ejo     binario     en

pre5encia       de        [3H].     GOP        (.).      §e     c=uantificaron     ambas
reac:cione5   comc]   sE   indic:a   en   log   m6todc]s.
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Ill.        INTERACCI0N         DEL         FACTOR      elF2      CON      NUCLEOTIDO§      DE

GUANO§INA

A.Presencia  de  GDF'  unido  a  elF2  purif icado

Luego     dE     haber      c:umplidcj     su     func:i6n      en   la

format=ic5n      dEl       c:omplejo      dE      inic:iac:ion   4t:]s,    el    fac:tc}r   elF2

es     libErado     dE     lc]s     ribosomas   prodL`c:i€ndose   la   hidr6lisis

dEI      GTF'.      DE     Esta     i cJrma      se      ha     eric:c]ritrado      que     el    elF2

pl_irif icadc]     dE   retiEuloc=itos   tiene   unido   BDF.   eri   Lina   rElac:ic']n

de          {:1,5          a       1=I,7       F}friolE5      par       pmol       dE      elF2.(SieL::ierl::a       y

c:D1,19BI)  .

Para     e5ti`diar      la     prE5enc:ia     dE   6DF`   unidc]   al

i ac=tor        elF2        dE     c}vario      5e      trat6     €ste     c:c}n      la     Enzima.

nuc:1ec']`sidc]      c]i+c}5+atc]      quinasa,       en      presEric=ia      c]e      [*-32P]

fiTF'.       DE      esta      fc}rma      el      GDF'      L`nidc]   a   EIF2   es   fosft]rilado,

transforrri€ndc]sE      En      BTF`     el      quE      fue      identif ic:adc)     En   uns

c:I-c]matc]graf fE      En   F'EI   EElulo5a..    [c}mc)   sE   muEstra   en    la   f igura

17      1a      frac=c:i6n      que      c:c}ntiene   elF2   muEstra   la.   prEsenc:ia   de

GTP     radiac:tivo     s6lo     c:uando     es     inELibado     en   presenEia   de

nuc:leo'5idc}        di{osfatcJ      quinasa,      indic=anclcJ      clue      el      fac:tc]r

elF2      dE      ovario      puri+ic:ac]c}      tiene   unidc]   GDF..    fidema's   se   Yen

en     esta     autc]rradic]graf l'a     dt]5     manchas     contaminantes,   una
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Figure   17:      Determinaci6n     de     la     presenEia     de  6DP  unido  a
elF2

=i        +ig          (21          pITlcjlE5)          dE      elF=       (DE-1=t:I)se      incL`barc]n      en

prE5enc:ia      dE      I,      uriida.c±Es      de      nut:lecl]15idcJ   difc)5fatc]   quinasa
(ND[:.:I         y        [*-3='F.I        fiTF.        1C)        i`M         (2.(I)(:l{:.I        c:pITi/pmc]1),         en        una

5t=i].uci6n       qLie      c:ontErifa`       adEmfs:        HEpes   2{:1   mM,    pH   7,6;    r!gc12

I.t:J       ml'1:         I...[11(:tf.:i       ml`l.          {vc)lL'`men        firial         1{:Irl).Se    incub6    la

mE=cla.       a       I.(:]0      clLi.rarite   =i{:}   minut.CJE,   y    i    L`1    dE   Esta   se    5c]rrletig

a      uria       c=romatogra.+i'a       En       F`EI-c:elulc}5a      L`tilizandcJ   r:::H£F`041

M,      pH      I,,F.,camc]   5c]iverite.Se   rEliz6   una   aL`torradiogra,+{a      c]e

la.      plac=a   c=rc]matc][|r€+ic.a   quE   5E   mL\Estra   Eri   esta   figLira.    F.ara

la      c:uantific:ac:i6n      c]E16TF'      presente      5E      c:ort6      la   manc:ha.

c:orrEsponc]iente     y   5e   dEtermirio   la   radiac:tividad   pre5ente   Em
un   cc}ntadc)r   de   c:entelleo   lfquidc}.
c:anal       1=       21      pmc]1e5      de      elF2;       c=anal    ==    21   pmoles   de   elF=
+    NI}}.::;     c:anal     =:     =.I:}    pmc]1es    de    GDF'    +    NDl:::.
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clue     pertenece  al   origen  dE  corrida  de  la  mue5tra  y  otra  que

5e     ve   en   log   tre5   c:anales   qua   C:C}rre5ponde   a   iLn   c:ontaminante

del    [}-32F']   ATF..

E5te     resultado     es  cle  gran   importanc:ia  en   c:L`antci   a   la

regl_`lac:i6n      c!e     la      inic:iaEi:n   de   la   si'ntesis   prot€ic6.,   c:omc]

sE   di5Ei.tti6   en   la   introduc:c:i6n.

t=on      el       f in            dE      c:Liantif iEar   el    GDF.   u.nidD   a

elF2,      se     res.Iilarc]n      log     EflcL(log      que     5e     indicari   en   la

tabla     6.      §egulri      est.cJs      I:alEulos   el   4CJ-/.   clel   elF2   purif ic:ado

dE      ovario   tiene   fuertemente   unidcJ   6DF',    lo   qL`e   c:c}nc:uErda.   con

log     re5ultadc]5     antE5     obtEnidc]s  para  EIF2  de  reticulocito5

pc]r    §ieL::ierl::a   y   c:ol.     {1983).

E.   Determinaci6n   de   lag  KD  aparentes  pars  GOP  y  GTP

El      hEc=ho      dE   qua   GDF'   E5tE'   fuertementE   urlido   a

elF=     ai'`ri     despue's     de     5Ll.     purificaEi6n,      indica     una     alta

af ir:idEi.c]       c]E             e5te   rluc:lEcjtidcJ   F)c}r    elF2.    f}dErTlfs   el    hEc=ho   dE

qLi.E      sE      haya.      enc:c]ntradc]      l`na   difereric:ia.   c]e   afinidad   de    1{:){:}

vEc=EE.         EritrE         GDF         \J         GTF`         pa.ra         Ei          f actc]r       EIF3      de

retic:Li.lot:itc]s       {Waltori   y   Gill,1975),11Ev6   a   detErniirlar    lag

I:::D      para      t3DF'      y      GTF'      para      EIF2   c]E   o`;aricJ.    En    la.   f igura    18

5E     mue5tran     lag     grit iEas     dE     5catc:hard     para   la   unign   dE

ambc]s     nuc:le6tidc]s,   a  partir   de   lag   c:uales  5e   calcularc}n   lag
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TABLA   6

CUANTIFICACI0N   DE   t3DP   UNID0   A   elF2

§U§TFtATO F'MOLES RAD I ACT I V I DAD GDF.    TOTAL F{AZON    BI)F.:elF2

A§OCIADA   A   6TP 0   GDF`   E§TANDAR

(cpm)     (pmtJles) (pmoleg) c:ale:ulada   corregida

EIF2 21 1=7(i             (-J , 64 6,4 (:) , I.(:)                           () , 41

GDF' ='(:) 4(:'IC)             2 ' C)I 2C) I I (J' 67                         1. (:)I)

La      c:antidac]      de      BDF'      asociada   a   elF=   sE   c:alc:i`lc5   basa'nc]ctse   En

qua        E1         [*-I.2F']      ATF'     coloc:ac]o     en      el      en5ayo     ten{a.     uns
rac]iac:tiviclac]         espec:ffic:a         de         2.I:lt:ll:I      c:pin/pmol,       y      qL`e      sE

c:uantific:6   s6lc]   el    1C}./.   del   tcJtal   de   la   mEzcla   dE   reaEci6n.
La     ra=6n      6DF':elF=.     se      c:orrigi6     tctiTiando     en      ci`enta      que   la
rEac:c:i6ri      oc:urri6   s6lo   eri   un   677:   al   c:cJloc:ar   6DF.   come   sustrato,

dE.      manEra      qua      s61c]      se   lc}gr6   c:uantif ic:ar   apro}{imadamEnte   el

67%   del    GDF'   unidcJ   por   fcJsforilaEi6rh
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+:::D.       I.omc)      se      puede      aF}rEciar      la      k::D      para   GOP   result6   ser

de      7,=*1C)~8      M      y      pare      GTF.   de   3,8*1C)-6   M.    F`t]r   lo   tantc}   en

e3.{i5te     uns     di+Erenc:ia   aprec:iable   en   la   a+inidad   pare   ambo5

nut:lE6tidc]s      qi`E      E5      c]e     5?.   vec:es.    CabE   hac.er   nc]tar   qL`e   log

valores      dE      +:::D     c:alc:ula.dc]s     se     realize.rc}n      en   pre5encia   de

Mg+=       1      mM      ya      quE      eri      e5aE      c:c)ndic:ionEs      y      al    tiempodE

inc:ubac=i6n         en5a.ya.c]c],          el         interc=ambio      del       GOP      qua      5e

Enci.tent.ra      unidc}      a      elF2      pc]r   EI    GDF`   librE   es   c]esprEc:iable,

I:omo   5e   rriuEstra   rri€5   ac]Elante   En   la   +igura   ==t   D.

C.      Inhibici6n     competitiva  par   GTP  y  compue5to5  an£1ogos  de

GOP   y   BTP,   en   la   format=i6n   de   complejc}  binario.

La         interac:c:i6n         c]El       f ac:tc]r      elF2      ccJn      los

nucle6tidc3s      de      guanc)sina   es   uns   etaF]a   mLi.y   imE]c]rtante   en   la

iniEiaci6ri         dE         la.         5fritEsi5      prot€ic=a.      aEf      cc]mo     eri      la

regLi.1ac:ign      c]e      ella..       fideni€.E.      la      af inidac]      dEl    fac:tc}r   elF:

pc]r      B[]F'      y      par   [iTF'   Es   signif ic:a.ti..,tamente   diferente   c:omc]   sE

mue5tra.     en     la     i igLi.ra     18.   F'arEEi€   interesante  estudiar   la.

a.f iniclac]      rElativa     de     diferentes   an€.Ic}go5   cle   guanosina.   F]or

EI         EIF£.         F'ara        ellc]        sE        incub6     El      fac:tor     elF=     en

prE5encia     de      [=.H]      6DF'      1      uM     en      pre5Enc:iade   cli{erentes

an€logos          dE          guanc}sina       y       5e        estudi6       su       Efec:to
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0,4           0,8           I,2           I,6           2,0
UNIDO/LIBF3E   (   x   10  )

I.0            I,4            I,8            2,2           2,4

UNIDO/LIBRE   (  x  |02)
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Figura   18:   DeterminaEi€n   de  K|}  para  6DP  y  t5TP

1Bfi:           1,:.          pmDle5          dE          EIF2       {DE~12C})       sE       inc=ubarc]n       en

prESEnc:ia.        cle        difErentE5        concentracionEs     de      [3H]      6DF`
(8.I){:ic]      c:pin/pmc}l),       y      se      midi6      la      formac=i6n      de   c:orriplejo

binario     c:omt]     sf      indic=a     en      log     m€todcJs,   en   presEncia   dE
Mg[:l=      1      mM.      Se     reali=6     rna     grgfica     dE     §catcharcl,   ya

partir      dE     la     pEnc]iEntE   de   la   recta   c)btenida   5e   c=alEL`lo'   la
I::..D   Pare    GDF..

18El:           I:I,5         prricJles         c]e         EIF2       (DE-12C))       5e      incubarc}n      en

presEncia      dE     dif ErEntes     conEentrac:ic]ries     c]E      [q{-='2P]      BTF'
(1,2J+1{:)6       c:F]rri/Eri5a.yc])  ,        y       5E   ITlidi61a    fcJrma.c:i6n    dE   c:omplejc}

binaric:i       c=Eirrirj       sE       iric]ic:a       En       lc)a       m€tc]Clc)5,    En    F}re5erlcia   dE

Mg[:-l=i       I.      ITirl.       5e      reali=6      uria      gra'f ic:a.      dE      5catcharcl,    y   a

partir      c]E     la.     pendientE   de   la   recta.   obteriic]a   EE   calEulg   la
+:::D    PE`r-a.    6TP.
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inhibitorio     5obre   la  formac:i6n   de  c:omplejo  binario.   Coma  se

muE5tra     en      la   f igura   19   BDF`-,-§  tiene  iLna  af inidad  5  vece5

mEnc]r      qua     6DF',      y     EI   GOP-¢-F   tiEne   un   a   af inidad   20   vec:es

menc)r.      F'c]r      otra   parte   t3TP-}-§   inhibe   en   un   5{:H/.   Ia   uni8n   de

[I`H]      GDF'      a      una      cc}nc:Entraci6n      de      15      uM,    y   pppGpt:   a   uns

c:I)nc:Entraci6n      de      4{:1      uM.       De      e5tc}5      dc)5      anilogt]s   BTP-}-a

prE5enta.      clararriEnte   Lma   af inic]ad   3   a   4   vec=Es   mayc}r   que   GTF..

