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RESUMEN

Durante el desarrollo de esta tesis se ha estudiado

el procesamiento de tRNA en oocitos de Xenopus laevis.

Esto representa una serie de reacciones enzimdticas que
ocurren sobre los precursores de tRNA para transformar es-
tos Gltimos en moléculas maduras de tRNA. Este proceso
‘post-transcripcional se ha explorado a nivel de algunas
actividades enzimdticas que participan en la maduracidn

de los tRNA, tales como la tRNA nucleotidil transferasa

(EC 2.7.7.25), que cataliza la incorporacién de la secuen-
cia CCA en el extremo 3'-OH del tRNA y las tRNA metil trans
ferasas que catalizan la modificacién de nuclebsidos intrg

duciendo grupos metilo en los precursores de tRNA.

Se ha estudiado ademds la distribucién subcelular de
las enzimas mencionadas en los compartimentos de nicleo y
citoplasma, los cuales se separan entre si por diseccidn
manual de oocitos aislados de ZXenopus laevis. Se ha
podido determinar que las tRNA metil transferasas se encuen
tran distribuidas tanto en el compartimento nuclear como en
el citoplasmitico y se ha encontrado que las tRNA metil
transferasas existentes en cada compartimento serian enzi-
mas distintas, como se establece por diversos criterios.
En el nicleo de estas células se encuentra una +RNA
metil transferasa de peso molecular de 190.000 Yy
que es estimulada en su actividad enzimitica por es-

permina cuando se usa tRNA total de Escherichia coli como
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sustrato. &In cambio en el citoplasma de estos oocitos se
encuentra una tRNA metil transferasa de peso molecular de
125.000 y que se inhibe en presencia de espermina cuando
se analiza en las mismas condiciones gue la enzima nuclear.
Zstos resultados permiten postular gque la distribucidn de
las dos tRIT. metil transferasas podria resultar de una me
tilacién secuencial del precursor de los tRNA cue se de-

ben desplazar del nlcleo al citoplasma.

Estudios hechos sobre la distribucidn subcelular de
la tRNA nucleotidil transferasa, indican gque la actividad
enzimdtica se encuentra distribuida tanto en el comparti-
mento nuclear como en el citoplasmidtico. Las activida-
des enzimdticas de ambos compartimentos son idénticas en
cromatografia en columnas de dietilamino etil celulosa y

en su depein“~ncia de pH.

En esta tesis tambien se ha estudiado la actividad
de la tRNA nucleotidil transferasa citoplasmatica "in vi-
vo" por microinyeccidén en oocitos de tRNAPhe tratado qui-

micamente para remover parcialmente la secuencia CCA.

Los resultados obtenidos indican que este tRNAPhe
tratado conserva su funcionalidad pues es reparado por
la tRNA nucleotidil transferasa enddgena y por ende pue-
de ser aminoacilado. [l estudio de la tRIA nucleotidil
transferasa medida por este ensayo "in vivo" indica que
la enzima presenta las mismas caracteristicas de especi-

ficidad que las descritas "in vitro”. Estos resultados
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representan la evidencia mds clara tendiente a establecer
la capacidad del citoplasma de una célula viva de reparar

el terminal 3' de un tRNA.
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ABSTRACT

This thesis reports the study of the Processing of
transfer ribonucleic acid (tRNA) using oocytes from the

amphibian Xenopus laevis. This post transcriptional

process has been analyzed in relation to certain enzyme
activities known to be involved in the maturation of tRNA ,
for example, the tRNA nucleotidyl transferase (EC 2al oal:25) ,;
which catalyzes the incorporation of the so called o
sequence (cytidyl—cytidyl—adenosine) at the 3'-0OH terminal
of tRNA and the tRNA methyl transferase that catalyzes the

incorporation of methyl groups into the tRNA precursors,

In addition the intracellular distribution of these
enzymes has been studied, in the nucleus and cytoplasm of
these oocytes, using the technique of manual dissection of

the nucleus from the isolated oocytes of Xenopus laevis.

It was observed that the tRNA methyl transferase activity

is distributed in the nuclear as well as cytoplasmic com-
partment and that the tRNA methul transferase activities

in these different cellular compartments correspond to
different enzymes, as established by several criteria. In
the nucleus there is a tRNA methyl transferase of molecular
weight 190,M0 whose activity is stimulated by spermine, when

assayed using unfractionated tRNA from Escherichia coli as

substrate. In the cocyte cytoplasm, there is a +RNA
methyl transferase of molecular weight 125,000 which is

inhibited by spermine when assayed using the same conditions




described for the nuclear activity. These results suggest
that the distribution of the two tRNA methyl transferases
could result in a sequential methylation of the tRNA

precursor as it is displaced from nucleus to cytoplasn.

Studies carried out on the intracellular distribution
of the tRNA nucleotidyl transferasc indicated that this
activity is present in the nuclear and cytoplasmic
compartment. The activities in both compartmenst are
identical in column chromatography on diethylamino ethyl-

cellulose and in their pH dependence.

This thesis also reports on the study of tRNA
nucleotidyl transferase activity under "in vivo" conditions,
that is, by microinjection of chemically treated tRNA
specific for phenylalanine (tRNAphe) in which the terminal
"CCA" sequence was partially removed by prior chemical

treatment.

The results show that the treated tRNAPhe remained
functional (capable of aminoacylation) since the molecule
was repaired by the endogenous tRNA nucleotidyl transferase
and subsequently aminoacylated. The study of the tRNA
nucleotidyl transferase measured in this "in vivo" assay
demonstrates that the endogenous enzyme has characterjistics
similar tolthose observed in the standard "in vitro" assay.
These results represent the clearest evidence in favour of
the capacity of the cytoplasm of the living cell to repair
the 3' terminus of tRNA.
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CAPITULO I

INTRODUCCTION

1. INTRODUCCION GENERAL

El procesamiento de tRIA consiste en una serie de reac

eionse posb-transcripcionales que convierten uma molé -
cula precursora de RNA de transferencia en el prcducto

maduro gue desempefia importantes funciones en el metabo -

lismo celular.

En dicho procesamiento participan miltiples reaccio--
nes enzimdticas gue se presume actdan en una secuencia or -

denada constituyendo una verdadera via metabdlica.

Algunas de las reacciones encontradas en este pro-
cesamiento son de tipo hidroliticas, catalizadaspor nuclea-
sas, otras involucran modificaciones covalentes de nucled-
sidos y existe un Gltimo tipo de reacciones gua incorpo -

ran nucledtidos a precursores de tRIA.

Debido a la corta vida media de las moléculas precur
soras de tRI® ha sido dificil aislarlos y por eso se ha
dificultado el estudio de su procesamiento. Por estas ra-
zones la disponibilidad de mutantes para actividades enzi -
miticas de procesamiento tanto de bacterias como de leva-
duras ha sido muy importante para avanzar en el conocimien

to de este proceso.




2. ASPECTOS GENERALES SOBRE EL FSTUDIO DE PROCESAMIENTO DE
tRNA EN PROCARIOIES

BExiste una gran cantidad de informacién aportada
por el hallazgo de miltiples mutantes de procesamiento de

tRNA en bacterias.

Es con este enfoque genético que se ha podido secuen
ciar algunos precursores de tRIA que logran acumularse en
los mutantes. Esta informacién ha sido determinante para
aclarar las miltiples etapas del esquema de procesamien
to. asi como para dilucidar la especificidad de las enzi-

mas involucradas.

Los sistemas més estudiados son: a) el de tRHAtYrsup3
cuyo procesamiento "in vitro" como "in vivo" se ha estudia -
do haciendo uso del gen para el tRNAtyr inserto en el fa-
go transductor ¢ 80 y b) los tRIWA diméricos codificados
por el DNA de fagos T4 Y Tz.

Aunque ain no se ha podido aislar el transcrito pri-
mario para tRN'Atyr sup3, existen datos "in vitro" gque
este transcrito primerio seria una molécula qgue contiene
41 nuclebtidos extra en el extremo 5' y posee 225 nucled-
tidos més alléd de la secuencia CCA del extremo 3' (1)
Por el contrario, la molécula precursora del mismo tRIA
aislado "in vivo" desde una mutante de nucleasa presen--
t2 la misma secuencia extra en el extremo 5' s8in embar -

go, contiene sdlo dos nucledtidos mAs alléd de la secuen-
ciacca (2).




Ootro sistema en que se Im estudiado el procesamien-
nste bacteriéfago contiene
de 7

to de tRNA es el del fago T4.
8 genes para tRNA agrupados en su genoma. Un grupo
enes se transcriben conjuntamente para entregar un pre -

sor multimérico el cual es hidrolizado a precursores
gludleu’ tRuApro-ser y

g
cur
dimdricos como son:

—tRNAtnr ile mediante la accidn de nucleasas (3).

Estos precursores a su Vvez contintan el proceso de madu--

racidén para entregar los productos procesados (4).

GENERALIDADES SOBRE EL PROCESAIITENTO DE tRNA EN EUCARIOTES

La informacién que se tiene sobre el procesamiento

de tRNA en eucariotes es menor gue en el caso de bacte-

rias., ya que ha sido dificil enfocar el estudio con he -
rramientas genéticas. Sin embargo. se postula que el pro-
cesamiento de tRIA en estos organismos es mas complejo
que en procariotes: basado en el hecho que los tRIA madu
ros de eucariotes contienen un mayoxr nimero de nucledsi -
dos modificados, lo cual permite suponer més etapas de

procesamiento.