GMF'oF'\NH}F'  ,    (GppNHp)   ,    inhibe       un    5{:17;    la    unic}'n    de    [=H]    GDF.    a

una      cc]nc:Entrac:ign       {e;{trapcJlada.)       dE      2{:lcJ      uM,    c:uatro   vec:es

mayc]r         qL`e         GTF'.       En      resL{men      la      a+inidac]      relativa      qiiE

prESEntarl     estct5     nuc=le6tidos     par     elF2   E5:6DP>BDpi-§>BTP-A

-§>BDpi -F>   pppGpt::>GTP>GppNHp.

Con     El   f in   cle   c:ompletar   estos   re5L`1tadc]s   ,   5e

e5tLi.cji6     la     af inidad     relative   de   otros   Ec)mpuestos   anflogc]s

dE      Qua.nc)5ina.,       c:c]n      mc]di+ic=acicJneE   eri   la   ribo5a,    en    la   base

nLi.clEc]+_.i'dica.      y      en       la.      c=adEria.      de      fc]sfatc}s.       F.ara   estc]   se

iitil-i=6      i`ria   sc]1a.   c=c]rlcentraEi6n    qLI.e   eqLI.ivali'a,    en   el    ca.sc]   c}E

anflc:igc]s      c]E.      EDF',       a      la   conEentra.ci6n   de   GDF`   quE   inhibE   la

+c:irrrlEi.c=i6r;       dE       cc]rTlplE.ic:I       binario        (EIF£-E;DF)        eri       Lin       B{:I./;;     y

pa.ra.      1c}s      an€logrjs      de      GTF',      a   la   ct]nc:eritraEign   de   GTF.   qua

inhit]E      la      fc]rmac:i6n      de      c:omplEjo   binaricJ    {EIF=-GOP)    En   un



00
0®

ooooooooo
co         r`         to         LA         a         r>        O`i         -

(a/a)    oplun         do9-[H£]



776

Figure   19:      Inhibic=i6n     c:ompetitiva     por   GTP  y  par   an'alogos  de
BOP   y   GTP   En   la   formaci6n   de   c=omplejo   binario.

I:),6      ug      dE      EIFI       (DE-1EC})       5E   inc:ubaron   en   F}resEnc:ia   dE   [=H]

6DF'       1    uM    {8.{:!{:1{:]   c=pm/pmol)    y   diferentes   c=onc:Entrac=iones   de   GDF`

(O)`GDP-4-5       (4)    BDF'-P-F    {X),    GTP-t-S    (.),    GTF.    (.),    pF]pGp[    {o

},GPF]NHp       {^).       §e      mic]i6      la      fc}rmaci6n      c]e   cc]mplEjo   binario

elF2-[?'H]      GDF'     coma     sE      indic:a     en   log   mftodos,   en   prEsencia
c]E    Mg[12     1    mM.
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TABLA   7

COMPETENCIA   DE   NUCLEOTII}0§   DE   6UANOSINA

FOR   LA   FORMACI0N   DE   COMPLEJ0   BINARIO

NIJCLEOT I Dt]

A6REGf}DO

n a c] a

6L,F'      (1(:)    uM)

7mEiDF.      {1Cl    uM)

oE[lF'        {1¢    uM)

ul)F,     (5':'   uM`)

fiDP     (5(:'    uM)

6`TF'      {1IJ{:l    uM)

dBTP      (1{:lt:I    uM)

c][|TF     {1t:l(:)    uM)

I.¥'H]    6DF`    UNIDD

( F, mo 1 es )

(:' , 8

(:' ,  1 6

':' , 73

rJ I 4 6

') , 75
() ,I a

%    CONTF(OL

1 C' lJ

I()
9=

57

{:1,6     +ig      de      elF2       {DE~l={:)}       5e      iricuba.rc]n      en      prE5enc:ia   dE

[='H]       t3DF.       1       Li.M      y      dif ererit_E5      analcigcJ5      de      guano5iria.    §e

ITi]di€i          la       fc]rmaci6n       de      c:c}mplejc]      binaric]       elF=-[3iH]-GDF.

c:omi=    se    indic=a   en    lc)s   m€tc]do5,    en    F)rE5encla    de   Mgc1=    1    mM.

778
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65./..      Comc]     se   muestra   en   la   table   7,   7mBDF.   prgc:ticamente   no

inhibe     la     unign     de     6DP   a   una   conc:entraci6n   a   la  cual   BDF'

inhibe      en      im      8Cl-/..      c)GOP   inhibe   a   e5ta   misma   c:c)ncentrac:i6n

s6lo     en     un     4:`./..   dE;TP   pre5Enta   i`n   compc]rtamiEntc]   similar   a

t3TF'      inhibiendo      la   uni6n   de   GDF'   en   L`n   66./„    Sin   embargo   c}GDF.

1o        hacE        cc]n      manor      ef ic:ienc:ia      llegarido     a     un      24./.     dE

.,inhibic:lan   solamEnte.

D.      Inhibici6n     de     la     formac:i6n     de     c:omplejc}  ternaric}  pclr

anilogos  de  GOP

Se     estudig     el      EfEEtc}     de   6DP   y   su5   ariflogo5

sc}brE      la   fc]rmac:ic}n   cle   c:c}mplEjc]   ternario.    Cc]mc]   sE   muestra   en

la     figura     21,   GDF'   inhibe   la   formaci6n   dE   cc)mplEjo   ternaric}

En      un      6=./„       GDF`-f-S   en   Lln   58./..    OGDF.   56la   Erl   un   257`.   y   7mGDF.

ric]         inhibe         la         fc]rmacj.6n      ciE      c:c]mplE.io      tErnaric)      a      lag

c:oric:entrac:iones        estudiada5.      Esto5      re5ultacjos      c=c}rrobc]ran

aqL`ello5      c]bt.enidc]5      en      la,      figL`ra      19      y      en      la      ta.bla7,

indic=a.ndc]      uria.      af inida.d      relativa      pa.ra   log   a.n£1c]gos   dE   6DF'

cle:       BDF'.:>GDP-4  -S:::.06DF::.:::.7mBDP.       Sin       embargo       la       Inhibit:i6n

c]b5ervada.      c=c)n      estos      nucle6tidc]s      Es   menor   qLIE   la   esF}erada

torriando   en   cuenta   su   af inidac]   rElati`ta   c:on   BTP.



10       20       30      40       50

GOP  'o   Andlogo{HM  )

Figure  21:      Inhibici6ri     dE   la  formaci6n   de  I:omplejo  ternario

per     anslogDs  dE  GOP

1.,4     +ig      de      elF=       (DE.~12(:I),       5E      inc:ubarc)n      Eri   pre5EriEia   de

[I'Hj-rriE+_itJnil             tRNfii             y.            QTF',          EigrEganclo         difErEnte5

c:c]nceritrac=it]'nEs       dE       :     I;DF'     {cJ),    t3DF'-A-5     {A.I,t]EDF.    (.}     y    7mGDF'

(-}.         Se        midi6         la        formac=ic]'n      de      ccJmplE.ic]     ternario
elF=-BTF'-[3H]~mEticjnil   -tRNfi,         c:c]mo         5e    .    indica      en      lc}5

m€toc]cJS,

720



727

I.Formacign       de       complejo       ternario    utilizando    diferente6

ana'1ogos  de  GTP

F'areci6        tambifn        nEc:esaric}        determiner      la

ef icieric:ia.      de      log      an&ltJgc]5      cle      BTP      en      la      formaEio'n   c]e

r                         ri         tlcc)mplejc]      tErnaric},      qua     es   EI   Primer   Pa5c]   en   la   iniciacic]n

de      la      trac]ucc:i6n.      [c]mcj      se     ITluestra.   en   la.   f igura   22,   6TP,

6ppNHp,      BTF`-t-S      y      dGTF'   forman   c:c}mplE_io   terns.rio   con   elF2

y      rrletic]nil  -tF{NAi    c:cin   efic:ienc:ia.s   muy   similare5.    c]BTP   forms

c=c}mplEjc]      tErnario      c=c]n      L`na      Ef ic=ienEia      relative   de   un   70-/.

aprt]xiITladamente     c:c]n   rEspEcto   a   6TF',    Sin   embargo   ppp6p[,    qua

F)resents     L`na.     afinidac]      relative           similar      a     BTF.     en      la

fc]rmaci6n         de      c:c}mplejo      birlaric3,      muEstra      uns      Ef ic:ienc:ia

rElativa      dE      561c)      LI.rl      55./.      En       la.      +cJrma.cigri      dE      cc]mplejo

terriE!.rio.         fi        est.a        respEcto     debE     mencionarse      qLi.a     lag

n-iEdiEic]ne5         dE      c=c)mp].Ejcl      terns.ric)      fuerc]n      res.Ii=adas      con

inc=Li.bat:ic]nEs      c!E   5   minutc]S,    tiEmpo   En    El    c=Li.al    la   rEaccifri   ha`

1lEga.c!o      E`1       gquilibric),    al    mEno5   cuariclc]   se   L`tiliza   6TF'   c:omc]

a u s t r- a t c} .
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GTP    o  Andlogo   (HM   )

Figure   £2=      Formac:i6n        dE        Eomplejc}        ternario     utilizando
c]iferentes  anflogos  de  GTP  c:omo  sustrato

1,4           +ig         dE         EIF-2         se         iric:uba.rorl         en         pre5eric:ia.         dE

[3H]-rrietic=ir,il  -tFi.Nfii      .y      di+-Er.eritEs      cc}riEEntra.c=iortEE      cle   [iTF'

(.].        GTF'-}-5        (0),    d[|TF'     (C]),    GppNHp     {A}5c)C3TF.     (^.I     y   FJPF}6p[

{.:,'.           5E        .midic='.          1a.          fcJrrriacicJ'ri          dE          c:orriplE_icJ       ternaricj

EIF2-[=H]   -ITiEtionil  -tF{Nf+riL`c=1ec}tidcJ,       I:c}mc]      5e      indic:a      en

lcj5   mftc]c]c]s.
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F.     Recambio       de     nuc:le6tido5     unidos     al     factor     elF2     de

t}var i c) ,

i.    Inhibic:iD.n      de      la      +c]rma.c:i6n      de      corriplejD      ternario   pc]r

mg+2.

Estudic]5     realizado5     con     elF2   dE   reticulDc:ito5

ha.n      dEtErminac]o      qua      el      Mg+2      call.sa.      uns   inhibici8n   cle   la

fc]rmac:i6n      dE     complEja   ternario   y   ql`e   Esta   inhibit:i6n   pLiedE

ser        revertic]a        al      agrEgar     el      fa.ctor     F}rDt6ico     llamado

Co-elF2    (Da5   y   cc]11979}.

F.arEEj.g      imF}ortante,      del      pLi.nto     de   vista   de   la.

regLi.1ac=i6n      de      la.   sfntesis   prc]t€ic:a   en   c]c}c:itos,    estLI.diar   El

efec:tcj      dE      Mg+=      En      dcJ5      PrEparacioriEs   dE   elF=   de   oDc:itos:

uns.      +racc:i6n   part:ia.1mEntE   pi_`rif icada    (HS~Ei(=lt=))    y   la.   ira.cci6n

ITiaE`       pure.        (DE-I.=t:j}.        [c]mc3       5e       mLi.e5tra       en       la   figura   £=.1a

fc)rITiaEi6n       dE   cc)mp.iE..ic]   ternaric}   ITledida   eri    I.a   prEparaci6n   mag

pura.        {DE-1='{:l}    fug    i.rihibida.   En   i`n    B(:).t:   a   uns   ccJnceritraEi6ri   dE

Mg+I          dE       ]ITiM,       miE?ritras      quE       la      preparac:i6n      merlc:Is      pL`ra

{H§-5`:j{=)i     nci   mc)str6    ii.ria.    inhibic:i6n    F}c}r    Mg+2.

Estos          resL`1tado5,           similare5        a        aqiiellc]s

enc:c]rit.rados     pa.ra     elF=     dE     rEticulc]c:itc)s,      sugieren   qua   en

la     prEparac=i6ri      mag     cruda     pcjdrfa   a;.{istir   algLln   +aEtc)r   qua

revierta   la   inhibicign   causada  par   el   Mg+2.

in  q Ei
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[Mg+2]   (mM,

'Z4

Figura  =3:      Inhibit:ign     de  la  format:i6n   de  c:omplejo  ternario
per   Mg+2

1.4      +`g       dE      elF±,       DE-12(:t    {A)    cJ   H5-EicIcl    (0},    sE    inc:i`barDn    en

pre5encj.a        dE      [I.H]-metionil-tF{r`lfii       y      6TF',      E`      c]iferenteE
cc]nc:eritra.c:iones      dE      mg+:      entrE      I:j,I.       y       1       mM.    Se   micli6   la

f c]rmaci6ri      de      Ec]mplejo      ternario      cc]mo      5e      inc}ic:a      Eri      lc]s

JTl€t'C:,C]E,5.
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2.   Estudios       de        intercambic}       de     6DF'     en     fraccionEs     de

diferente   grade  dE  pu`rifiEac:i6n   que  contienen   elF2

Coma     ha     siclo     mc]5trac]c)     Fireviamente     el   factor
I,

EIF2      de      cJvario      tiEne   GDF'   uniclc}   en   un   4(:I./.   c]e   sus   molEcula5

Adem=s     este     factor      po5ee     una     a+inidad      pc}r   GDF.   5C]   vece5

mayor      qua     par      GTF'.    [omo   la   primera   etaF}a   En   la   inic:iaci6n

c]e      la      traduEc:i6n      e5      1a   f c}rmac:ic')n   clel    c=c}mplEjo   ternaric}   y

para      ello     se     requiere     del      interc:ambio     de     GOP   pc]r   GTP,

parec:i6        impc}rtantE        e5tL`diar        el      intErc:ambic]     de     estc]s

nuc:le6tido5     En   presenc=ia   c]e   cc}nc:entraciones   f isiol6gica5   de

Mg+2.

Pa.ra     e5ti.`diar     el      intercarribio     de  guanosina  se

utili=6      GDF'      en      reempla.zc]      dE      6TF'      dado      quE   c:c]mc]   ha   side

dEmo5tradcj      pc]r      [hauduri    y   c:cJ1.     {1981),    el    comple.ic]   binariD

dE      EIF:      c:orl      GTF'      es   mLI.y   inestablE   en   ausenc:ia   de   metic}nil-

tRNfil  .

§e      res.I.iz6   estE   EEtudic]   em   c=Liat.rc]   +rac=c=ic]nE5   de

la      pLtrif icaci8n      a      de      ovario:       LR4{:}-6t=i,       I;M-=.6{:),    H§-5{:lc)   y

D E - 1 = i-:, .

Comc]     5E     mue5tra   en   la   f igura  241as   fraE[ic]ne5

menos      purif ic=aclas   muestran   un   intercambic3   dE   6DF'   aprec=iable

en     el      t.iEmpo     en     qL`e     se     realiz6     el      ensayo,     tanto     en

present:ia        c:omo        en      ausenc:ia     de     Mg+2.      girl      embargc]      la
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Figure  24:      Interc:ambic}     de     BOP     en   fracciones  de  diferente
grade  de  purif icat=ic]'n   que  contienen  elF2

SE     tc]friaron     diferentes     frac:c:iones     de     la   preparac:i6nB   que
c=cjritenf an      EIFf      de     ovario,      y   5e   int=L`baron   en   pre5Enc:ia   de
[I'H]      6.DF.      1+`M.       fi      log      5      minuto5      dE   iricubac:i6n   se   agreg6

diferente5      c:c]ncentrac=ic}nes      de      t5DP      frfo      y   Mg[l=   1mM    (o}.

§e      midi6      1a      fc]rmac:io'n      de     c:omplejo   binario   elF2-[3H]   GOP
remanErite,      EomcJ      sE      indit=a     en      lcJ5   m6todc)s.    Log   c:ontroles
fueron   realizadcJs   En   au5enc=ia   de   Mg[12    (.}.
A:        1t:lc!     +1g       de      LR4(:I-6{:h       a:       2Cl     +g       de   CM-=.6{:l,    C:12+ig   de

HS-5{:)C}    y   D   (-J,6/L`g    dE    I}E-1:C).

n  z] in



frat=c:i6n     mag     purif icada,      DE-12Cl,   mue5tra   L`na   velocidad   de

interc:ambio     aprec=iable     s61o     en      ausEnc:ia     de   Mg+2,   siendc)

cleEprec:iable   en   aLi5enc=ia   cle   este   c:ati6n.

3.    E!dsqL`eda      de     un      probable      f actor      dE   rec:ambic]   de   GOP   en

frac:clones   dE   ovaricJ.

Lc]E,        rE5ultadc]5        anteric]res        llevaron        a     la

bL{5queda.     cia     un      prc]bable     i actcir      protgico   respc]nsable   c]El

inter-c:ambicj      dE   BDF`   eri    lag   frac:cione5   mEricJs   purif ic:ac]a.s.    Cc)n

este     f in     se   inc:ubaron   cli+erEntes   ca.ntidadE5   cle   la   frac:I:i6n

nc}      retEnic]a      c]e       la      c:c]lumna      cle      DEfiE      celL`lc]5a    (NF{-DE)    en

presencia     dE     elFI     purificado      (DE-12{:I}.    Log   re5L`1tadc]s   se

muEstran      En   la   f igLlra   £5   e   indic:an   qLl.a   la   +racc:i6n   NR-DE   no

e5      c:a.pa.I      de      restablecEr   el    interc:aITibic)   clE   nL`c:1egtido5   que

sE      `Jio      FjarE`      1a   frac:cic€n   F}rovenieritE   c]e   la   Etape`   previa   dE

pLi.rif ic:a.cic]r"       EE.      prc)bable      qua      de      e}.{ist._ir       i.I.n      factc]r   de

rEcaiTi[iic]      ha.ya.      qLI.eda.da      retEnidc]      En       la      cc]lLI.mna   a   se   haya

i n a. c: t i v a. d c] .

SE         i ntEntg         blJ.=r.a.r En       uria       f rac=c= i c}n       menc]5

purif icada     c:omo     [M-I6[}     la     existEnEia     de     Lin     factor     de

rec=a.mbio      de      nut=1E6tic!c]5.    F`ara   ellcJ   se   midi6   El    interc:ambio

clE      [IH]      BDF'      par      GOP      frfc}      en   la   frac:ci6n   CM-=6Cl   y   En   la

fra.I:ci8n      I}E-lft:},      En      forms   seF}arada   y   luegc}   juntanclc}   amba5

{raEc=iones.      [c}mo     se     rrluEstra     en   la   tabla   8   el    intErc:ambic]

ir   z]  Ei
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Figure   25:      EldsquEc]a     c]e     Lin     probable  f actor   de  recambio  de
GOP       en       la       fracci6n       no       retenida    de     la
DEAE-c:elulosa    {8).

t:l,6         +ig          dE      elF=      Fturif ic:a.do       {DE-1=(:J}      '5e       incuba.rc]n      en

prE€.Erlcia      de       [='H]       6DF'       1       uM      dL`rante   Ei   miriutc]5.    Luegci   5e
agregg        Mg[1=      1      mM       {..),      difErErltes      cantidades      c±e      la,

t-ra.Eci6n      rlc)      rEtEnida.   dE   la.   DEfiE   c:elLl.1c]sa.    (NR-DE)    entre   (I,8

y      4     +ig      y      6DF'       i5     +`M.       5e   micli6   la   +c]rmaciJn   c]e   cc]mplejD

bins.ric]      EIF€-[='H]       BDF'      reITiariErltE      ct]mc7      sE       inc]ic:a      en    log

in:todc]s.       Lc]5   cc)ritrc]1es   se   rEali=arori   c]e   la.   mi5ma   forrria   perc]
en   ausencia   de   Mg[1=    {0}.



TABLA   a

BU§QUEDA   DE   UN   PROBABLE   FACTOR   DE   RECAHBI0   EN

LA   FRACCI0N   CM-560

FRficc I 0N

D E - 1 = ,:,

CM-=`6,:,

DE-1=(:)    +

CM-=`6(:,

Valc]r   te6ric:cJ

[='H]    GDF'   UNID0       DESPUES   DEL    RECAMBIO

( c: p rr, )

en   ausencia   dE   GDF`              en   presencia   cle   GDF.
+Mg+2

i ,:, 6 9 2'

I, 1 7 8

1 I. 6 9 a

1¥'87(:)

+Mq+2                  -Mg+2

9496
1 ?, (:) 7

1 C) 3 4 9

1 C, a (:, ¥'

241S

834

29¥.6

i     +ig      dE      DE-1=t:I      c]      4,2    +ig      dE      CM-I6t:l,       5e      inc:ubarc]n   en

prEseric:ia.      dE      [='H]      GDF.1       urn,       en      +orma   sEparadacj   ambo5

juntc]E,       dLi.rante      5      minuto5   a.   3{:]0.    LLI.egc]   5e   agreg€!   BDF'   frfc)

]5     +I+i      y      Mgc121    mM   a.   c:acia.   erie;6.yo,    y   5E   midia    la   fc]rfriaci6ri

de         [omF]lejc)         bins.ric]      remanente      elF:-[I'H]      6DF'      c:cjmc)      5e

indic:a.         en         lc]s         m6tc}do5.       SE      real.iza.rt]n      dos      tipc}s      de

cc]ntt-c]lEs:       a      unc]      nc]   5E   le   agrEgij   Mg[12   dL`rante   la   seguric]a

incL`baci6n,    y   al    c:.trc]   nc)   5e   le   agreg6   6DP   fri'o.

El       valc]r      te6riEc]      fug      I:alculac!o      sLi.mandc]   lag.   dc)a   primeras

i ilas     de   re5ultado5   clue   c:ontienen   lc)s   valc]res   c]btenidc}s   c=on

ambas   prEparac:ic)ne5   pc]r   sEparado.

'30
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de     GDF'     medido     cuandc]     se     juntan      lag   frac:c:iones   I)E-12Cl   y

[M-36C.`     se     ctbtiene     solafriente   L`n   valor   aditivc}   del   rat:ambio

sin     evidenc:ias     de     algL'`n     factor     en   la   frac:c:i6n   crude   qL`e

puc]iera        e5timular     el      reEambic]     de     GDF'     de     la     frac:ci6n

purific:ac]a      (tabla   8}.   Resultadcls   similares   se   obtuviEron   al

estuc]iar      El      rEcambicJ      dE      GDF`      jL`ntando   elF2   pLirif ic:adc}   de

retic=ulocito5   de   c:onEjo   y   la   frac:c=i6n   CM-36Ct.

IV.          E§TIJDIO§         §OBRE         FO§FOF{ILACI0N      I}E      elF2,       COMB      UNA

PO§IBLE   FUNCI0N   REBULADOFtA   DE   LA   §INTE§I§   PROTElt=A

1.    F.re5eric=ia.     de   rna   protefna-quinasa   en   E}.:tra.ctc]s   de   ovaric]

c:a.par   cje   +c]5ft]rilar   elF2 dE   flrtEmia.   salina

F`ar-a         la      bftsqLte'cla.      dE      Ltria      EIF=.-quiria.sa      en

e}<tractc]E,         cle         c]varic)          5E         utili=Cj'      CC}mcJ      5Ll.Strato      EIF2

purif icadc]     de firtErrii a.      sa.i i ri .    ya   qL`E   Eri   esE   ITiomeritc)   nc]   se

c!i5Ftc]ni'a      de      un      elF=      de      ovaric],    pL`rc).    t:c}mc]   sE   mue5tra   en

la     i igura     26     la   5ubunidad        de   elF2   cle   a__rtemia   5alina,   de

pesc]     mctlEcular     40.ClotJ     es     fosft]rilacla     pc]r      una     protefna

quinasa     prc]veniente     c]e     diferente5     frac:cic}nes     dE  ovario.

I:uando     se     ensayaron     estas     frac:cic}nes     posteric]rmentE  c:on

elF=     purif icaclc]     de     ovaricJ,      ya   c]i5ponible,   no   5e  enc:ontrg

ft]5forilac:i:n     de     la     5ubunidad   a(    clE   e5te   EIF£.   CabE   hacer
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ncltar     que     la     subunidad      <      de     elF2     dereticulocitosde

I:onejo   tampc]c:a  Es   fo5forilada  pc}r   estas   fracc:iones.

Re5ultado5     5imilares   han   side  c]btenidc]s   per

Garci'a-Mateu      (c:omunic:ac=i6n     persc}nal)      utilizando   larvas   de

Drc]5ophila        melanoc]aster.        Si        biEn     El      factor     elF2     cle

Ar-temia     5alina     es     fc]5forilado   per   frac:c=icJne5   parcialmente

F}urif ic:adas     de     Drc]sophila     mElanociaster,      el      fat:tor     elF2

purif ic=aclo   dE   esta   misma   fuente   nQ   lo   es.

2.    Hic=rDinyEcc:io'ri      c]e   HCI   en   oc]c:itc]s   a.islados   y   su   efeEto   en

la.   5fntesis  protfic=a

[c]mc]     +uE   rrlostradc]   antEric)mentE   en   la   i igura

1(:I      El       fa.c:tc}r      EIF=      c}E      ovaric}      Es      fcisfQrilado   pc}r   H[I    dE

rEti[u.I.c:iEitc]s       En       la.       sLi'.bLl.nic]ad   a(   dE   F}Esc}   molEc:ular    I,a.CJ{][}.