Es interesante mencionar que a diferencia de lo co-
nocido en bacterias se ha encontrado roecientemente que
algunos genes de tRUA de levadura y Drosophila contienen
una secuencia nucleotfdica de 12 a 30 nucledétidos gue se
jntercala en el medio de las zZomas que codifican para el

+RNA maduro (5, 6) .Al estudiar los RINA provenientes de

dichos genes se ha encontrado gue esa secuancia interca-



lada o intrén, se transcribe de modo que el precursor de
+RIA debe sufrir un procesamiento que involucra la remo -

cién de un oligonucleétido y la w.bsiguiente unién de las

puntas del tRIA (7).

REACCIONWES ENZIMATICAS QUE PARTICIPAN EN EL PROCESAMIENTO

" DE tRIA

4.1. Gndonucleasas

Se han descrito una serie de enzimas con actividad
endonucleésica. pero sélo algunas de ellas han demostra -
do tener participacién en el procesamiento de precursores
de tRIA.

El grupo de Altman ha estudiado una endonucleasa
llamada RNA,, P que posee especificidad para hidrolizar
precursores de tRNA con un segmento extra en el extremo
5'51) De este modo la enzima hidroliza los precursores pa-

ra generar la punta 5' de todos los tRNA maduros.

Se han aislado mutantes termosensibles para la

RMAgm P que a2 las temperaturas no permisivas acumulan pre -

cursores de tRIA, los cuales se caracterizan por tener al-

to peso molecular en geles de acrilamida(?. Es con estos
mutantes gue se ha avanzado considerablemente en el cono -

cimiento del procesamiento de tRIA.

La RiAy, P de bacterias se ha podido purificar a
homogeneidad y presenta caracteristicas de ser un com -

plejo ribonucleoproteico compuesto por un 80% de RIMNA




v un 20% de protefnas. EL componente de RNA es indispen
sable para la actividad y tiene 300 nucledtidos (8) .

En eucariotes se ha encontrado una actividad seme-
jante y se ha dbserﬁado que fr--ciones purificadas de ella
logran reconocer precursores de tRINA de bacterias (9). Si
bien se tiene a la RIA__ P pura.y se sabe su funcién,no ha
sido posible conocer la especificidad de la enzima. Por

tyrsupB

mucho tiempo se ha trabajado en el precursor de tRINA
en la blsqueda de mutantes puntuales del gen de este tRIWA,
para precisar que cambios en la secuencia del sustrato al-

teran el reconocimiento por parte de la enzima (10).

Se puede concluir gue si bien existe una buena can-
tidad de informacién genética y bioguimica, no es posible
al momento establecer cudl seria la especificidad de reco
nocimiento de sustratos por parte de la endonucleasa P.
Solamente se puede descartar gue la enzima reconozca una
secuencia determinada de nuclebtidos. Sin embargo, si re
sulta claro que la enzima debe reconocer mds bien estruc- -
turas secundarias y/o terciarias en sus sustratos y no se

cuencias nucleotidicas.

Se han descrito otras endonupleasas que podriéh par
ticipar en el procesamiento de tRNA, pero éstas han sido
menos estudiadas que la RNA__ P y no se posee atn eviden-
cia genética que demuestre su participacién en la biosin-
tesis de tRNA.

Utilizando como sustrato un RNA transcrito obtenido

"in vitro" con genes de tRNAtyr sup3 que contiene sb-
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1o 16 nucledtidos extra en el extremo 3' de los 225 que
posee el transcrito primario, el grupo de Sekiya ha carag
terizado una endonucleasa en E. coli llamada RNAsaPZ‘ la

tyr

cual es capaz de generar un precursor de tRNA con sélo

dos nucledtidos extra en el extremo 3' (78) . Aparentemen
te la enzima reconoceria una estructura secundaria del sug
“trato que se formaria en el extremo 5' de este precursor
de tRNA formada por 5 pares de bases complemantarias. Se
cree hoy en dia que esta RA_ P, juega un rol en el proce
samiento de tRIA en virtud de la evidencia encontrada "in

vivo". Es asi como en mutantes de RWA__ P, que se detecta

a
una molécula precursora de tRNA con sélo dos nuclebtidos

extras mids alld de la secuencia CCA tal como sucede con la

RNAsa P2 {2)
Otro grupo de investigadores han encontrado activida
des endonucledsicas con caracteristicas similares a la °
sa P2'
poseer especificidad por precursores de tRNA mayores que

Sin embargo, se diferencian de la RNAsa P por

los diméricos tales como transcritos primarios de fagos
T4.
Yy RNAsa 31T (12)

Algunas de estas enzimas son la llamada RNAsa 0 (11)

Ultimamente se ha descrito en eucariotes el aisla-
miento de precursores con caracteres mononéricos desde
mutantes de transporte de RNA en levaduras (13). Estos
precursores ademds presentan secuencias intercaladas den-
tro del asa del anticodén que ya han sido mencionadas en

la seccidén 3 de esta Introduccidén.



En cepas silvestres de levaduras y en oocitos de
X. laevig se ha encontrado un gsigtema enzimdtico capaz de

hidrolizar Tas puntas de Ia secuencia adicional y ligar

las posteriormente con la pérdida del oligonucledtido in-

tercalado. Este oligonucledtido de los precursores de

' tRNAphe'tyr es de 18 y 14 nucledtidos respectivamente y
8610 se sabe que el sistema enzimético parece estar en el

nicleo de la célula (7, 14)

Resultadcs muy preliminares para explicar el meca -
nismo de corte y unién en estos precursores de tRIA. in-

-+ .
dican que se requiere de lig 2; ATP y cationes monovalen -

tes. Pareceria que las actividades endonuclefisica y liga -

sa aparentemente operarian independientemente. Existe
la evidencia que en ausencia de ATP o en presencia de
tRIA maduro. la secuencia intrdbnica es escindida,

aunque las puntas no son selladas por la actividad liga-
sa del extracto (7).

4.2. Exonucleasas

Existe un gran nfmero de enzimas descritas con ca-

racteristicas de exonucleasas de especificidad 3', es de-

cir. que catalizan la hidrdlisis de RIA desde el extremo
3' hacia el 5°.

A pesar de que se han estudiado muchas de estas
actividades enzimdticas, no se ha demostrado categorica-
mente que todas ellas participen en la biosintesis de
tRIA . S3lo en el caso de la exonucleasa B se ha podido



precisar gue participa en el procesamiento de precursores
de tRNA que no traen la secuencia CCA en el extremo 3'.
Esto se ha podido afirmar por el aislamiento de una mutan
te que carece de esta actividad (15). E1 grupo de Seidman
ha demostrado que esta exonucleasa procesa precursores de
tRNA del fago T4

embargo, no utiliza como sustratos a precursores que con-

, como es el caso del dimero pro-ser; sin

tienen la secuencia CCA en el extremo 3' del transcrito
primario (16) . E1l grupo de Deutscher (17) ha purificado

a homogeneidad otra exonucleasa de especificidad 3' capaz
de hidrolizar precursores de tRNA que contienen nucledti-
dos extras mds alld de la secuencia CCA. Esta enzima lla
mada RNAsaD presenta también la capacidad de procesar al

pPrecursor de tRNAtyr

sup3 aislado de mutantes de la RNAsaP.
Se ha podido precisar que la enzima remueve los dos nucled
tidos extras que posee el precursor en el extremo 3' y que
su capacidad catalitica aumenta si el precursor de trp TYF

sup3 se procesa previamente por la RmnsaP {17}«

Se puede concluir que aparentemente no existe una
exonucleasa que dé cuenta del procesamiento de todos los
precursores de tRNA en el extremo 3', sino que existirian
al menos dos enzimas distintas., Por un lado la RNA;aD
pParece reconocer sustratos que traen una secuencia adicio
nal de nucledtidos mds all4 de la secuencia CCA y por otro,

la RNASaBN es capaz de procesar precursores que no traen

dicha secuencia, sino gque una cualquiera en su reemplazo.




4.3. Enzimas modificadoraa de nucledsidos

A

Se han descrito mds de 50 nucledsidos modificados
en los tRWA de procariotes Yy eucariotes. Estos nucledsi-
dos se encuentran en diversas posiciones de la gsecuencia
nucleotidica del tRNA y generalmente difieren en las di--
versas especies. En eucariotes existe un mayor nimero
de estas bases modificadas o llamadas también bases raras
o menores. Algunas de las bases y/o azicares modificadas
ge encuentran en_ todos 1los gistemas biollgicos, por 1O

que sz poepachn qus determinan alguna funcionalidad para
el tRWA.

4.3.1. Nucledsidos modificados encontrados en el asa del
anticoddn.

El asa del anticodén de muchos tRUNA contiene bases

mdificadas de estructuras muy complejas. Estas bases

‘ son: a) U ~isopenteni.1 Adenosina- b) 2-metil t::-.o~ﬂ6
isopentenil Adenosimma; c) N (N-treonil car’onil Ahdenosinaj

d) base Y y e) base Q.

Todas las bases modificadas mencionadas, excepto la
base Q. se encuentran formando parte de la cuarta posicidn
en el anticoddn y la base Q se encuentra en posicién opues
ta a las sefialadas, pues se la encuentra en la primera po -
sicién del anticoddn.

Las bases i.GA Yy mzs i°A parecen afectar la capaci -

dad del tRIA aminoacilado para unirse a ribosomas, aun-
que la ausencia de Ia modificacién en esta posicidén no




altera la capacidad del tRNA para ser aminoacilado (18).
Ultimamente se ha encontrédo una mutante en E, coli que

ﬁo presenta la base m?s i6A en el anticoddn de varios
tRNA. Esta mutante si bien es viable, exhibe un nivel
elevado de la enzima que intervienen en la biosintesis

del triptofano y que son codificadas por el operén trip-
tofano. La mutante se ha denominado trp X y la explica-
cidén que se postula para la constitutividad de las enzimas
de estas cepas, radicaria en que el tRATFP no seria capaz
de unirse por el anticodén a la regidn "lider" del atenua-
dor en el operdn triptofano. Esta anormalidad impediria
que la RNA polimerasa se detuviera en la regidén del atenua
‘dor y por ello se transcriben sin control las enzimas del

operdén triptofano (19).

Otra de las bases modificadas encontradas con fre-
cuencia en el asa del anticodén de varios tRNA es la base
tgA. S6lo se ha podido precisar que la enzima modifica=-
dora reconoceria el nucledsido vecino al lugar de la modi
ficacién y que el proceso involucra varias etapas (20).
Se ha encontrado que se necesita una mutacién en punto en

la secuencia del anticoddn en tRNAgly de UCC a UCU para

2 :
gue la enzima reconozca a la cuarta base del anticodén y

la modifique (21).

También se ha encontrado en esta regién del antico-
dén en los tRNAPhe de todos los organismos estudiados, la
presencia de una base rara llamada Y. Estudios realiza-

dos con el propdsito de determinar la funcidn de esta ba-
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se. indican Cae la remocifn de ella por medio de un trata -
miento &cido suave determina que el tRIR acilado no tenga

un correcto reconocimiento con el coddén respectivo, aun-
que no se altera la capacidad de aminoacilacifnni de reco-

nocer al factor de elongacidén 1 (22).

Existe un cuarto tipo de base modificada en el asa

’del anticoddén y es la llamada base Q. A diferencia de

1as bases antes mencionadas, eésta se encuentra ocupando la
primera posicién del anticoddn y por ende enfrenta & la
tercera base del coddn.

Esta base Q deriva de una Guanina y ultimamente se
ha encontrado que existe una actividad enzimdtica capaz
de intercambiar la guanina de la primera posicién del an-
ticoddn; sin embargo. esta enzime no es capaz de intercam -
biar Ia guanina cuando se encuentra modificada como base
Q. Este ensayo ha permitido detectar en tRIA de tejidos
cancerosos, uma gran capacidad de incorporar guaninmas en
esa posicién, lo cual sugiere que en este tipo de células
e diferencia de las normales Ia modificacién de la guani -
na a base Q no se realiza o sblo se verifica percialmen-
te (23).

El grupo de Nishimura ha reportado que una mutante
termosensible para la modificacién de esta base Q. deter -
mina que los tRNA que la contienen en el anticoddén pre-
sentan en su lfigar un precursor de la base Q. lo cual su-
giere que 1z modificacién ocurre en més de una etapa.
Pero lo més interesante es que en estas mutantes también

11




se inhibe la replicacidn del DNA bacteriano a las tempera-
turas restrictivas (24). Estos resultados muy prelimina-
res indican que el metabolismo de la base Q estéd relacio-
nado de algln modo con la sintesis de DNA, lo cual repre-
senta un ejemplo de una nueva funcidén para el tRIR.

Podemos concluir que el posible rol de estas bases
modificadas en el anticodén y especialmente las existen-
tes en la cuarta base del anticodén, seria el de impedir
que se cometan errores de lectura del mensaje por parte
de los tRIA. ILa explicacién para esto, seria que la base
modificada, por sus caracterfsticas estéricas impediria
una interaccién de puente de hidrdgeno con alguna base
complementaria en el coddn. De este modo se tendrfa uma

verdadera sefial para que la tercera base del anticodén lea

la primera base del codén y se asegure asi una lectura
fiel del mensaje.

otra serie de evidencias hace pensar que la funcio-
nalidad de estas bases modificadas serfa la de permitir

una correcta interaccidén del anticoddn con secuencias com-

plementarias del DNA que involucran operones de la sinte~
sis de amonofcidos. De este modo se puede explicar algu-
nas funciones nuevas del tRIA en la regulacién de la ex-
presién génica y replicacifn del material genético.

12




4.3.2. Modificaciones de nucledsidos encontrados en otras

regiones estructurales del tRIRA.

4.3.2.1. Dihidrouridina.

En casi todos los tRIA axiste una base modificada
l1lamada dihidrouridina o D, la cual se encuentra siempre
en la llamada asa dihidrouridina de los tRIA.

Ia presencia de esta base modificada todavia no
tiene una explicacién funcional y se tiene muy poca infor-
macidn sobre la(s) enzima(s) responsables de la modifica-
cién de los residuos de uridina.

4.3.2.2. Tiouridina.

En la 82 posicién a partir del extremo 5' de algu-
nos tRIA de procariotes se encuentra una base derivada
de uridina, en una reaccién en que participa el aminofci-
do cisteima y que origina tiouridina. Esta base modifi-
cada se encuentra muy cercana en el espacio a la 132 de
la secuencia. Esta cercanfa se ha comprobado pues los
tRNA que contienen esta base modificada forman una unién

covalente entre las bases nitrogenadas g® Yy 13% al sex
irradiados con luz ultravioleta (25). ILa formacién del
enlace covalente por esta fotorreaccidn inactiva al tRIA
en su capacidad de aminoacilarse.

Se ha aislado uma mutante que no contiene esta ba-
se menor en los tRMA pertinentes y se ha podido corxebo-
rar los resultados "in vitro" pues cuando estos mutantes
se irradian con luz ultravioleta son viables. Contraria-
mente, cepas silvestres gue se irradian con luz ultravio-
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leta, detianen su crecimiento, como se podria esperar,
va que pierden la capacidad aceptora de aminofcidos (26).

4.3.2.3. Pscudouridina.

La pseudouridina se encuentra en todos los tRIA pe-
ro se ha podido identificar al menos tres tipos de pseu-
douridinas, pog su posicién en la estructura del tRWA ¥
por las enzimas que las generan. Un tipo de ellas sa en-
cuentra en la llamada asa TYC que poseen todos los tRIA
a excepcién de los mmi‘et en eucariotes. Un segqundo
tipo existe cerca del lado 3' del asa del anticoddn y un
tercer tipo se encuentra disgtribuido ubicuamente en los

tRMA de eucariotes (27) .

Ames 7 Lewis on S. typhimurium hanaislado una mutan-
te llamada his T, que determina la incapacidad del tRW™®
para reprimir el operén histidina en un medio de cultivo
rico en histidina. Estos resultados no se interpretan co-
mo una perdida del tRNA en su capacidad de aminoacilarse,
pues el tRmhis de estas cepas no pierde ninguna funcio-
nalidad en la magquinaria de biosintesis proteica (28)'.

Se ha encontrado que estos mutantes no generan la pseu-
douridina cercama al anticoddn, la cual le confiere al
tRmhiB la capacidad para regular la expresién del operén
his. ILas mutantes de esta cepe sin embargo, contienen la
base pseudouridina en el asa TYC lo que indicarfa que

esta (ltima serfa sintetizada por una enzima diferente.
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TABLA I

Ccantidad relativa de nuclebsidos metilados existentes
en tRNA de diferente origen.

% del total

Nucledsido He La Levadura E. coli Micoplasma
l1mG 21,2 22,9 43,6 61,0
7 m G)

l1mA 18,9 12,5 ) 39,0
Nz mG 10,° 16,9 - -
N2'2 dim G 16,5 24,9 - oe
5mcC 15,5 7.8 - -
5mU (xT) 10,0 14,1 36,5 wein
2mA e i 19,8 e
3mcC 2,3 —— - -
3mnU 1,4 - s ——
2'-0-n ribosas 4,5 + + e

+ significa detectable en cantidades trazas.




4.3.3. Modificacién de bases y azficares por grupos metilo.

Se ha calculado que los nucledsidos metilados re-
presentan entre el 30 al 70% del total de las bases ra-
ras o menores v que dependiendo del orxganismo estudiado,
los nucledsidos metilados pueden representar menos de un
3% del total de los nucledtidos en tRWA de micoplasma,
aproximadamente el 3% de las bases en bacterias, cerca
de un 4% del total en mitocondrias y casi un 10% de to-
dos los nuclebtidos en tRWA de eucariotes (29). Esta
mayor cantidad de nuclebsidos metilados en los tRNA de
las células nucleadas gqueda de manifiesto en la Tabla I

y en el Esquema I. (30).