Tc]n.iaridc]         en         c:uEnta.         qLi.a      la      fosfc}rilac:i6n      par      HCI       es

ESFiE=i'f ica.         pa.ra         elF=         en         la         5ubl`nic]ad     c{    ,      pa.recic;

inter-E5a.ntE      e5tLi.die.r       El    a+EC:tc}   dE   la   rriic=roinyEc=c:i6ri   de   H[I

En      la.      sfnte5i5     prc]t€ic=a   en   c]c}citc)s   a.i5lados.    F.ara   ellc]   se

reali=aron     dc]s     ensayc]s     diferEntE5     qi_`e     5e  muestran   en   la

tabla.      9:      unc],      En      el      I:ual    5e   mic:rc]inyect6   H[I   intac:tc],   y

c]trc]      en   el    Eual    HCI   i L`E   inac:tivado   F}reviamente   pc]r   mEdic]   de

i`n         tratamientcl        c=c)n        c]fiTF'         qL`e        es        capaz      dE     unirse

I:c]valeritemente  a  algunas  protefna-quinasas.
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Antes     de     microinyec:tar   HCI   se   c:omprobg   que

E'stE     tL`viera     inhibic]a   5L`   ac:tividad   quin£5ic:a,   para   lo   cual

se     realiz6     el      en5ayo   qL`e   5e   muEstra   en   la   figura   27.   t=c)mc}

5E     pi`ecle     ob5ervar      of}TP      inac:tiva     en     un   6Cl./.1a   ac:tividacl

fosforilantE     de     elF=      (I:anal      I.),      mediclo     con   rE5pec:to   al

c:ontrol      qL`E     fi`E   tratado   en   lag   mismas   cc]ndic=iones   perc}   sin

aqrec]ar       c]ATF`       (c=anal       =).    f}l    comF]ararlcJ   c:on    la   ac:tivic]ad   de

H[`.I      intacto      (c=a.na].       i)    1a   ac=tividad   quinasa   de   H[I   tratado

con     ctATP     esta`     inhibida   en   un   8rJ./..   Babe   hac:er   notar   que   la

+ra.Ec:io'n      de   Hcl   clue   se   utiliz€   en   el   c:arlal   =   se   dilL`y6   a   la

mitacj      por      efEc:to   de   la   filtrac:i6n   per   §Ephade}.:,   y   F]cir   ellc}

disminuyg   tambie'n   5Li.   ac=tividad   qL`inasa   a   la   mitac!.

C:omcj     5E     mue5tra     en   la   tabla   9   H[I   intac:to

e5     capa=   dE   inhibir   la   5fntesis   prc)teica   ill   vL£±±±g  en   un   4CJ   ./.

Ert       a.mbo5      c=a`5ciE..       [a.be   ha.c:Er   nc]tar    qua   la   mi5ma   c:antic]ac]   de

H[..I        qua       +Li.E      mjcrc]inyEc=tada.   eri    C)cJc:itcJs    Es   c:a.Fja=    dE    inhibir

iE      si'nte5iE,     prc]teica     en      un      Si5tema   libre   cje   ce'lii.lag,   c}E

lis:.c]c]E      clE      rEticulocitc]E,,       en   un   5t:j./..    Lc]5   rE5ultadoE,   c]e   la

tatlia.      9      mii.Eat.ra.n    ta.mbie'n    qL`E   H[.I    ina.ctivac]c]   c:c]n    c]ATF.   no   es

ce.Fa=      c]E     inhibir      la     sfnte5is     prcJteic:a.   En   esta.   tabla   se

c]bE.erva      adam:5      quE      H[I    qua   no   ha   sic!c]   tratadc]   c:on   OATP,    y

ciL\E      s61o      ha      5ido      filtrado     pc}r   §EF]haclE}{,    auri   es   capaz   de

inhibir la          s{ntesis          proteic:a          en          un        =8./a.
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Se     intentaron     e5tudio5  dE  fosforilacio'n  c]e

elF=      cle      c]ocitc}s      iDL     vjL±£j2,    microinyec:tanc]c}   HCI   en   conjuntc)

con      B*-¥'=F.]-ATF'     y     realizandc}      1uegc}   una   elec:trc}fore5i5   en

presenc=ia     c}e     SOS     y     autorracliograf fa,   perD   no   fi`e  posible

c]etec:tar      la.     +o5+c]rilaEi6n     de     la     5ubLmidad4   de   elF2,   ni

de     ninguna.     atra     protefna.      Es   prc}bable   que   la   canticlac]   de

EIF2     presEnte     en     el      c]oc=ito     Sea     muy     pEqueFia     pars     5er

dEtEctacla     Erl      prEparac=iones     tan      c:rucla5,      y   pc]r   ello   nc]   se

logr6   dEteEtar   5u   fosforilac:i6n.
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Figura  E6:      Fo5fc]rilac:i6n     de     elF2     tie     Artemis     salina  pc}r
fraEc:ione5  tie  ovario.

DifErentEs     frac:cione5     provenientE5     de  c]vario  se   inc:ubaron
En     F]rE5Encia      {cJ     au5Encia}      de     Cl,5    rg   dE   elF2   de   Artemis
5alina        y         [*-3=P]         fiTF'        1CIcl       +`M,      en      un      eii5ayt]      de

fo5fc]rilac:i6n      c=c]mc]   5E   desEribe   en   lcJs   m6toc]cJ5.    Lag   muEstras

5E     sc]metierori      a     EIEc=trofc]re5i5   En   geleE   c]E   poliac:rilamic]a

al         icj./.        en        prE5enEia        c]e        §D5        y        pc]stEric3rmEnte     a

autorradiDgraf l'a,   c=tJmc]   se   inclic:a   en   lc]E   m€tc)c]os.
Canal       1:      elF= fi.salina     + H[I,      Canal   =:   EIFE  as5alina   +

41:1    /`g      de     Lavadc]     ribc]somal      de   alta   gal    {c]varial    c=anal   4:
elF2        eril±jB       +       3{=!      +g     dE     LR4{:t-6t:!,      c:anal      6:      elF-2
fi.Ealina     +
fi.salina     +

15n    +tg   c]e   5obrenadante   16t].CIctt}*g3    canal    B€elFE
BC}    /ug      dE     §4t)-6t),      canal       lt]:   EIF2   A.salina   +

3Cl    +`g      de      DE-=Dl:I    {prEparac:ic']n   fit.    Lc35   c=analE5   3,    5,    7]    9   y

11,      Ec]ntienen      lag     mi5ma5     fraEc:icJne5     de     ovario     que   lc}5
canalE5  £,   4,   6,   a  y   lc}   Sin   elF2  de  A.5alina.
Lag     flEcha5   indiEan   la   autofc]sfc]rilac=ign   c]e   Ht:I    {9C}.rjc)I)d)    y

la     fDsforilac=i6n     de     la   5ubunidadcr   dE   fi.    Ealina.{40.CltJtl).
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Figura  27:     Fo5forilac:i6n     de     elF2     de  ovario  par  H[I   y  HCI
inac:tivado  poroATP.

t:I,5     +ig      dE      elFI      (DE-12t:))    fuerctn   incL`bados   en   presenEia   de

H[:I,       HC:I       c:c]ntrc]l       c]      H[I       inac=tivado      y       [}-=IF']    f}TF.   en   Lin

ensayc]     de     fDsfc]rilac=ic']n     c:omo     se   describe   en   log   matodos.

La.5      mLiestras      se      somet.iErc}n      a      Elec=trc}forEsis   en   geles   de

pciliac=rilamic]a.      al    lcl.+:   en   F}resenc:ia   cle   SD5,    y   posteriormente
a      autc]rradic}gra.f fa.      Canal       1:      elF=      +   H[.I    ,   canal   =:    EIF£
+   HC:I    c=c]ntrc]1    Canal    I,:    elF£   +   H[I    inac:tivado.

La      inac=tiva.Ei6ri      c]E   HCI   5E   rEaliz6   preinc:ubanc]o   la   prc]tefna

En      presEnc:ia      dE      ofiTF'      3(:}{:}     +`M      a   370   durantE    IE.   minutos   y

pc}steriol-mEnte     f iltrarlclc)     esta     fracci6ri   pc}r   §Ephade;.:      G-5{)
para      la   eliminac=i6n   del   nL`Elet:tidc],   comc]   5e   de5c:ribe   en   log
m€tc]dc]s.       HCI    c:c]ntrc]l,    fL`e   Sc]mEtidcJ   a   EstE   mismc]   tratamientD

pEro   sin   agregarle   oATF'.



737

TABLA   9

EFECT0   DE   LA   MICR0INYECCI0N   DE   HCI   EN   LA   §INTESI§

PROTEICA   EN   00t=ITO§   AI§LADO§

MI[R0INYECCI0N                [i4C]-LISINA

INC:ORPC]RADA

(pmole5)

Ensayc}   1:

n a. d a

amortiguador   I
HCI      (1(:)    ng)

I i c: I ohe:i i mi d a

Ensayo  2=

rl a c] a

amc)rtigua.dc]r    I

HCI      (i(:I    ng)

Ht=I    control  (5nc]}

H[I   inac:tivadci

cc]n    oF}TF.     {Ei    nq)

3,2
I. , (:'2

1,9

I-J , 9

3'86
=. , (:)4

1 , 8=,

I ' 2 ='
2'98

7:    CONTF{OL

1 C'(J

94
59
28

1 C'C,

6C)

7=

9S
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Tabla  9:     Efecto     de  la  miEroinyec:ci6n  de  HCI   en  la  sfntesi6
prc)teica  en  eot=ito5  aislado5.

Ensayc]      1:       sE   mic:rc}inyectaron   5Cl   nl    de   HCI    (1(:1   ng),   0   50   nl

de     amc]rtiguaclor      I       (amc}rtiguadc)r      en      el   c:L`al   se   enc:uentra

HCI),      y   sE   inc:ubaron   lc}5   oocitos   en   grupo5   dE   5   en   soluc:i6n
salina     dE     Elarth      par      =`{:t     minutos     a     2=C].    Luego   se   agrego
[14[]-lisina     2CI    HM     y     sE     incubi     nuevamEnte  par   otros   30
minL`to5      a      =2C}.       §e      c]etuvcJ      la      rEac:c:i6ri      agregandc}      £cido

triclc}roac:;tic:a      al       lc1%      y     se     c:L`antif ic:61a   radiac:tividad

cc)mc]      se      indic:a   en   log   m€todc}5.    Cads   e>:pErimento   se   realiz6

en   triplic:ado.
Ensayc]      I:      Lag     c=onc]ic:iones     de   inci.`bac=i6ri   fueron   iguales   a

lag      del      ensayo      1.    §e   mic:roinyec:t6   En   c:a.da   oocitc}   5{:J   nl    dE

HCI       intac=to       (1{J   ng},    5{:1   nl    de   amortiguador    I,    50   nl    dE   HC:I

control       (tratac]t]     en   lag   mismas  c:ondiEiones   qua   la   frac:ci6n
inac:tivac]a     pc]r   ofiTF.   pero   siri   agregar   el   nucleo'tidc]}   a   5rJ   nl
de   Ht:I    inac:tivadc]   por   c]f\TF'.
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I.PURIFlt:ACI0N         DEL         FACTOR     elF2      DE      0VARI0      DE      Xenc}I]us

I aevi s

A.   Compc]rtamiento       c:rc]matogr6fico       del        factor       elF2     de

ovario,

El        i ac:tcJr        EIF2        ha        sido        purif icado     de

diferente5     tejic]o5     par   difErente5  in:tc}dos   de  purif icac:i6n.

Estc]s        m€tc]dos        inc:ill.yen        normalmente     cromatc]graf i'as     de

intErcambio        i6nic:a,         c:c)mo      DEAE-celulc}sa,      fclsfoc:elulosa,

c:a.rbo;{imetil      SephadE3<   a   hidro;{iapatita;    separaci6n   pc]r   peso

fric]]E=illar,       comc]      filtrac:ic']'n      pc}r      5eF)rlac]e:i      y      gradiente   de

91ic=erc]l;       y      tambi€n   c:olumnas   c}E   semiafinidad   c:c]rric]   heparina

sEfa.rose.      y      Bl\Jfi       c:EluloEa.(MEth.       Enz-?Jmc}1.        £±i).    El    tipc}   de

c=rc:.rr:.3`tc)graf fa      emplEa.dc]       En       c:a.da   pLi.rif ic=ac:i6n    y   El    c]rdEn    en

qLiE    sE   han    Li.t.ili=adc=i   varl`arl    En    c:add   c=a.sc].

E1       [c]mportamiEntc}      c=rc]matc]grgf ic:a      del      i ac:tor

EIFI        de        ovaric]        En        lag        difErerlte5        etaF}a5     c!e     lag

purif icac:iones     A     y   a   en   general   Es   Similar   al   de   log  c]tros

elF=           pLi.ri f i c:ado5 ,            i ndi c:andc}           quE         sus        prc)pi Edacles
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Elec:trica5  y  su  estrL`ctura,   Son   5imilares.

Un      hec:ho      qLle     llama   la   atenc:i6n   es   El   aumentc]

del     rendimiento     durante   la  primera  cromatograf fa,   en   ambas

purif icaciones.      Este  aL`mento  podrfa  deberse  a   la  existencia

en     el      e!.{tractc]     de   un   inhibidor   e5pec:i'f ic:a   de   la   formaci6n

de      c:omF}lejo      ternario,      a   de   un   inhibidor   ine5pecff ic:a   c:omc]

r.ibonLi.c:lEa5as      qL`e      hic]rolic:en      al       metionil   -tRNf}i,      c}   bien

desacilasas      qLie   descarguen   al   metic]nil-tRNA   hidrc]1i=ando   el

Enlac:E     Entre     la     mEtioniria   y   la   l'`ltima.   base   del   tRNfl.   Este

f en6meno,      dE     aumentc]     de     rendirriiento,   no   ha   sidc]   de5crito

para   c]traE   purif ic:aciones   dE   elF2.

B. F=endimiEnto          de       amba5       puri f icaciones       y       at=tividad

especffica

La      ac:tivic}ad      espEc=i'fic:a      qua      sE      I)btuvc}   a   lc)

1argc3      dE      tc}da.      1a   purif icac:i6n   e   inc:1usc]   con   El    factc}r    quE

mue5tra     uns.     purEza   elec=trofor€tic:a   dE   un   9[}./.,   e5   entre   2   y

7      vEc:e5      mEnc]r   que   la   ac=tividad   especl`f ica   dE   la   mayc)r{a   de

log      f at=tores      EIF=      purif ic:ac!05      ha5ta   el    mc]mEntcj,    cc}mc]   pc]r

ejEmplo      El    de   rEtic=ulc]c=itc)s   dE   ccJnEjo    {BEnnE   y   c=ol.1976)    y

El      de      Qj=c)5oDhila      melanoqaster    (B.Mateu,1987}.    En   gerieral

la        ac:tividad     e5F}ecff ic:a     c]e     otrQs     f ac:tares     elF2     varfa
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entre     =iocl     y     15cO   unidac]es  poring   de  protefna.   La  ac:tividad

e5F}ecff ic:a     de     e5te     EIFf     de     ovaric}     resL`lt6     ser     de   192

unidades     pc]r     mg     de     prDtEfna.      E5ta     ac:tividad   de   elF2   de

ovario     se     micli6   en   condic:iones   gptimas  cle   temperatura,   pH,

tierripc]     cle      incubacign   y   concEntrac=i6n   de   log   c:c]mponentE5   de

la     reac:c:i6n.      Aden:a      el      renc]imientc]     tcttal      no   indic:a   uns

pErdida.     dE     actividac!      mayor   qua   la   de   c]tras   purif icac=ic]nes

de         elF=,         c:c]n      mayc]r      ac=tivic]acl      especff ic:a.       Tomando      en

cuenta        tc]c]os                e5tos        hEc:hc}s        a;.{isten        dos     posible5

a;`:plic=a.c:ic}nEs      para      la      baja      ac:tividad   espEc:ffica.   c}btenida.

clEsc]E     el   ccJmienzc]   de   la   purif ic:ac:i6n:   uns,   es   que   el   fat:tc]r

elF:          se          inac:tivE          en          gran        mec]ida        di`rante        la

hc]mogerleizaci6n,      y      la      segl.I.nda     e5      quE     el    elF2   dE   ovaric]

pc)sEa      a.IgLi.na   mt]c]i{ic:ac:i6n   qul'mlca,    fosfc]rllacic')n,metilac:i6n

a     fiDF`-ribosilarign,      par   ejEmplo,que   ITlantenga   irlac:tivo   gra.n

parts      c]e   €1,   y   qua   no   permita   cuantific:arlo   eri   la   fcjrrrla.I:i6n

clE       cc]rriple_ic}      tErriaric].        El       c}Dcitc}      e5      Li.ria.   c:Elula   que   dEbe

tenEr      LI.na.   c:antidac}   de   rna,terial    biol6gico   dE   rE5erva   pars.   Ia

pc]stEricjr-      cli\J15i€iri   celular   y   CreciITiiEntc],    y   pC]r    lc]   tanto   es

prc]ba.ble     quE     tenga     uns     parte     del      elF2como  material   de

rE5erva     En     fc]rma      inactiva®   [ori   respEc:to   a   este   pimto   c=abe

hat:Er      nc)tar      quE      la      ac:tividad      dE     +ormaci6n      clE   I:omplejc]

binario     mue5tra     una     ac:tivida.d     espEcl'f ica     alredec}or   de   6

vEc=Es      rna.ycJr      clue     para      la     +ormac:i6n      de   cc}mplejo   ternario
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(tabla     5).   La  actividad  especffica  obtenida  en  e5te  ca5ct  es

similar     a     la  actividad   espec:l'fic:a  obtEnida  en   la  formaci6n

de       complejo       ternario       de     elF2     de     retic:iilocitc)s,     par

e j emp I c] .

El      rendimiento     real      dE   la   pL`rificac:i6rl   dE   la

ac:tivic]ad      qL`e      forms.      c:omplejo      binaric}   no   pL`ede   c:alc:ular5e

debic}c]     a      la     e}{i5tEncia     dE     otros      fac:tares   quE   i`nEn   GOP,

c]i+erentes     de     elF2,      y     qL`e     5e     van     perc]iendo   durante   la

Flur i f i c:ac i 6n .

I.t=omparac:i6n     entrE     la     purific:ac:i6n  A  y  a  y  la  estructura

de  elF2.

El      hechc]     de     obtEnEr     un     i ac:tor     elF2   carl   la

subLlnidad    A      en   la   purlflcaci6n   a,   c:ompri`Eba.   Ic}s   re5Liltaclos

de      c`trc)=      autorEE,      qLi.a      han      Purif ic=a.dcJ      L`ri   factc]r   elF2   con

trEs      all.bunidades.      AdEmgs   El   hec:ho   de   qua   este   rE5L\1tadD   sE

[ibteriga      al       agrega.r      bErizamidirria      I{:)      rriM      s6lc]      cjurante      la.

hc]rric]genei=a.c=i6n      dEl       tejido,       1c]      qua   rio   5E   hizo   durante   la

FIL`rificac=i6n      fi,      apcJya      la   ic]Ea.   dE   quE   la   subunidad4   serfa

especialmEnte     sensible     a   prote6lisis   (Mitsui   y   cc)I.,19B1).

L.a         a+ectiviclac]         cle         la      ben=amic]ina      c:omo      inhibidc]r      c]e

prc3tEasa5,      ha     sidc)     c]Emostrado     F)or   I.   Connelly   en   nL`estro

laboratc]rio,      en      la     purif icac=i6n     cle   la   fc}sfodie5terasa   cle
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nuc:le6tido5     c:fclicos     cle     ovaric]     de      Xenc)Dug   laevis,   y   par

Loten      y   I:ol.  {19Bcl)  ,   en   la   puri{icac:i6n   de   esta   misma   enzima

en   hepatclc=itc]s   de  rata.

No     se     pudc]     comparar     ambos     i actores   elFz   en

alguna     de     Bus   propiedac]e5   princ:ipales   en   forms   simult6nea,

debidc)     a     quE   estas   c]05   preparac:ione5   +ueron   reali=aclas   c:on

un      afio     de   diferencia.    Sin   Embargc)   5e   vE   c:laramEnte   par   log

clatos     clE   peso  molecular,    (figura5   4   y   9),   de  elEctrofc]resi5

en     gales     dEsnaturantes      {f igL`ras   5   y   6}   y   par   log   estudic}5

dE      +osfc]rilac=i6n      c:c}n      H[I      y      c=asefna      quinasa      11,    que   el

factor        elF=        c]bteniclc]     de     la     purif iEaci6n     A     no     tiEne

subunidad4   y  el   de   la  purificac:i6n   a  si   la  tiEnE.

En     cuantc]     a  otra5   propiedades,   sE   puEde   dec=ir

quE      amt]c]5     i ac:tc]res      elF2      5cjn      capac:e5      dE   f ormar   cc]mplejo

ternaric]      Eori      6TF.      y   metic}nil-tFtNfi   c:c]n   la   mi5ma   ef icienEia,

en      vista     dE   lag   ac:tividades   E5F]ec:ff ica5   c]btEnidas   de   ambas

purific:ac:ic]nE5      {tabla5      3     y      4).      Para      ambc]s      factc]re5   la

fc]rmacign      c]E      c:omplEjc)      tErnaric]      Es      inhibida.   pc)r   Mg+:.    Nc]

5E        puEde        rEalizar        una        c:omparac:i6n      de      la     ac:tividac]

e5Flec=ff i[a      dE      lcJ5      c]05      elFf      c}btEnidt]s      a      lc}   largc]   de   la

F]urif ic:ac=i6n      ya      qL`E      F}ara      cads      una      se   5igu.i6   un   e5c|uema

dif erente   dE   purif iEac:i6n.

SegL'`n     muEstra     la     i igura     lc),     el   f actor   elF2

proveniente     cle     la     purif ic:aci6n     a,      es     al      parec:er   mejc]r
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5u5trato     pare     la     fog+c}rilac:i6n     de   5u   subunidado{   par   Ht:I

quE     aqu€l   provEniente   de   la  purif ic:ac:ic'}`n   A.   Esta   diferencia

poc]rra     arrc]]ar     alguna     impc]rtanc:ia     a   la   5ubunidad/  en   la

fosforilac:i6n     de     elF2,     aunque     habrfa     que     estudiar   este

efec:to   en   mayor   detalle.

Otra     diferencia     entrE     log     dos     elF2   (A  y   a)

sE     ref ierE   a   su   c:c]mportamientc]   en   DEf}E-celulc]sa.    [1aramente

el      f actor      elF2     eluye     a      lB[J     mM   k:Cl   en   la   preparacio`n   f},

{figura      E),    sin   Embargc}   En   la   F]reF}arat=i6n   a   el    +ac:tc]r   eluye

a      12tj      mM      H[l      en      esta      misma      c=rc]matograffa.       EstcJFiuede

clEbErsE     a     la     presEnEia     dE     la     subunidadp   En   el   5Egundo

c:aso,     a  a   qua  el   arden   en   qua  se  utiliz6  esta  cromatograffa

no      fug      El       mismc.      en      amba5   preF)arac=icJnEs.    En   todc]   c:a5c]   1a

diferenc=ia     de     c:c]nduc=tividad   no   EE   extraordinaria   ya   qua   en

lag        diferErite5        prEparac:ic]nes        c]E5C:ritas     pare     elF2     de

c]trEs            EspEc:ies,       Este   EluyE   en   DEAE-c=Elulc}sa   a   F}H   7,5-7,6

entre     lIrj    y    18{:1    mM    I:::C1.

Lc}5     rest.iltadcJs     c]btenidt]5     en   la   primera   parte

c]e     E5ta     t65is     demuEstran   claramente   qLie   el    +ac:tor   elF=   c]e

ovaric)     de      XEncJpu5     Laevi5.  Eon5ta   de   tre5   5uEiunic]ade5,  4   de

3B,Cjt:l{:I      d,     4    de   5Cl.t:lclt:I   d,    y   }   de   52.rJclt:t   d,    c]eterminados   par

elec:troforEsis        En        gel      de     pcJliac=rilamida     al      10     ./.     en

present:ia     de     SD§.      El   peso  molec=ular   para   el   i ac:tor   nativci

es     cle      16Cl.OrJct,   dEterminac]o  pc]r   electrofore5i5   en   gradients
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de     pctliac=rilamida.      De     todas      lag     F}urific:acione5     de   elF2

de5c:ritas,      Esta     es   la  primEra   qua  desc:ribe   la  obtericic'}n   de

clog     factc]res     elF2     con     cliferente     estruc:tut:turd,     pare  el

mismc]     tejidc}     y   adem€5   I:omplEmerita   log   resultados   clE   Mitsui

y      c:ol.       (1981),       ciL`e     demc}strarc}n      quE      la      subunidad    4   es

Sensible  a  prc]tE6lisis.

Si     biEn     e5ta'     claramEnte     demostradc]     que     la

subunidad    f     pertenec:e     al      factcJr     elF=,      En     aciuellos   que

po5eEn      tres      subunicla.c]E5,   la   func=it5n   de   €sta   nc}   ha   sido   atin

esclarecida.         Adem5s        5e        Babe      quE      la     subL`nic]ac] e5

fc]sforilac]a     par     caseina   c|ii.inasa   11,   sin   alterar   la   fL`nci6n

.,
clel      elF2     En      la     tradL`cc:lan     en   lisaclo5   de   retic:uloc:itc]5   a

en      la      formaci6n   de   c:omplEjo   ternaricJ    {Tahara.   y   c:c]l.,1978,

`7`    5iel::iErl::a    y    Ec]18198=}.

flsi'          c=oITic]          oc=urrE       F}a.ra.       El       i aEtcJr       EIF2       Cle

rEticulc]EitDs     rla.tivc]     y     parcialmentE      prcJtEolisado,   e).:iste

ta.mbifn      L`na   clifErEricia.   dE   E5tabilitja.c]    a.F]a.rEnte   F)are.log   dcJs

factc]r-es      elF.=      purif icadc}5      de   c]\Ja.ric].    fill.nql.I.E   nc]   sE   rEalizg

un      E5tuc]io      c]Etallaclc]      c:on      el      i actor      purif ic:aclc=i   eri   f},   se

c]bsErv6     qua     este     perdl'a     un     5t:I./.     de     5u   ac:tividac!   al   ser

guardadc]     pc]r      12     horas     a     4t],      y     perdf a     el      91:)./.     de     su

ac=tividad      al       inc:ubarlc]      durante      3Cl      minutc]5   a   37C],    1c}   qi`e

c]c:urri'a     En     manor     grac]o   Pare   El   +ac:tor   EIF2   prc}veniente   de

la   purif ic:ac:i6n   a.
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II.UNION   DE   elF2   A   NUCLEOTIDO§   DE   BUANINA

A.   Determinac:i6n   de   K|}  para  t3DP   y   6TP.

Log      valc]re5      de      I:::D      obtenidos      para   GDF'   y   GTF`

(i igura      18)      concuErdan,   en   arden   clE   magnitud,   Ec}n   aquellc]s

obtenidcls        Fic]r      Walton      y      Gill       {1975)      pars      el      elF=      de

retic:uloc:itcJ5.      siendt]      6ste     el    L'`nico   valor   de   +:::D   public:ado

hasta        el      mc)mento.      Lc}s      valores      de      k::D     I:alc:ulac]os     pare

elF=         de         c)varic]      sc]n      aprc}:.(imaclc]s      debido      a      quE      se      ha

c:omprc)bade      qua      partE      del      elF2,      4t=}./„   tiene   BDF'   unido.    Nc)

se     puEdE      eliminar      el      6DF.   unidcJ   pc}r   lcJ5   m6todos   de5c:ritos

pare     Dtra5     prc]tEfna5     ya   que   en   esa5   c:ondic:icJne5   el   factor

se      inac:tiva.     rapids.mfnte.      De     tc)da5   f cJrma5   log   Estuc]it]s   de

uni6n         sE        rEalizarc]rl         en      PrE5enc=ia      dE      conc=entrac:iones

+isic]16gic:a.E          dE      Mg+=,       +;a.       qi_l`E       en       Esa5       c=ondic:ione5       la.

diferenc=ia.      de      af inida`c]      del      fac:tor      elF=   par   GDF.   y   6TF.   es

dE       1{:l{:i      vEces.{Waltc]n       y      Gill,        197=i}.    Eri    present:i6.   de    lmm

Mg+=       El       rEcambic]      cle       GDF.      L`rlidc]      a.   EIF2   por    I;DF`   libre,    E5

desF}rec=iable      c:cJmc]      sE      mL`estra   En   la   i igura   24-D,   de   manera

quE      lag     I:::D     calculada5     en     e5tas     c:I)ndicic]ne5   teridri'an   un

menc]r   errc}r.