4.3.3.1. La especificidad de las tRIA metil transferasas.

Se ha mencionado que los nuclebsidos metilados son
de muy variada naturaleza y se encuentran en posiciones
determinadas de la secuencia del tRNA. Pareceria necesa-
rio, por lo tanto, disponer de varias enzimas metilantes
con diferente especificidad. Ia especificidad de las
enzimas tRIA metil transferasas debe basarse en un sitio
de reconocimiento, es decir, una enzima incorpora grupos
metilo en un nucledsido determinado, en un &tomo especi-
fico de &ste, reconociendo ya sea una secuencia del tRIA
o una estructura tridimensional.

El estudio de los nucledsidos metilados y de las
enzimas se ha realizado "in vivo" e "in vitro". Es jus-
tamente a travéds de estudios "in vitro" de las tRIA me-
til transferasas como se ha podido adelantar con respecto
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ESQUEMA I
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ACEPTOR

T4
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BSQUEA I
SITIOS DE METITACION

gitios especfficos de metilacién en eucario-

N~
L
o

tes.

O aitios comunes de metilacién en pugnriotes

sitios comumes de metilacifén an cucariotes

b procariotaa.

L1

gitio comfin de metilacién coxipesponde 2 la locali-
zacidn donde se encuentra el mismo nucledeido metilado
en diferentes especies de tRIA.

sitio especifico de metilacidn corresponde a la lo-

calizacién donde se pueden encontrar distintos nucledsi-
dos metilados en diferentas especies de tRIN.

ELl nfmero de los residuos es designado s8lo para
acomodar todos los datos existentes sobre secuencia de
tRNA purificados, seglin el modelo de hoja trébol de tRIA.
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a la especificidad de estas enzimas. Para este estudio
generalmente se utiliza un donador de metilos, una fuen-
te de enzima y un tRNA como sustrato aceptor. Dado que
resulta dificil obtener el tRIA sustrato apropiado para
cada tRNA metil transferasa, generalmente se utiliza co-
mo tal, tRIZ maduros con bajo nivel de metilacién. Ha-
bitualmente se utilizan tRIWA extraidos de cepas de L. co-
1i rehnet” (A).Estas cepas auxotrdficas para metionina
se caracterizan por no detener la sintesis de RNA esta-
bles (tRIMA y rRMA) al remover la metionina del medio de
cultivo. También se ha utilizado como aceptor a un tRNA
total extrafdo de alguna bacteria mutante en alguna de
1as tRIA metil transferasas, en este caso el producto de
la metilacién obtenida "in vitro" al usar tRNA derivado
de la mutante y enzima de una cepa silvestre, es identi-
co al obtenido "in vivo" (). Esto indica que la infor-
macidn obtenida por estudios "in vitro" con tRWA y enzima
homdlogos, resulta ser fisiolbgicamente significativa.

4.3.3.2. Sustratos donadores de grupos metilo.

La mayorfa de las enzimas metilantes de tRIA utili-
zan §-Adenosil-metionina como donador de metilos, sin em-
bargo, en algunos sistemas como bacterias Gram positivas
el sustrato para la metilacién de Uridina a ribo Timidina
(5 mu o xrT) es el 5,l0-letilentetrahidro folato £33

Mucho se ha especulado con la idea que los grupos
metilos estfn expuestos a un continuo recambio y que las
enzimas modificadoras estarfan jugando un rol a este ni-
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vel dependiendo de las concentraciones del donadoxr de
metilos y de los productos desmetilados. Sin embargo,
esta idea no se ha podido establecer experimentalmente y
1a evidencia indica que el catabolismo de las bases meti-
ladas y de los tRIA son paralelos. Esto sugiere que los
grupos metilce de las bases menores en el tRNA no estén
expuestos a un activo recambio.

4.3.3.3. Metilacidn de nucledsidos y céncer.

Una caracteristica interesante es que en todos los
tipos de células cancerosas ezaminadas se ha encontrado
un gran aumento en la actividad metilante de tRIA con
respecto a las células normales correspondientes. Exis-
te un enorme aclmulo de datos "in vitro" e "in vivo" que
indica la presencia de bases metiladas adicionales y a-
normales en células tumorales. Dsta hipermetilacién de
nuclebsidos parece corresponder a una induccibén de nue-
vas tRIA metil transferasas con distinta especificidad
en los tejidos oncogénicos (34) . Algo similar se ha en-
contrado con tejidos expuestos a agentes cancerigenos
alquilantes del tipo dimetil nitrosaminas o dimetil sul-
fato (35). Sin embargo, hasta el momento no se ha logra-
do establecer una razdn causal de este fendmeno.

4.3.3.4. Significado fisioldgico de los nucledsidos metilados.

Aunque se dispone de uma gran cantidad de material
experimental sobre las enzimas metilantes de tRIA vy su me-
canismo de aceidn, poco se sabe sobre el rol fisiolbgico
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que estas modificaciones determinan y sblo existen espe-
culaciones sobre el tema.

Actualmente se dispone de muy pocas mutantes de
+RIA metil transferasas a pesar de numerosos intentos en
oste sentido. Algunas de las mutantes tienen afectadas
las enzimas que generad 5 m U (xF) y 1 m G. En ellas
se ha podido precisar que la metilacidn “in vitro" es i-
déntica a la obtenida "in vivo", lo cual indica gque el
reconocimiento del tRNA sustrato por la enzima es inde-
pendiente de si éste estd como precursor o como tRIA ma-
duro (36) .

Eetudios en la mutante de la metilasa de tRNA que
convierte la Uridina 70 en 5 m U o xT indican que aparen-
temente la enzima no afecta el crecimiento de estas ce-
pas como tampoco altera el procesamiento de precursores
de tRNA codificados por el fago T,. Existe informacién
que el oligonucledtido TYC que contiene esta base metila
da y que es comfin a casi todos los tRIR, seria capaz de
jnducir la sfntesis de los guenosim 3', 5' tetra y penta-
fosfatos, los cuales tienen una funcidn pleiotrépica a
nivel de la sintesis proteica y de RNA estables (37) .
Se probd en estos mutantes la capacidad de responder a
este fendmeno regulatorio o llamado también fendmeno de
estrictez y se encontrd que se podia despertar el meca-
nismo sefialado, por lo cual se concluye que la base me-
tilada tampoco serfa necesaria para este mecanismo de
requlacién de la expresién génica (32) .
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El grupo de Bjork ha econtinuado el estudio de la
sfntesis de esta enzima, utilizando un tRNA derivado de
la mutante y enzima de cepas normales. Se ha podido pre-
cisar que el nivel de la tRIA metil transferasa que modi-
fica la Uridina de posicidén 70, se comporta identica res-
pecto a las fluctuaciones de las protefnas y RIA cuando
se gatilla el fendmeno de estrictez. Otras enzimas como
12 metilasa de Guanina en posicién 1 por el contario, no
responde a la regulacién y el nivel de la enzima es inva-
riable durante el fenémeno de estrictez (38). Esto sugie-
re que algunae enzimas de procesamiento de tRIA estarfan
bajo la regqulacién del mecanismo de estrictez mientras
que otras no, lo cual indicarfa una regulacién no coordina-
da de las diferentes enzimas participantes en la biosin-
tosis del _tRIA (39).

4.4. Incorporacifn de la secuencia CCA en el extremo 3' ter-
minal de los tRIA.

Las moléculas de tRNA deben tener en su extremo 3'
la secuencia CCA para participax en la biosintesis de
proteinas.

21 hidroxilo 2' o 3' de la ribosa de la Adenosina
terminal es el aceptor que se esterifica con el aminodci-
do en la reaccidn cataligada por las aminoacil tRIA sin-
tetasas (40) .

ILas mol8culas de tRIA son muy estables (41), sin
embargo, el extremo 3' de la molécula estd expuesto a la
accidn de nucleasas (42) . Se ha encontrado que la célu~
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1a posec un mecanismo capaz de contxarrestar esta dograda-
clén y se considera que existe un activo recambio de la se
cuencia CCA en todos los tRNA (43, 44),

Ia enzima responsable de la incorporacién de los tres

nucledtidos en el terminal 3' de los tRNA es la tRNA nucleg
tidil transferasa. A esta engima se le ha asignado un rol
‘en 1a reparacién del extremo 3' de los tRNA, pero también
se ha demostrado que tendrfa una porticipacién en la incor-
poracién de la secucncia CCA a precursores de tRNA que no

tracn esta secuencia desde el transcrito.

Algunos precursores de tRNA tales como el de tRNAser

del fago T4
plazo la secuencia UAA (45).

, no tiene el CCA sino que contiene en su reem-

Se han encontrado varias mutantes para tRNA nucleo-
tidil transferasa en E. coli y sc ha demostrado que las
cepas que contienen menos del 15% de la tasa noxrmal de la
enzima presentan alteraciones en la velocidad de crecimien
to. Mutantes con un nivel d=l 5% de actividad enzimftica
son incapaces de procesar correctamente a precursores de
tRNA de fagos, lo cual indica que el nivel de la enzima en
contrada "in vivo" es muchas veces superior a la requerida
para la biosintesis de tRNA, pero que esta enzima es esen-

cial para el crecimiento celular (46).

Otras confirmaciones para un rol de la tRNA nucleo-

tidil transferasa derivan de datos obtenidos con eucario-

tyxr-phe

tes. Al secuenciar genes de tRNA de levaduras,

23




se observd que ellos no contienen una secuencia que codi-
fique para ccn (5, 47).rosteriormente al estudiar la trans-
cripcién de los mismos genes se encontrd, en los precurso-
res de tRNA correspondientes, la presencia de CCA, lo cual
imvolucra la participacién en alguna instancia de procesa-

: miento de una actividad semejante a la tRNA nucleotidil
- transferasa (48).

Otra funcién que se postula para la secuancia CCA
de los tRI\ en bactaerias, es la de gatillar el fendmeno
regulatorio de estrictez. El grupo de Richter (49) ha demos
trado que este sistema regulatorlo 8blo se activa "in vi-
tro” por la presencia de tRIA desacilado que contiene in-
tacta la secuencia CCA. Esto se ha podido determinar con
el uso de mutantes de tRIA nucleotidil transferasz. Bn
un sisterm compuesto por pallid, 1'.‘:&1‘-‘1Phe carente del flti-
mo nuclebtido AMP en el extremo 3' yanpremcia de ATP
no se detecta la produccién de los nucledtidos ppGPP Y
prpGpp-caracteristicos del fendmano de estrictez (49) -

Sapuedeconcluirquaalmnoaraenzimwmplem
funciones; porun];adolatnb'ﬂknuclwtidiltnnsfamure-
mmmmdemmmduosytambﬁnwiﬂ
en el procesamiento de tRNA con la incorporacidn de la
secuencia CCA en algunos precursores de tRNA.

Si bien existen dos funciones para una actividad
enzimftica, es factible pensar que existan isocenzimas es-
pecfficas para cada funcién, sin embargo, la evidencia
en E, coli indica que existe e8lo una enzima do peso Mo~
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lecular 37.000 (50). oOtra informacidén indica que la en-
zima presenta una amplia especificidad de sustratos, pues

reconoce como tales a tRIWA maduros y a precursores de

tRNA con cardcter dimérico.

5. EVIDENCIAS QUE PERMITEN POSTULAR ULA SECUENCIA ORDELIADA
DE EVENTOS O "VIA METABOLICAL" EN EL PROCESAMIENTO DE tRNA

g8 en

5.1. Estudios de composicién de nucledsidos modificado

precursores de tRINA.

Se ha logrado aislar un importante nfimero de pre-
cursores de tRNA que presentan variables grados de hipomo
dificacidn en sus bases nitrogenadas y aztcares (51, 52).
Estos antecedentes permiten postular que las modificacio~
nes de nucledsidos ocurren en diferentes etapas del pro-

cesamiento de los precursores de tRIN.

Algunos ejemplos de precursores de tRNA hipomodifi-
cados son el precursor de tRHAtyr sup3 aislado a partir

de mutantes de RNhsa P en E.coli (51) En este precursor se
encontraron bajos los niveles de los nucledsidos modifi-
cados ¥ , xT, 16 y no se detectd la presencia de

2-0-m G que estd presente en el tRNA maduro. Otro sis-
tema muy estudiado es el de los precursores de tRNA ai-
méricos de fago T,. que han sido aislados en bacterias
mutantes para RNAg,, P infectadas con dicho bacteriofago (57)
Estos precursores de tRINA se encuentran hipomodificados

en 2-0-m U, 2-0-m C y son carentes totalmente de 2-0-m G.
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Anflisis de nucledsidos modificados en eucariotes
demuestran que un precursor de tRNAPhe aislado desde una
nutante de procesamiento de levaduras no contiene la ba-
se Y y los nucledsidos 2-0-m C que estfn en el asa dol
anticodsn en este tRNA maduro, as{ como tampoco contiene
2mGy 2-0-m G en el asa dihidrouridina (48) . También

" al precursor de tRNAtyr aislado desde estas mutantes de
procesaniento en levaduras, no posee las bases iﬁA Y
N%‘? 4im G en el asa del anticoddén, as{ como tampoco
2mG, 5mC y 2-0-m G en otras regiones de la molé&cula

(14, 48).

Toda esta informacidn de procariotes y eucariotes
suglere que las enzimas modificadoras actuarfan durante
1a maduracién de los diferentes precursores de tRNA Y
que algunas enzimas de procesamiento como las que gene-
ran xT, ¥ del brazo TYC, 54U y D actuarian temprano
inmediatamente después de la sintesis del transcrito pri-~
mario. Por el contrario otras enzimas modificadoras, ta-
les como las que metilan la ribosa de los nuclebsidos, o
las que modifican las bases del anticodén y también las
enzimas involucradas en la remocién de secuencias inter-
ealadas en eucariotes, deberfan actuar en etapas mis tar-
dfas del procesamiento de tRIA. ;

5.2. Estudios de pulso y caza en metilacién de tRNA

otro enfoque que ha aportado elementos para postu-
lar la existencia de una via metab8lica en la maduracién
de los precursores da tRN\ proviene de estudios de pulso
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y caza. En estos estudios se detiene la transcripeidn
de nuevos precursores de tRIA con antibiéticos y se ana~
liza a diferentes tiempos despuds de la detencién de la
s{ntesis del RNA, la metilacién de nucledfsidos por marca-
cidn con pulsos de metionina radioactiva en el metilo y
posterior caza con el aminofcido frio. Aislando molécu-
las con caracterfsticas de precursores de tRNA se ha po-
dido evidenciar que la metilacién ocurriria en tres eta-
pas consecutivas. Las metilasas que reconocerian muy
temprano a precursores de tRNA serfan las que generan
lm G,_N2'2 dim G vy 7 m G. Existirfa otro tipo de meti-~
lasas que actuarfan en etapas intermedias y serian las
que producen 5 mC, S mUO ¥ y L mA. Finalmente, las
metilaciones m&s tardfas en el procesamiento de los tRNA
involucrarfan la metilacién de las ribosas (53).

ta informacién aportada por este enfoque y el and -
1isis de los nucledtidos en los precursores, coinciden
en indicar la existencia de una secuencia de reacciones
ordenadas especialmente en el caso de las tRMA metil trang

ferasas que metilan ribosas.

5.3. Resultados de procesamiento de tRNA en gsistemas heterd-

logos.

En los filtimos afios el desarrollo de técnicas arti-
ficiales de recombinacién gen&tica han permitido aislar
genes de tRNA y estudiar la transcripcién de ellos en sis-
temas heterdlogos. Algunos ejemplos de esta situacién son
los estudios realizados por Schmidt y col., con la trans-
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cripcibn de genes de tRNAlYS de Drosophila "in witro", u-

gando extractos dc nficleos dec oocitos X. laevis (54).

En cste sistem~ se ha aislado en incubaciones muy cortas,
un precursor de tRNAlYS que se recupera hipomodificado res
pecto al tRil maduro en las bases 2 m G, t6A, 7 mnG,

5 mcyD.

otr> evidencia la preseantan De Robertis y Olson con
genes de tRNityr de levaduras y los estudios de Kressmonn
y col. con los genes de tRNAimet de X. laegvis. Estos gru-
pos han estudiado la transcripcidén de los genes y el proce
samiento de los tRNA precursores "in vivo" por microinyec-
cibén de los gencs insertos en plasmidios, a nficleos de oo-
citos de X. laevis. Sec han aislado precursores en diver-
sas ctopas de maduracibén a juzgar por su tamafio, composi-
cién de nuclebsidos modificados y presencia o ausencia en

ellos de la sccuencia CCA (55, 56).
wx

Los precursorcs de tRIT: encontrados son de 108,
104 y 92 nuclebtidos, mientras que el producto maduro con-
tiene s8lo 78 nucledtidos.

Los estudios de procesamiento de precursores de
R BV

tido aislar mf&s de una molécula precursora y detectar por

de levaduras en oocitos de X. laevis, han permi-

estos resultados una cierta szcuencia de rcacciones enzi-
miticas de procesamiento. Probablemente un estudio mis
acabado en ¢l cndlisis de otros nucledsidos modificados
seria interesantisimo, pues nos permitiria precisar la e-

tapa de maduracién del precursor de tRNi en que act@a ca-
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da enzima. De todos modos con la informacidn que se tie-
ne parecerfa que una etapa muy temprana de procesamiento

seria la de remover los oligonucledtidos extra presentes

en las puntas 3' y 5', mientras que otras como la incor-

poracién de la secuencia CCA y la metilacién de la Cito-

sina de posicién 70 a 5 m C en este tRIA serfa intermedia
en el esquema de maduracién.

por filtimo los resultados también sugieren que la
eliminacidn de la secuencia intercalada existente en la
regién del anticodén de algunos precursores de tRMA de
eucariotes, serfa un fendmeno muy tardfo.