Log     datc]5     dE     la      litEratura     sc}brE     h::D     para

otra.5     protei'nas      qua     unen     GDF.     y/c}     BTF.   c:on   alta   af inidad

mL`e5trarl      valore5     de      1(:I-a     M,      del   mismo   arden   de   magnitud

del   valor   enc:ontrado   F}ara   6DF`  en   este   estudio.



F'R0TEINf}

TLibul i na

k::D      (M) F{EFERENC I A

6TP:    =',2}<1t:l-a               Zeeberg   y   t:::aplow    {1979)

GOP:     575:.:1C)-a

Factor   de

elongat=i6n    TLt          GDF':    =,,I:t;.:1t-J-9                Miller    y   Weis5ba.ch     {197t:I)

F'rotefna   p21            t5TF':    2,5>{1t:I-a               Manne   y   col.     {1984)

6DP:     6,tJ>{1Ci-a

elF±   de

reticL`lc}c:itc]5          6DF':    =`,{:I:.{1(:)-8                Walton    y   Bill     {1975)

B.Pre5encia  de  GI)P  unido  a  elF2
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La.     alta     afjnic]ad      qua   pre=erita   el   fac:tc]r   elF2

dE      c}varic}   pc]r   GDF.   c:c]ric=uErda   cc)n   El    hec:ho   de   qi`E   Este   +ac:tt]r

prE5eritE      parte      dE      5u.5   mol8c:ulas   unidas   a   GDF'    {figL`ra   17}.
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Esto     es     muy   impc)rtante   en   relac:i6n   c:on   la  regulaci6n   de   la

inic:iac:i6n      dE      la.      si'ntE5is   prot6iEa   c:omc}   sE   mEnc:ion6   en   la

lntrc]duc=c=i6n,      y      aclEm€s      es      similar   a   lc}   que   oci.irre   c:on   el

fac:tor      elF2      c]e      retic=L`lc}c:ito5       (§iekierka   y   ccil.198=},    la

protefna     6c}     dE   c:erebro   (Fergl`5on   y   col.1986),   la   protei'na

pal       (rag)        {Poe      y      c:cJl.1985)       y      tubulina    (Jac:obs   yc=ol.

1974),      entre     cJtras.      A     c]iferencia     dE     otra5   protEi'nas   G,

elF2      tiene      s6lc}      parte      dE   5Lls   mc]1€c:ulas   unidas   a   GDF',    que

En      el      c=asc]     cle   elF=   cle   cJvario   e5   un   4(:1./..    Esto   e5   i actible

cc]rioc:iendo      la     funciE;n      c]uE     de5empefia   e5tE   factor,   c:omo   se

muestra  en   el   esquema   I.

Valores     similares     sE     hen     desc=rito  para   elF2

c]e      retic:uloc:itc]s       {§iE}::ierl::a      y      c:c}l.198?.)    y   recientemente

pars      EIF2      de      a.!=D5.pp.t`il..a   g}eJ._anoc]a.5±._gj=,    par   G.    Mateu   y   c:ol.

( 1987)  .

E;listen          c=itros         mftcJc]cJ=.      esF]ec:trc]fotc]rri€tric=os

desEritc]5     pa.ra.     cua.ntif ic=a.r      nl`cle6ticlos   unidos   a   prc}tei'nas

F)Erc]      erl      E5tE      Ea.EEi      no   pudiErcJn   utili=ar5e   debido   a   quE   se

reqLi.iEre      ii.ria      c:a.ntidad      de   elF=   que   ncJ   5E   disponi`a.    Erl   tc)dc]

c:a.5c]      el       m€todc]      utilizado,       ha      sidcJ      cc]mparadc]      c:c]n   c}tros

m6tc]c]os     clgsic=05           y     ha   resultadc]   ssr   efic:ientE   F}ara   e5te

c:ast]    {§iel::ierl::a   y   c:ol.1983}
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C.E5tudic)s    de    af inidad  relative  con  diferentes  an:logos  de

GDF'   y   GTP

1.Anflogo5   c:on   mc]c]if ic=ac:i6n   en   la   ribc}5a.

EntrE     e5tc}5   anglogc}s   se   estudi6   el   dGTF.   que   es

un     anflogc]     natural,   y   qua  mostr6  uns  afinidad   relative  muy

similar      a      GTF.      .       Sin      embargo      lc]s      dc]5      an:logc]s2'    y5'

clialc]ehfc]c],          c]GDF.         y         OGTF.,         mostraron         uns      aF}reciable

clisminucign      dg     af inic]ad      par      EIF2,      tantc]   en   la.   formaci6n

de     EomplEjo     binaric],      en      la   inhibic:i6n   de   la   format:i6n   de

cc]mplejcl     ternario     y     en      la   formaci6n   de   ECJmplejo   ternaric}

(Ta.t]1a     7     y     +iguras     21      y     22).   SegLln   estc]s   resultados   5e

piiede     5ugerir     que   la   intEgridad   del   anillo  furanosflic:a  de

la.     ribc]sa.,      c:umple     un      papel    importante   en   la   af inidad   c]el

nLi.c:le6tid[i           par-      la   protEfna..    Si    bien   la   a.i inidad   c]e   arr.bog

rlLi.c=le€tidcj=`      Es      manor       qLi.a      [iDF'      y      GTF.   reEpec=tivamEnte.    El

riEc:hc]      dE      qi..`E      eE.tog      c]os   nuc=1e6tic]cjs   sE   uriari   a   elF=   pc]drfa

ssr      dE      grari      Li.tilidac]      pars   realizar   estudic}5   dE   marc:ac:i6n

pc:Ir      a.i iriidcid,      c]      ina.ctivar      el    factcJr.    §E   ha   obsErvac]o   qL`e

e5te      tipo      c]e      c]erivadc]5      uns.     vEz    ligaclc}   al    sitio   dE   uni6rl

e5pEc:ff ice     dE      la      En=ima     o  Protel`na,   puede   fc]rmar   unionEs

c=c]valentes     dE   tipcJ   base   cle   Sc:hi ff   entre   un   grupo   aldeh{dc]   y

El      gruF)a        €-amino   dE   Lma   lisina    (EasterbrooL::-Smith.1976).
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Otro     tipc]     cle   modif ic:ac:i:n   En   la  ribosa   que   se

E5tuc]i6     fug     la     ac]icigri     de     una   citoEina   en   po5ic:i6n   3'OH

pare.      formar      el      dinuc:1e6tido     pppGF}C.Log   resultados   de   lag

f igL`ras      19,   El   y   22   mi`E5tran   que  e5te   an:.logo  tiene  una   muy

bL`ena.      af inidad   en   la   formaEign   de   c:c}mF)lejo   binario,   similar

a.      6TF`.    Sin   Errlbargc}   ppp6pC   +orma   c:omplejo   ternaric}   c:on   menor

e+ic:ienc:ia.      siendo     de      i`n      65./.     de      la   a.i inidad   del    6TF'.    La

raI6r7      dE     e5ta.     difErenc:ia     PuEc]e     dEbErsE      a      que   su   mayor

tamaio     y     c:arga     nEgativa  adic:ional   podrfa   alterar   la.   uni6n

dEl      mEticJnil-tF{Nf}L   al       elF2.      Babe      hacer      notar   que   c:c]n   el

fac:tor      dE   Elc}ngac:ign-1   oc:urrE   algc]   muy   similar.   Este   fac:tor

tiene      L`na      afinidad      pcJr      pppt5pC      similar   a   t5TF'   pare   fc}rmar

comple.icj      bj.na.rici,      pEro      Sin      emba.rgcJ      a.I      utilizarlo   en   la

formaEi6n      de      c:c}mplejc)      ternaric}      su      ef ic:iEnc:ia      E5   un   4C}./.

mEric]r        qi.`E       la.       dE       BTF'        (.fillEndE   y   c=Eil.197S).     El    +actc]r    dE

Elc)r!eaci6n      TLi.      girl      embargcJ      muEstra      un   af inida.d   menc)r   pc]r

F:iF)Fi[iD[-quE    PCJr    GTF'   En    la.    f Drmac:i6n    dE   ccjrriFile_io   binario.

:. Fir.5.1c}go   meti  ladc]

La.      metilac:ign      dEl      t3DF'   En   la   pc}sic:i6n   7   c:ausa

Li.n      efEc=to      clram:.tic:c}      Eri      c:L`anto      a      su      af inidad   pc]r   elF=.

Come      se      muEstra      En   la   tabla   11:)   y   en   la   f igura   21   el    7mBDP

pareEE     nc]     intEractua.r     C:on     El   i ac:tor   elF=   en   el   sitio   que
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une     GTP     y     GOP.      E5ta     modif icac:i6n   es   de   especial   intergs

pue5     c]curre     i isiol6gicamente     en     la     e5truc:turd   .'c:ap"   del

extremo     5'      de   la   mayor fa   de   los   mRNf}   de   euc:aric}ntes.   §e   ha

cletec:tado      que      algL`na      5ubuniclac]      del      fac:tct!..      elF4-F   tiEne

a.finidad      pc}r      esto5      anslc]go5     metiladc)s      7mGDP      y      7mGTp   y

prc]bablemente     tambi€n     per   la  E5truEtura   "cap".   Este  factor

tEndrfa      cc]mcj      {unci6n      la   uni6n   c]El    terminal    5'    c]e   log   mFtNA

perITiitiErido         una      c:c]rrEc:ta      iniciaci6n      dE      la      traduc:c=ian.

{Moldave,1985}.

5E      Babe      qua           el      elF2   intErac:tL{a   c:on   log   mRNfi,   ya   que   e5

c=apaz      de     permitir      la   51'ntEsis  de  diferentes   mensa]erc}5  en

forms      sElec:tiva       (Rc]sEn      y      cc)I.1982),      sin   embargc]   no   se

tiEnen        EvidEnc:iaE     conc:retas     dE     quE      interac:tL{E     con      la

e5truEtura         "cap".         En        tc}c]o     c:a.so      e5      c:laro      segLln      lc]s

r.Esultadt]s     dE      la   tabla   1{:}   y   de   la   i igura   22,    quE   El   factc]r

EIF=.      nc]       interac:tLla      prfctica.mente      Ec}n      El    7m[iDF'€    a.1    mEnc}s

En   el    sitic]   de   uni6n   dE   BDF.   y   6TF'.

I.Modif ic:ac=ionE5   en    I.a   c=adena   c]e   fosfatc]s

5egfm      e5tudiD5     rEali=ac]c}5      c:c}n      el      factor   de

elonc]ac:i6n      Tu.      de      E.c:oli       {JurriaL:..„       1985      y      Wittinghofer

|C?B=.),       la.      c:a.c]ena.      de      fosfatcJs      dEI       GDF:I   interac:tila   cc]n   el

+actor      TL`      a     trav6s     cle     llna     uni6n      salina     c:on   Mg+a.    Log
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esti`dios     realizados     pc)r     Wittinghofer      (1982),   revelan   una

manor      af inidad      del      GOP-P-§   pc]r   el   Tu,   asl'   c:c]mc]   ocurrE   c:on

E}IF2.       La.      e}J`F)1ic=acic']'n      dads   pars   este   an€1ogc]   en   el   Easo   de

Tu     es     qLi.e   El   azufre   interf iere  en   la   uni6n   de   la   I:ac]Ena   dE

fo5fatc]s     al   sitio  de  uni6n.   E5ta   explic:ac:i6n   serfa  valedera

Flara      el      EIF2     de     ovario     en      El      ca5o     dEI      GDF'-P-§.    Sin

embargo     c=on      el      otro   an:logc)   a=u+redo   c]c:Lirre   lo   Eorltrario.

Cc]mc]      5e   muestra   en   la   f igllra   19   GTF.-}-5   presents   c=1aramente

Lina      mayc]r      af iriidad      qua     6TF'.      E5te      anilogc}     no     ha      siclc]

estLi.diadc]     con      el      fac:tc]r   TLi.,   pero   se   ha   c]esc:rito   un   efec:to

similar      para      la     trari5ducina    (Yamanal::a   y   c:ol.1986}   y   pare

el      fac:tor      dE   elc]ngac:ic']'n   G    (Ec:k:stein   y   Eol.1975).    En   estos

c:a5c]s      sin      embargc]     nc}      se   ha   dE5c:ritc]   El    c:orriportamiento   de

EDP-A -a.      DE      log     resultadc}s   ccJn   log   an6logc]s   a=u+rados   se

dEduEE      qi.ie     el      azufrE     c=olocado      En      pos]ci6nf   Proc]uce   un

Efec=to      coritraric]   a.i    colc]cadc)   en   la   posic:icJn   }   .    Estcl   poc]ri'a

5er'      dE      impc]rtanc:ia   En   rElacic5n   a   le`   difErEri[ia   dE   af irlidad

enc.cint.r.ada.      pa.ra.      6TF'      y      6DF'      pare.      elF=.       I.c]n      re5pectc}   al

gfecto       quE      F}rc}c]L`c:e      el    cambic}   cle   un    c]}.:l'gEno   pc}r   un   azufre,

5E      sabe      que      En      el      ca5o   c]E]    f}TF-}-S   el   pl:..a   dEl   i t]s+atc]  *

disminuyE     de     6,8     a     5,I..,      pc]r      lc]     tanto   es   probable   que

ocurra.   algo   similar   cc}n   BTP-J-§.

E|      6DP-P-F     5e     diferenEia   del   GDF.   y   del   GI}F'73

-§,      en     que   este   tiEne   una   Carga  nEgativa  menDs.   [c]mc}   se   ve
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en      la     f igL`ra      19   el   GDF'-P-F   tiene   L`na   af inidad   relativa   1(:t

vec:es     manor      que     GDF.,      indic:ando     que     la   supresi6n   de   uns

c:arga     nEgativa     en     la   posici6np   disminuyE   la   afinidad   del

elF=.      La     supre5ic']'n     de     la     carga  negativa  en  e5tE  anflogo

nc]     c]c:L`rre     en   el   c:a5cj   dE   6TP-y-a,   ya   quE   el   fosf atci   *  sufre

tautc]mErizac=i6n      c]ebidc}   a   la   rEsonanc:ia   elec:tr6nica   entre   el

azufre     y   el   c»{fgEncJ.    Un   e{ec:to   similar   c}e   6DF'-P-S   se   obErv:

c:on   el    fac:tor   de   elongaci€n   G    {Ec:I::stein   y   c=ol.1975).

EI       GMF'.F'{NH)F'      presEntcJ      uns   a+inidac]   relativa

1(:I      `Jec.es      manor      que      t3TF.   5EgLln   se   muestra   en   la   f igura.   19.

EstE     hechc]     tambien   fug   ob5Ervado   en   El   c:ascJ   de   la   uni6n   dE

estE      nuc=1egtidc}   a   transcluc:ina    {YamanaL:a   y   c:ol.1982).    Estc)a

mismc]s     autc}res     hari   de5critc)   qua   el   reEmplazo   de   un   owi'geno

en      E].      enl ace /} par      un      grL`pQ   NH   produc:e   un   aumenttJ   dE1

va.Ic=.r-      dEl       p[:::a   del    fcjEfat'cJ   AdE   6,a   a   a,I.    §E   pc]drfa   par    1o

tantc]      Fiostular       qLLe   la.   af inic]a.d   c]E   lc]5   c]erivadc]s   tri+c}sfatc]

vE.riari`a      conformE      a      la      acic]E=   c]El    fDsfato   }.    A   menc}r-p[::a

rna.yctr    a.f inidad   pc)r   el    EIF=.

Log         eEtL`dios         c:c]ri      a.nflDgcJs      c]E      nucle:tic]05

pcidr-fan      revElar      mL`cha.      infc]rma.I:ign   acerc:a   del    mec=ani5mc}   dE

iini6n      dE      log     nL`cle6tidcJ5   y   la   funci6n   dg   lag   protefna.a   a,

pero   se  requiere   a&n   de   mag   estuclio5.

CabE     hacEr   nc]tar   que   la   inhibit:ion   causada   pc)r
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log     anflctgcJs   de   6DF.   en   la   formac:ign   de   c:omplejci   ternario   es

mEnc]r        que     la     e5perada.      Estc}     puedE     deberse     a     que     la

fcirmacign      de   c:omplEjc}   binaric)   se   midig   en   presencia   de   1   mM

Mg+=      y      la     fcJrma.Ei6n      dE     c:omplEjc)     ternaricJ   se   realizo'  en

auserlc:ia     dE     Mg+2,      per   la   inhibicic'}`n   qL`e   cau5a   e5te   c:ati6n

En      dic:ha     reacc:i6n.      Tambi€n      sin      duda     debE     de   haber   una

i.nfluenc:ia     dE     la   pre5encia   del   metic}nil-tRNf}i,   ya   qua   e5te

reac:ciDna      sc)1c]      c:on      el    I:omplejc]   elFE-6TP.    De   e5ta   fc}rma   su

presEncia     F]uede     desplazar     el      equilibrio     de     la   reacci6n

hac:ia      la     format:i6n      cle     complejcJ     tErriaric]     y   favcJrec:er   la

interac:ci6n   c]el   elF=   I:on   el   6TF'.

D.Efecto        inhibitoric}        del      Mg+2     5c}bre     la     formac:i6n     de

complejo  ternario.

Cc]rrlc.      ha      5idc]      dEsc:ritc]      antEric]rmente   pars   El

+ac=tc]r      elF:      de      rat_.ic=ulc}citc}s.       el       Mg+£      entre       1       y5mM

inhibE       eri       iin       7{=:I       a       8i::}./:   la   +c}rrriac=i6n   c]e   cDmple_io   ternaric]

(Da.s      y      Ec}l.1979)       y      tambi€n      la.      format:io'n      dEcomF)lejo

biriario       {Siel::ierl::a      y      c:cJ1.       198E).       El    efEc:tc]   quE   cause   el

Mg+2      ha      sido      e:.:F}lic:ac]o      par      el       hec:ho      de      que   el    +ac=tc]r

elF=      tiene      un      4t`      a      5{-J./.      c]e   5u5   mol€c:ula5   unic]as   a   GDF.   y
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que     en     presEncia     de     Mg+i    el   GDF.   no   Ee   intercambia   c:on   el

nucle6tido     libre.       {§iekierh:a     y     col.1982).   De   esta   fc}rma

uns     parte     del      elF2     qL`Ec]a     inhabilitado  pare   la   format:i8n

de        I:omplEjo        ternaric].         El      efecto     del      Mg+2     5c}bre     la

fc]rfrlac=ign     dE   Eomplejo   ternaric}   Es  revertido   al   agregar   a   la

F}reparac=i:n      el      factor      de     rec:ambio     de     nuclEc)tidos     GEE,

llamac}cJ      [cJ-elFz       (Da5      y      cc}1.1979)    cJ   SF'    {Siel:..ierka   y   col.

1982)  .

Log     e5tudio5     realizado5     ccJn     elF2     c]e   ovario

irldic:an      qLie     el      Mg+a     cau5a     un   efec:to   inhibitt]riD   sglo   en

16.      frac:c:i6n      mag      purific:add   de   c}varic},    DE-12{:l    (Figura   25).

Este      E+Ec:to      nc]      e5   c}bser.`faclo   en   la   frac:c:i6n   HS-5t:lcl,    1o   quE

pc]c]rfa.      imF]lic:ar      que      en      e5ta   fracc:i8n   el    6DF'   unidc)   a   elF2

puEde      intercambiar5e      corl      t5TF',      en      prEserlc:ia      de     Mg+2,   y

perITiitir    la   fc]rniaci6n   de   c:omF}1Ejo   ternaric].

[c]mc]      5E      ha      vistc]      en      el      c:a5c)   del    factc]r   de

Elc]nc]at=i6n       TLi,    EI    BDF'   sE   unE   al    5itic)   nuc=1Ec]ti'dic:c)   formandt]

L`na   uni6rl   igrilc=a   I:Dn   EI    Mg+='   e5tabilizanc]o   €ste   su   L`ni6n.

Si       Qc:ilrriera      algc]      simile.r      cc}n      el    fat.tc]r   elF=i,1o   qL`e   es

altam,ente     probable,      la     alta     af inidad      c]e   elF2   F}or   GDF'   en

prESEncia        de        Mg+:        poc!rl'a      E}.:plic=arsE     cle     e5ta     forms.

Obviamente      aunque      GTP      tambign      pL`ede   intErac:tuar   c=on   Mg+=

en     el   sitio  de  uni6n,   el   Efectc}  dEl   c:ati6n   no  parec:e  5er   el

mi smo ,
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Un     hEEhc]   qua  5E  repitE  para  todc]51tJ5  faEtore5

EIF=      Estudiado5,      retic:ulc}c=itos      (Das     y   c=c]l.1979),   germen

dE        trigc]         {OstErhc]ut      y      c:c]1.       19BI),      tumcJr      de     c:€1ula5

asc:ftic:a5         {PanniEr5      1983},      Drc}5tJphila     melanoqaster      (G.

MatEu      1987}      y     tambiEn   pars   EIF=   dE   c]vario   {figura   23),   Es

qua     la   fc]rmaci6ri   dE   c:c]mFilejc}   ternario   se   inhibe   Entre   un   7t]

a     B{:l./1]en      presEncia     c]E     Mg+£,      mag      dE      la   EspErado   par   la

c:antidad      de      elF2      qL`E     .tiEnE     unido      BDF'.       En   lt]s   primErc]5

trE5      c=aEcj5      El      efEc=tc]   inhibitoric]   EE   re=tablece   Em   un   10C}%

al      agrEgar      un   fat:tc}r   prt]teiEo   dEl   mi5mc]   tEjidc].   En   EI   Ea5c]

dE     rEtic=ult]t=itc}s      5E      Babe      qua     g1      EfEEtc]     c]E   e5tE   fac:tor

prc]teiEc],      EEF,   es   pErmitir   el   interc=ambit]   de   nuc:1Egtidos,En

El      factc]r      EIF=     En      pr-esEncia     dE     Mg+I,   pEro   En   lc]E   Dtrc}s

EiEirEma5   nc]   5e   ha   e5ElarEEidc]   su   papal.

La        mayc]r         inhibiEi6n         pc]r         Mg+=,         En         la

fcJrmaEign      dE      Ec]mF}1ejcJ      ternaric}      pc]drfa.      explic:arsE   pc]r   un

Ef EEtt]     dg     EstE     c:ati6n      en     c}trc]s   5itic]s   dE   la   mc]1gEula   dE

EIF=      c]      c]El      mEtic3riil-tRNfi.      Otra     ptj=ibilidad      e5      qua      la

fraEc=i6n      dE     EIF=      qua     tiEnE     unidc]i     EDP   Ec]n5erve   el   5itit]

para     la     uni6n     dE     mEtit]nil-tRNfi  mag  E5tablE   quE  El   fa[tc]r

que   rlc]   tiEnE   unidc]   El    nuEIE6tidc]a
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E.Intercambio       de       nucle6tidc}s       y       posible       factor       de

recambio

En     la     figi`ra     24     5e     muestra     quee*i5teuna

c:lard      dif Erenc:ia     entre      la   veloc:idac]   dE   intercambic]   c]e   GOP

i.inido      a     elF=     pcir      GDF.      libre,      en      prEsenc:ia     derlg+2,   en

lag     i rae:c=ic]rles     pr-c]venientes     de     diferentes     etapas     de   la

pL`rif ic:aci6n      a.       El      hec:ho      de   qL`E   elF2   purc]   na   interc=ambiE

BDF`      en      prEsencia      c]e      Mg+2      c:c}rrobcJra      lo   observadc}   en   lc]s

e5tuc!ic]5     dE     format:ign   de   c:omplejo   ternario   en   prEserlc:ia   de

Este     c:ati6n,      y     la     posible     a:{plic:aci6n     a     la   inhibici6n

c] b s e r `J a d a .