5.4. Orden de etapas en la génesis de la secuencia CCA en
B. Call,

El grupo de Seidman y Mc Clain ha estudiado exten-
samente la transcripcién y procesamiento del precursoxr
de tRNA dimérico prolina-serina codificado por los fagos
T2 Yy T4 con mutantes de RiA gy P en la bacteria huesped.
El transcrito primario o precursor temprano en T4 no con-
tiene la secuencia CCA en ninguno de los dos precursores
de tRNA, mientras que en el fago Tz dicho precursor trae
codificado desde el genoma la secuencia CCA para el tRNA
que representa el extremo 3' del precursox dimérico. Al

sex

comparar el procesamiento de estos dos precursores se po-
drfa resumir en varias etapas. La primera enzima en par-
ticipar sobre el precursor sexrfa una exonucleasa de espe-
cificidad 3' que remueve la secuencia incorrecta existen-
te en el lugar del. CCA, luego se incorporarfa la secuencia
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CCA por la tRNA nucleotidil transferasa y al final seria
reconocida la estructura resultante como sustrato para la
endonucleasa P, la cual elimina segmentos extra en la pun-
ta 5' y genera los tRiR®F y wmmF° (57).

otro ejemplo de macduracidn de precursores de tRNA
en etapas es el de tRHntir sup3 de E. coli. Este siste-
ma desarrollado también en bacterias mutantes para RB_. P
se diferencia del precursor dimérico de prolina-serina de
T, pues trae la secuencia CCA desde el transcrito. Aqui
los eventos de procesamiento involuecran en la primera e-
tapa la accién de la endonucleasa P que remueve una se-
cuencia extra de 41 nucledtidos en el extremo 5' del pre-
cursor. Una vez que se ha genexado la punta 5' del pro-
ducto maduro, operarfa la exonucleasa de especificidad 3'
que corta un par de nucledtidos distal a la secuencia CCA.

Esta enzima tiene caracteristicas similares a la RNAsa D
£7}.

Se puede concluir entonces que algunos eventos de
procesamiento,como son los que involucran endonucleasa P
y exonucleasas de especificidad 3' y tRNA nucleotidil
transferasa, ocurririan en un orden preciso de eventos.
Sin embargo, al tenor de la informacidn de los sistemas
seflalados no existiria un esquema universal de procesa-
miento para diferentes precursores de tRNA, ya que el oxr-
den de participacién de las enzimas no es el mismo y apa-
rentemente existen exonucleasas de especificidad 3' dis-
tintas para precursores gque tienen o no la secuencia CCA.
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6. ESTUDIO DE AICUMAS REACCIONES DE PROCESAMIENTO DE tRNA
EN OOCITOS DE X. LAEVIS REALIZADAS EN LA PRESENTE TESIS.

La presente tesis describe los estudios realizados
sobre dos aspectos del procesamiento de tRNA en oocitos de
X. laevis, tales como la metilacidén de tRNA y la incorpo-

racién de la secuencia CCA en el terminal 3'.

El sistema biolégico empleado presenta ventajas muy
especiales, como ser la posibilidad de microinyectar las
células con cantidades apreciables de compuestos definidos
y la facilidad con que se pueden remover y limpiar manual-
mente los niicleos de oocitos. Estas caracteristicas del
sistema nos han permitido dirigir nuestro trabajo hacia la

contestacién de las siguientes preguntas:

a) ¢Cudl es la distribucidn en los compartimentos nuclear
y citoplasmdtico de enzimas que participan en el procesa-
miento del tRNA? Como partes de .sta pregunta se pueden

plantear los siguientes puntos adicionales:

1. ¢Son iguales las enzimas nucleares y citoplasmidticas
que intervienen en la misma reaccidn?
2. ¢Estd la secuencia de reacciones de procesamiento en
parte controlada por la distribucién de las enzimas
que catalizan dichas reacciones? - .
b) zSe puede.reparar "in vivo" un tRNA gue ha sido microin
yectado en el citoplasma de oocitos de anfibio después de
remover quimicamente uno o dos de los nucledtidos del ter-
minal 3'. Como subpreguntas se pueden agregar las siguien

tes:
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1. 2Son los requerimientos de la tRNA nucleotidil trans-
ferasa estudiada "in vivo" los mismos que los de la en-
zima descrita en el tubo de ensayo?

2. 2Son funcionales los tRNA reparados "in vivo"?

A continuacidn se describen los métodos y resulta-
dos obtenidos para enfocar estas preguntas.




CAPITULO II

MATERIALES ¥ METODOS

1. METODOS

1.1. Purificacién de tRNA metil transferasas

Las tRNA metil transferasas de ovario de rana X,
laevis se purificaron segin el Método descrito por Hurwitz
y Gold con algunas modificaciones (79). Se homogeneiza
30 g de tejido con 40 ml de una solucidén que contiene:
Tris-HC1l 50 mM pH 7,5, KC1 200 mM, MgCl2 3 mM, /3-ﬂercapto
etanol 2 mM y EDTA 0,5 mM. El1 homogeneizado se centrifuga
a 20.000 x g durante 15 minutos y el sobrenadante resultan
te se somete a una centrifugacién a 105.000 x g durante 1
hora. El sobrenadante gue se obtiene es sometido a didli-
sis durante 16 horas contra una solucidn que contiene:
Tris-Hcl 20 m1 pH 7,5, MgCl, 3 mi, ,3-mercaptoetanol 2 mM
y EDTA 0,5 mM. El extracto dializado se som-‘e a una cro-
matografia de intercambio amiénica en una columna de DEAE-
celulosa (5 x 2 cm) equilibrada en la soluci é4n utilizada
en la didlisis y las actividades metilantes de tRNA se elu
yen con una gradiente de concentracién de KCl entre 0 y 0,4
M. Se recogen las fracciones con actividad enzimétiqa Yy
se concentran por ultra filtracién en menbranas "Amicon"

Yy se guardan con glicerol al 30% a -20°.
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1.2. Ensayo de medicidn de actividad enzimitica de tRNA metil

transferasas.

El ensayo de actividad contiene: Tris-fiIC1l 20 mM
pH 8,4, KC1 100 m4, EDTA 5 mM, DTT 2 mi, 0,1 mg de tRNA
total de E. coli, [BH] metil SAM 40 M de actividad es-
pecifica 50 Ci/mol y cantidades variables de enzima en un
volumen final de 0,1 ml. Se adiciona espermina y Mg+2
cuando se indica. La reaccibén se incuba a 37° durante 15
minutos, después.de lo cual se detiene con dcido triclo-
roacético al 5%; la mezcla se filtra v se lava a través
de filtros de fibra de vidrio, los que se secan y cuentan
en un contador de centelleo liguido con una eficiencia pa

ra °H de 30%.

Se define la unidad enzimdtica como la cantidad de
enzima capaz de incorporar 1 pmol de grupos metilo a tRNA

en 15 minutos a 37°.

1.3. Obtencién de niicleos y oocitos anucleados.

Los nficleos de oocitos en estado VI de oogénesis
(con un didmetro de 1,2 mm) se extraen manualmente segin
el Método de Brown (80), preincubando previamente los ococi
tos en una solucién que contiene: Hepes 10 mM pH 7,4,
KCl 70 ‘nM,' MgCl, 7 mM, DTT 1 mM y EDTA O,1 m.  Esta
solucidén es hipotbnica respecto a la célula, lo que pro
voca un aumento de su presidén osmética y se favorece la
expulsién del nicleo. Posteriormente se practica una

puncién superficial en el centro del polo animal

del oocito y se aplica una leve presién en
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presién aon pinzas en el ecuador del foliculo, lo que pro
voca la salida del nficleo. Los nficleos se aislan del resg
to de la cdlula con pipeta Pasteur y se lavan varias ve-
ces ocon la solucidn descrita anteriormente.

Los oocitos anucleados son agquellas células en las
cuales se tiene la certeza de que su nficleo ha salido in
tacto. Considerando que el proceso de anucleacidn se ha-
ce por aplicacibén de presidn sobre el oocito, generalmen-
te sale también parte del vitelo del citoplasma; este ma-
terial se ha cuantificado y representa entre el 20 a 30%
del total del citoplasma.

1.4. Medicidn de actividad enzimftica para tRNA metil trans-
ferasas vy tRMA nucleotidil transferaga desde sobrenadan-

tes de nficleos, oocitos anucleados y oocitos enteros.

Se homogeneizan los nficleos, los oocitos anuclea-

dos y los oocitos enteros en un minimo de solucibén de ex-
traceidn de los nficleos. Posteriormente se centrifugan
los extractos a 20.000 x g durante 15 minutos y el scbre-
nadante que resulta se relaciona al nfimero de células u
organelos. Se mide actividad enzimftica segfin se descri-
be para cada enzima y se utiliza como blanco un ensayo

de actividad sin tRNA sustrato ex8geno.

1.5. Purificacidn de tRNA nucleotidil transferaga.

Se purifica la enzima desde ovario de X. laevis
por homoganeizacién de 30 g de tejido con 40 ml de una
soluci8n que contiene: Tris-HC1l 50 m M pH 7,5, Mgc12

35




10 nM, ﬂ-mercaptoetanol 2 mil y sacarosa 200 n!M. El
homogeneizado se centrifuga a 20.000 x g durante 15 ninu-
tos y el sobrenadante que resulta se centrifuga a
105.000 x g durante 1 hora. ILa fraacién soluble de esta
centrifugacién se precipita con sulfato de ambnio entre
40 y 80% de saturacién y el precipitado' de proteina se
resuspende en un minimo de solucién que contiene:

Tris-HCl 10 nM pH 7,5, MCL, 1 nM, /3 -mercaptoeta-
nol 1 nmM y EDTA 0,1 mM. Para extraer el exceso de sul-

fato de amonio se realiza una filtracidn de la enzima en
una columna de Sephadex G-25 (20 x 1,5 cm) equilibrada
en la solucién de resuspensidn de proteina. ILa fraccidn
de protefna excluida de la filtracién en gel se somete

a una cromatografia en una cclumna de DEAE -celulosa

(5 x 2 cm) equilibrada en la misma solucién anterior.

En estas condiciones la enzima queda retenida y se
eluye posteriormente con una gradiente de KCl entre 0 ¥
0,3 M. La tRNA nucleotidil transferasa eluye con una
concentracidn de KCl de 0,15 M y las fracciones con acti-
vidad se goncentraron por ultrafiltracién a través de

membranas "Amicon" y se guardan con 30% de glicerol a
-20°,

1.6. Bnsayo "in vitro" de medicién de actividad enzimftica
para tRNA nucleotidil transferasa
Eil ensayo de actividad "in vitro" contiene: Tris-

/>l 50 nM pH 9,0, MgcJ.2 10 nM, /A-mercnptoctanol 2 mM,

[BH‘J CTP 0,6 mM © [31{] ATP 4 nM de actividad especi-
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1.7. Preparacidn de tRNA

fica 20 Ci/mol, 0,3 mg de tRNA total de levadura comercial
(Schwarz) que tiene su extremo 3' con un 12% terminado en
-CCA, 40% terminado en -CC y un 38% terminado en -C y pre-

paracién de enzima variable en un volumen final de 0,1 ml.

. La mezcla de reaccidén se incuba durante 15 minutos a 37°

vy luego se detiene la reaccidén con dcido tricloroacético a

—5%. La mezcla resultante se filtra y se lava a través de

filtros de fibra de vidrio, los que se secan y cuentan en

un contador de centelleo liquido con una eficiencia de 30%

para 3H.
Se define una unidad enzimdtica como la cantidad de
enzima necesaria para incorporar 1 pmol de [BH] AMP o

[BH] CMP a tRNA en 15 minutos a 37°.

phe modificados en su extremo 3'.

phie modificados se preparan segln

Los diferentes tRNA
el Método de Daniely Littauer (69), las siguientes etapas:
a) tRNA-CCon: Se prepara el tRNA oxidado por oxidacién
de tRNAPP® con periodato de sodio en una relacibén de 0,3
pmoles de periodato/mg de tRNA en una solucién que contie-
ne acetato de sodio 50 mM pH 5,0 durante 20 minutos a 20°
en la obscuridad. La reaccién se detiene con la adicién
de un exceso de 10 veces de glicerol para eliminar el exce-
S0 de periodato gue no ha reaccionado. E1 tRNAPP® oxidado
se recupera por precipitacidén con dos volimenes de etanol
absoluto.

b) tRNA-CCp: “~ prepara por tratamiento del tRNAgie por
peliminacién con lisina 0,3 M pH 8,0 durante 20 minu-

tos a 20°. El producto corresponde a un tRNA que
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ha perdido la Adenosina 3' terminal pero conserva el fos-
fato. El tRNA se recupexra por precipitacién con dos vo-

1Gmenes de etanol absoluto.
c) tRNA-CC: E1 tRNA resultante del tratamiento anterior

gse incuba con fosfatasa alcalina bacteriana a una concen-
tracién de 0,06 Unidades/mg de tRNA en una solucién que
contiene: Tris-HCl 100 mM pH 8,5 ¥ MgCl, 10 mM duran-
te 90 minutos a 37°. La reaccién se detiene con 1 volu-
men de fenol saturado en agua Y agitacién violenta. Se
centrifuga a 5.000 x g duxante 15 minutos y se recupera
1a fase acuosa. Esta operacién se repite dos veces Yy la
Gltima fase acuosa se precipita con dos volGmenes de e-
tanol absoluto. EL precipitado se 1iofiliza y resuspen-
de finalmente en agua.

d) tRNA-C: Este tRNA se prepara por un nuevo ciclo de
oxidacidn, /‘I eliminacién y remocién de fosfato consecu-
tivos a partir de tRNA-CC.

1.8. Microinyeccién de tRNA

Se inyectan oocitos de estados V y VI de la oogé-
nesis seleccionados manualmente. EL contenido de la in-
yeccién se dirige al citoplasma de la célula pues la
microinyeccién se hase en el ecuador del oocito. Se pragc
tica la inyeccién con microagujas calibradas y con un dif
metro en su extremo del orden de 5 um El volumen del
PP do 10 mg/ml inyectado varid entre 20 a 50 nl en
los diferentes experimentos.

38




s —

1.9. Cuantificacién "in vivo" de la tRNA nucleotidil tyans-

ferasa

El ensayo de actividad de la tRNA nucleotidil trans-
forasa se mide indirectamente pox cuantificacibn de la
aminoacilacién de tRNAphe inyectado en oocitos. Para

ello se preincubaron oocitos de ostado V y VI de la oogé-

nesis con 20 ui1 de [14C]A-feni1alanina de actividad es-

pecifica 270 Ci/mol en una solucién salina para anfibios
durante 2 horas a 21°. posteriormente se inyectan los
oocitos segfin se explica en la seccidn anterior en gru-
pos de 5 oocitos en duplicado. Después de la inyeccién
los oocitos sa incuban por el tiempo indicado en 50 nl
fn salina para anfibio recién preparada Yy [ldb}
fonilalanina a 21°. ILa reaccién se detuvo por lavado de
las células con solucién salina para anfibio y con 4 ml
de fenol al 50% en una solucién que contiene: acetato

de sodio 20 mM pH 5,0, M9012 10 mM, EDTA 1 mM, Tri-
£8n X-100 0,1% y 0,1 mg de tRNA total de levadura como aca
rreador. LOS oocitos se homogeneizam en la mezcla fe~-
nélica y la fase acuosa sa separd por centrifugacién a
5.000 x g durante 15 minutos. Se toman .alicuotas de
0,5 ml, las que se precipitan con Scido tricloroacéti-
co al 5%. EL fenilalanil-tRIAP'® formado sa retuvo en
filtros‘de fibra de vidrio, los que se lavans ne&an

y cwantan en un contador de centelleo liquido con una

eficiencia da 70% para 14c_.

da solucl
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1.10. Purificacién de tRNA total de higqado y ovario de X.
laevis.

Se homogenaizan en juguera Oomni Mixer, 40 g de te-
jido (hfgado u ovardo) con 100 ml de fenol saturado en
agua y 100 ml de una gsolucién que contiene: Tris-HCl

20 mM pH 7,5, Kol 25 mi, MgCl, 5 mMy /3-mercaptoe-
tanol 5 mM. El material resultante se centrifuga a
20.000 x g durante 15 minutos y el sobrenadante obtenido
se trata con dos volfimenes de etanol absoluto.

Después de centrifugar a 20.000 x g durante 30 mi -
nutos el extracto etandlico, el precipitado final se re-
suspende y dializa contra una solucién éptima para DNA_ T
que ccntiene: Tris-HCl 20 mM pi 7,5, KC1 25 mid, MgCl2
20 mMy ;3 -mercaptoetanol 5 nM. El extracto de fici-~
dos nucleicos se digiere con DNA__I 2 una concentracidén
de enzima de 2 ng/ml durante 20 minutos a 37°. Se detie-
ne la reaccién con un volumen de fenol saturado en agua
y agitacién violenta. Ia fase acuosa obtenida de la exX-
traccién fenblica se trata con cloruro de sodio 2 M para
hacer precipitar los &cidos ribonucleicos de alto peso
molecular. La mezcla salina se centrifuga a 20.000 x g
durante 30 minutos y el scbrenadante que resulta se re-
cupera con dos volfmenes de etanol absoluto. El precipi-
tado resultante se resuspende y dializa en una solucidn
de equilibrio de DEAE-celulosa que contiene: 'I‘ria-Hoi :
100 mi p 7,5, MgCl, 10 mM y EDTA 1 mM. EL material
equilibrado en la solucidn anterior se somete a una Cro-
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matografia en DEAE-celulosa. En estas condiciones los
dcidos nucleicos son totalmente retenidos en esta resina
Yy se eluyen con una solucidén semejante a la del lavado,
pero con la adicién de KCl1 1 M. Las fracciones que con-
+ tienen una absorbancia a 260 nm mayor que 0,1 Unidades se
juntan y se llevan a pH 10 con hidréxido de amonio. E1
‘material resultante se incuba durante 20 minutos a 37° pa
ra desacilar los tRNA de la preparacién y se detiene el
tratamiento llevando a 0° y cambiando el pH final con ace
tato de sodio 50 mM pH 5,0. La mezcla se dializa contra

agua y se liofiliza.

1.11. Determinacién de pesos moleculares de tRNA nucleotidil

transferasa vy tRIA metil transferasas.

Los pesos moleculares de las tRNA metil transferasas
y tRNA nucleotidil transferasa fueron determinadas utili-
zando una columna de filtracién en gel de Sephadex G-200.

La estimacién del peso molecular se hizo mediante
comparacién de los volimenes de elucién de las enzimas de
procesamiento de tRNA con las de otras proteinas utilizadas
como referencia seglin el método de Andrews (58). Esta cro
matografia se hace en una columna de (65 x 1,5 cm) equili-
brada con una solucién tampén que contiene: Tris-HC1 20 mM
PH 8,0, KC1 150 mM, Mg012 3 mi, s3-mercaptoetanol 2 mi y
EDTA 0,5 mM.