El      interc:ambio     dE     nL`c:le6tidos     observac]o     en

la5     fracc:ione5     mends     pL`ras     y   realizac]o   en   pre5encia   y   en

a.Li.=EriEia      dE      Mg+:,      e5      c:laramE`ntE      diferEnte      a      lcj   qua   se

c]b5er.t/a.      eri       la,      +..ra.c:ci6n   mag   pura   de   elF=.    Sin   Ernba.rgc]   e5tE

hEc=h6      no      puede   a.tribi_`irse   a.1a.   e;.:i5tenc:ia   de   un   +actc)r   qua

+ac:ilitE      El       rec.ambio      de      BDF`      eri   prESEncia   de   Mg+=',    hasta

no      rEali=ar      un      estL`dic)      mag   ccJmplEtcJ.    Tambifn   e5   prc]bablE

qua     ya   qua   el   ensayc}   de   formaci6n   de   cc)mplejo   binaric]   no   es

especff icc]        pare     elF.a,      lcJ     ob5ervaclo     eri      lag     frac=c:ic]nes

mEnos      F}Liras      sea   debldo   a   C}tras   PrDtel'naE   qL`E   L`nen   GDF'   comc]

el   factor   c]e   elonga.cic'Jn-1.
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Habri'a     5ido     int.ere5ante     disponer     del   +actc}r

6EF     cle   retic:i`loc:ito5   pars   I:omprobar   que   la   inhibic:i6n   de   la

+ormac:ign      de      cc}mF)lejc]      ternario      y      dEl      rec:ambio      dE      GDF'

c:ausac]a5     par     el      Mg+2     se     cleben     a     una     inactivacign   dEl

elF=   per   el    GDF'   unidc].

Rec:ientemerite     re5L`ltado5   c}btenido5   par   B.Mateu

y        Sierra      {ma.nuscrito     en     preparac:ign),      indic:an      qua     el

recambio          dE.i        nuclegtidos        Per        el        i ac:tor        elF2        dE

A.flj'ELifeg±    Pure    e5    tambi€n     inhibida    par  Mg+=',   y  qua

estE     a+ec:tc]     es     revertidc}   par   t5EF   de   retic=ulc]citos.   Adema'5

5i           sE        fog+orila        E5te        fat=tc)r        elF2        con        H[I        dE

rEticLI.1c]c=itc]5,      el      rec=amblo     de      nucle6tidos   fac:ilitado   pc]r

BEF      Es      ahc]ra`      inhibiclo      par      Mg+I,       indic:ando   un   mEcanismo

Similar      al      de5critc}      pa.ra.     elF2      cle   rEtit=uloEito5    {Esquema

=}.       Sin      Errlbargo      Eri      EstE      Si5tEITia.      nc}   5e   ha   encontrac]o   un

i ac:tc]r   tipc]   rjEF   a&n.

Log        e5f I.iEr=os        reali=ac]os        para     bu5c:ar      un

prc]ba.big      +a.ctc]r       de      rec:a.mbicJ   dE   GDF:'   eri   e}.{trac=to5   dE   ovaric]

fuErc]ri      riec|ativt]5.       Sin   Emba.rgcJ   ai'iri   5e   cc]rtoc:e   muy   pc}co   sabre

c:omc]     ac=t`f.an     estos     fac:toreE     en     otros   5i5temas,   aparte   de

rEtic:I.ilc]citos,      y   E5   probable   qL`e   5u   mec=anismo   de   ac:c:ign   sea

c=omF]1Ejc].       fic]ema5      es      Probable      qua   de   e}{istir   haya   5ufrido

uria     irlac:tivac:i€n   durante   la.  purif ic:ac:i6n   y   par   ellt]   nc]   haya
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sic]o        F]osible     c]EtEctarlcJ     al      realizar     rEc:c]n5tituEi6n     c]e

fraE[iones  cc]mD  5E  vE  en   la  i igura  £5.

DE     tc]da5     i c]rmas     El      hEchc]   c]e   qua   la   EonEentracign

fi5it]1ggic:a     cle     Mg+a     sea   de   2   a   =   mM,    impli[a   la   nEEEsidad

de     lin      mac:ani5mc}   quE   facilite   el   interc:amt]iB   de   nuEle6tic]Ds

c]ada      la      diferenc=ia      dE      afinidad      entre      C3TF.      y      E3DF..    E5tE

mec=anismc]      puede      5er      un      fac:tcJr   prc)teiEc],   c]   uns   regulac=i6n

pc]r        la        I:arge`        eriErg€tica        y        la        variac=i6n        dE     lag

I:c]nEEntrac=icJnE5      de      Bop      y      BTP   F}c]r   la   nuclEgsidc]   difc]Efatc]

quirla5a,    c:omc]   ha   5ic]cJ   prcJF}uE5tcJ   pc]r   HUELi.I    y   Ec]l®     {1985}.

I I I. FOSFOF{ILf}CI0N            I}E            EIF=         Y         §lJ         PD§IELE         FLJNt:ION

REBULADORfi   DE   Lf}   §INTE§I§   F'ROTEIcf}   EN   00t=ITO§.

f}.Ft]sfc]rilac:ian   c]e   elF2  de   c]varic]   de   XEnopus   laevi5.

Unc]      c]E      lt]5      c]b_iEtivcJE      dE      E5ta      tEsi5      fug      El    clE

EstLi.i±ia.r      la      probable      fc]sfc]rilac=i:ri      cle      elF=   y   su   pc]siblE

fLI.riEit=iri      rEguladc]ra   Eri   la.   sl'ntEsi5   F}rcJtEica   dEl    oc]Eita[    EstE

hEEhB      E5      El       qLi.E      ha      c]ac]cJ      gran      impc}rtan[ia.   al    fat=tc]r   dE

inic=iac=i6n      =      I:t]mc]      uiic]      c]e      lcJE   faEtores   rEgulac]ores   c]E   la

I.rac!u[Ei€n      en     rEtic:ulc]c=ittj5.      §i   biEn   EstE   meEanismo   nc]   ha
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sidc}     desc:ritc]     en     c}tros     5istemas,      se   han   purif ic:ado  elF2

quinasa5     de     germen     cle     trigc}      {Ranu   1980),   hi'gado  de   rats

(Delali.nay      y      col.,       1977)      y     en   ti.`mor   dE   c€lulas   a5c:ftic=a5

(Clemans      y      c:c]1.       1976),      pErc)      nc]      se   ha.   desc:rito   un   papal

.,

rEgui=`tcjrio        a        la        fosforilac:len        dE        EIFf        dE     estc}5

si5tema5.            El      hec=hc]   de   que   la   qL`ina5a   activada   por   hemina

(H[I.       qua      Eg   muy   e5pEci'fic:a   pa.ra   la   SLI.bLi.nida.d  c*   dEl    factor

EIF:     dE     retic:uloEito5,      fc}5forile     a     la     subunidac]   c*   dEl

elF2      de     ovario            (figure      1{:1),      hizo     pensar      que     pc}drfa

E>{istir     Erl     Estas     c=€lulas     un     met:anismc}     regulatorio     que

impli[ara     a     la     fctsfc}rilaci6n   de   elF2,   en   la   inhibit:i6n   de

la.      inic:iaci6n      c]e      la      traducc=i6n   en   lc]s   oc]c:itos.    fic]ema~s   el

hEc:h=      c]e      qLI.a   HCI    niic=rc]inyec:tadc]   en   tJoc:itcJs   crec:iclos   inhiba

la`      si'ntesi5      protei.c:a,      e5   un   re5i`1tadc}   pc]5itivc]   qLi.E   indic:a

adErr!='5      qua      EI       a+Ec=to      c]E      H[.1       sE      c]ebE      a      uria   aEtiviclacl

i I) €- + .= +- i i a. r, t E p

E,irt         erribargc]         nc)         sg      ha.      dEtEc:tado      en      lc]s

E}.:tract._o5      c]e      c]c]Ei.tog      una      aEtividad      +c]sfc]rilantE`      c]E      la

subLr=idad     C(      dEl       elFI.      hem:lcjgc).    El    hechc]   dE   qLi.a   e}<ista   en

lc]5        ooc=itos     L`na     prc]tefna.     quins.sa      clue     fo5forile     a      la

sL`bur!idad     a{     clE     elF=     cle     a.      Ea|±ji±      (f igura     26)      e5     un

resultadc]        al      que     no     puEde     c]tcJrg:rselE     un     5ignif icado

fi5iol6gico.      F.c)r     otra     parte     Thoen     y     Slegers   (1P75)   han
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dE5critc}     qL`e     elF2     pl.`rific:ado     de  fi.    5alina   e5   fcJsforilado

pc]r     uns     prcJtei'na-ciuina5a     de     esta     misma     e5pec:ie.      Esta

protefna-quinasa     prEsenta     c:laramEnte   un   c:ompc}rtamiento   de

Ea5Efna     qL.ina5a      11      y   +osforila   a   lag   subllriidades  Of  y4  de

elF2.      L.05     a.utores     disc:utEn      la     posibilidad   c]e   que   no   sea

la,     sLibL`nidad     <     realmente      la      qLLe     se     fo5forila   Einc]   una

protei'ria      c=oritaminante,      del   mismo   pesc)   mc]lecL`lar,   aui".bi`e   el

f actor      Esta.     altaiTiErlte     puri+ic:adc].   CcJn   Estos   antec:edente5,

es     probable      clue      la      fo5forilac=i6n   de   elF2   dE   fi.5alina   F}cJr

e}{trac:tog     c]e     ovario     no     sea     realmente     mediada     par     una

quinasa.   c:apaz   de  regular   la   ac:tividad   de   elF2.

El      hec=ho      de     nc]     habEr      enc:ontrado   uns.   elF=

quinasa.      en      a;{trac=tos      de      ova.ric},       nc]   es   tamF}c}c:a   evidEnc:ia.

5u.fiEieritE         I:cjmt]         Fiara.         Cle5c=arta.r       la.      a;.:i5tEncia      c]E      im

mac:a.r,i5mc:I         rEgulatc]ric:I         que      irlcluya      a      la      fog.Forilac=ic']n-

dEsfc]s+c]ri].a.[i6ri      dE      EIF£.       Es      pc]siblE   qua   la   ac=tiviclad   c]e

EEta      eri=iiTia      rEquiEra.      dE   Ec]faEtc]rE5   e5fE=i'f ic:cJ5   D   qLi.E   e'=te

ina.ctiva         En         lag         C:c]ndic:ic}nes         en      clue      sE      realiza.      Ia

pLi.rif ic:aci6n      c]e      elF2.       Su      au5encia      ntj      5E   puEde   e>:plic:a.r

par      la     pre5Ericia   dE   fo5fata5as   muy   ac=ti`Jas   pc]r   el   hec=ho   de

qua     HCI      es     c:apaz      dE     fosforilar      elF2     dE     c}vario   En   lc]s

e}{tra.c:tcis   c:rL`dc}s.
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El     trabajo     e}:perimEntal     de     esta  t€5is   lc]gro'

c:umplir        c:on      la     mayc]r      parte     cle      log     c]bjetivc]s      que     5e

presentaron   en   la   lntrodL`cEi6n.

I)Se     logro'    pL`rific:ar     y     carac:teriza.r     el      factor     elF2  de

ovaric]     de      Xenopu£ i aevi 5 . En estE   ac:aF)ite   5e  contribuyg  a

ac:1arar      la     c]isc=repancia      qua     e}{iste     En      la   literatL`ra   En

c:uarito      al    nL'imErcJ   dE   si`bL`nidade5   qL`e   comF)c}nen   a   e5te   factc)r.

El         f ac:tc]r        elF=+     de     ovario     c:cJntiErie     tres     subunidadEs,

siEndo   la  5bLmidad4  susceptible  dE  protE6lisi5.

2)§e     estudio     c:c}n      c:ierta     pro+unc]ida.d      la      interact:io'n     de

elF=      clE      ovaricJ      c:c]n      nL`c:lE6tic]cJs   c]E   gLianina.    Se   EstableEi6

clue       GDF.       tiene       Li.na.       a.+inic]ad   5(:J   vec=eE    mag    alta    qL`E   BTF`   F}or

e5t6       F}rc}tE1'ria,       y       qLi.E      adema.s      un      4t:]'/.      dEl    elF:   tiene   GDF'

+L`ercemEnte      uni.do.       Estc]s      resultadDs,       juntc]   c:on   ei    e+ec:tc]

EibE.Er-``..a.c]o         dEI       Mg+i      en      el       interc:amble      dE      nuc=le6tidos,

sugieren         la        nEc:Esidad      dE      un      fac=tc]r      cii`E      fat:ilite      E1

iriterc=ambic]      dE   GDF`   pc}r    GTF..    usando   arialc]go5   dE   BDF`   y   6TF'   se

logrc']`       precisar        el         efec:tc}        de        varias     modif ic:ac:ionEs

e5truc:turales,     tanto     en     la     ribc]5a     c:omo     en   la  cadena  dE

fosfa.tog     y     en     la     base   nucleotfc]ic:a,   sabre   la   interac:cic'}`n

cc]n   elF2.
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3)Finalmerite        5e     obtuvc]     i`na     evidenc:ia     e*{pErimental      que

sugiere     que     la     fo5forilaci6n     de     elF2     en   su  5ubunidad  a(

par        una        quinasa     especi'+ic:a      (HCI},      podrl'a     inhibir      la

sfntesis     proteic:a  en   log  oc}citos.   Sin   embargct   log  esfuerzos

par     enc:ontrar     L`na     enzima     en     log   e;{trac:tog   de   ovario   clue

fuese        Eapaz        de        fo5fcJrilar     al      EIF2     hom6logo,      fuEron

i n i r uc tuosc}s .
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