La concentracién de las 6 proteinas de referencia
fue de 2 mg/ml y se determina el volumen de elucidn de
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ellas por medicién de la absorbancia a 280 n m, excepto
para el citocromo ¢ y el azul dextrano los que se detec-
taron a 414 y 630 nm respectivamente.

La deteccién de actividad enzimdtica se haoce utili-
zando 0,1 ml de cada fraceidén de enzima en un volumen
final do 0,15 ml segfin se describe en los MStodos.

FUENTE DE LOS MATERIALES

Acetato de sodio
&cido clorhfdrico
fcido tricloroacético
ATP

[31-1 ]A'rp

azul dextrano
citocromo c

cloruro de magnesio
cloruro de potasio
cloxruro de sodio

cTP

[311 :[c'rp

DEAE ~celulosa

DTT
DNA_ I
EDTA -Na
etanol
L-fenilalanina

[14b] L-fenilalanina

2

Baker

Marxck

Merck

Sigma
Amarsham
Pharmacia
Sigma

Baker

Sigma

Sigma
Sigma

New England Nuclear
Sigma

Sigma
Worthington
Sigm




fenol

May-Baker

filtros de fibra de vidrio Whatman

fosfatasa alcalina
bacteriana

fosforilasa b
glicexol
g—gldbulina humana
GTP

(3] ore

Hepes

hidrdéxido de amonio
lisina

membranas ultrafiltracidn

}B—marcaptoetanol
periodato de sodio
poli U
quimotripainégeno A

[ ]matil SAM
carosa

Sephadex G-25, G-200
gseroalblimina de bovino

Tris (base)

tRIMA de levadura
tRNA de E. coli
R PP® ge lovadura
rriton X-~100

uTP

(% ] vre

Worthington

Schwarz Mann
Sigma
Schwarz Mann
Sigma

New England Nuclear
Sigma

Sigma

Sigma
Amicon
Sigma

Sigma

Sigma
Schwarz Mann
Sigma
Amersham
Bakex
Pharmacia
Sigma

Sigma
Schwarz Mann
Calbiochem
Boehringer
Sigma

Sigma
New England Nuclear




Amersham: The Radlochemical Centre Amershang. Inglaterxa
Amicon: Amicon Corporation. Lexington, Mass., U.S.A.
Baker: Baker Chemical Co. Phillipsburg, N.J. U.S.A.
Boehringer: Boehringexr Mannheim. Mannheim, Alemania

~ calbiochem: Calbiochem, san Diego, california, U.S.A.

May Baker: May-Baker Ltd. Dagenhanm, Inglaterra

‘Mexcl:: Merck, Darmstadt, Alemania

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

Pharmacia: Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Suecia

Schwarz Mann: Schwarz Mann Res, Orangeburg, W.,¥., U.B.A.

Sigma: Sigma Chemical Company, St. Louis, U.S.A,

Whatman: Whatman, W. and R. Balston Ltd., Inglaterra

Worthington: Worthington Biochemical Co. N.J., U.S.A.




l CAPITULO IIX

RESULIADCS

1. CARACTERIZACION DE ALGUNAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS QU=

PARTICIPAN EN EL PROCESAMIENTO DE tRNA EN OOCITOS DE
X. LAEVIS,

1.1. tRN¥A nucleotidil transferasa

La tRNA nucleotidil transferasa es una enzima duya
actividad se mide por la incorporacidn de CMP y/o AlP
radioactivo a tRNAs que carecen total o parciglmente de
la secuencia CCA en su extremo 3'.

1.1.1. Purificacidn parcial de la tRIA nucleotidil transfe-

rasa.

La tRNA nucleotidil transferasa se purific® parcial
mente a partir de una fraccidn sobrenadante obtenida des-
puds de centrifugar un homogeneizado de ovario a 105.000xg
por 1,5 horas. Con este sobrenadante se realizf un £frag
cionamiento eromatogrdfico en columa de DEADL-celulosa
elufda con un gradiente de Xol. ILa actividad enzimftica
es retenida en la columa en la solucidén inicial y eluye
como un solo pico a una concentracién de KCl de 0,15 M
(Figura 1) . ILas fracciones con actividad enzimftica se
concentran mediante ultrafiltracién y se guardan ' en
presencia de glicerolal 30% a-20° para ser utilizadas en
los estudios de caracterizacifn de esta enzima.
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Figura 1. Purificacidn parcial de la tRNA nucleotidil
transferasa de ovario de X. laevis por cro-

matografia en DEAE-celulosa.

Se cromatografia un sobrenadante de 105.000 x g
_proveniente de 30 g de ovario en las condiciones descri-
tas en Métodos. Las enzimas se eluyen con una gradiente
salina de KCl. Se recogen fracciones de 2 ml y se toman
alicuotas de 0,1 ml para medir actividad enzimitica en un
volumen final de 0,15 ml en idénticas condiciones a las

descritas en Métodos.

(---&---A-) absorbancia a 280 nm
—8—0) KCcl (M)
{9 actividad enzimdtica
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1l.1.2. Caracterizacidén de la tRNA nucleotidil transferasa par
cialmente purificada desde ovario,
Para estudiar los requerimientos de la enzima se mi-
did la reaccién enzimdtica usando los nucledtidos trifosfa
tos [3H} ATP vy {BHJ CTP como sustratus y tRNA total de le-
vadura hidrolizado parcialmente en el extremo 3' terminal
‘con 40% terminado en -CC y 38% terminado en -C, como se pu
do determinar por la capacidad aceptora de CMP y AMP, cata

lizada por la tRNA nucleotidil transferasa de ovario.

En la Tabla II se observa gue cuando se utiliza CTP
como sustrato la enzima es totalmente dependiente de tRNA
hidrolizado en su extremo 3' y Mg+2. Por otr6 lado si se
reemplaza el tRNA hidrolizado de levadura por tRNA de oco-
citos o poli U no se observa incorporacién de CMP. La a-
dicién de RIA__ pancratica al sistema completo logra inhi
bir la incorporacidn a material insoluble en &cido, lo

cual demuestra que se trata de una incorporacién a RNA.

Cuando se utiliza 3H ATP y tRNA de levadura hidro
lizado en el extremo 3' como sustratos, se observa una
considerable incorporacidn de l3HJ AMP. En este caso, al
usar tRNA de oocito de X. laevis como aceptor, se detecta
una apreciable incorporacidn de [BH} AMP a diferencia de
lo que ocurre al usar {;H] CTP como sustrato con el mismo
aceptor. DLstos datos sugieren que el tRNA de oocito con-
tiene una fraccidén de tRWNA, cuyo terminal 3' carece de Ade
nosina, pero no de residuos de Citosina, teniendo por lo
tanto, la secuencia-CC. También se okserva en esta Tabla
II gque la enzima es parcialmente estimulada por espermina,
aunque el policatidén no logra reemplazar los requerimientos

de Mg+2 en la reaccién.
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TABLA II

Requerimientos de la tRNA nucleotidil transferasa de

ovario de X. laevis

_ Nucledtido Condiciones Actividad enzimdtica
sustrato (Unidades)
lBH] CTP Sistema completo 720

M&s espermina 1.190
Menos MgC12 61
Menos/6~mercaptoetanol 520
Menos tRNA 30
Menos tRNA '
+ tRNA oocito 70
Menos tRNA + poli U 54
Completo + RNAsa 45
{3H] ATP Sistema completo 1.060
Mas espermina 1.705
Menos MgCly+ espermina 193
Menos tRNA : 40
llenos tRNA
+ tRIA oocito 320
PH] GTP Sistema completo 38
PH} UTP Sistema completo 270
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TABLA II

El sistemn completo de la reoccidn contiene:
Tris-HCl 50 ml pH 9,0: MgCl, 10 m‘yi,/3 -mercaptoetanol
2 nM; [;H} nucledtido trifosfoto 3 mi, 150 ug de enzi-
ma purificada desde DEAE-celulosa y 0,3 ug de tRNA total

de levadura. Cuando se reecmplaza el tRNA de levadura por

otro RIT:. se usa una cantidad equivalente de tRNA total

de oocito o poli U. Se usa RiA A durante la incubacibn

a una concentracidén de 0,1 pg/ml. Se usa una cantidad de

espermina de 2 mM.
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Cuando se usa [3H] GTP en vez de [3HJ cTP o[aﬂ] ATP,
se observa gue este nuclebtido no es sustrato de la tRNA
nucleotidil transferasa. Oin embargo, se observa una con-
siderable incorporacidén de [3H] UMP cuando se usa Lan] UrP
como sustrato (Tabla II). Esto indica que la tRN. nucleo-
tidil transferasa de ovario presenta la misma caracter{s-
tica de otras tRIA nucleotidil transferasas de incorporar

UMP a tRNA (59).

1.1.3. Determinacién del peso molecular de la tRMA nucleoti-

dil transferasa.

1a determinacién de peso molecular de la tRNA nucleo
tidil transferasa se hace por filtracioa en gel utilizan-
do la resina Sephadex G-200 (Figura 2).

Al filtrar la fraccién enzimftica parcialmente pu-
rificada por DEAE-celulosa, en una columna de Sephadex
G-200 (65 x 1,5 cm) equilibrada con una concentracidn
0,15 M de KCl, la actividad enzimftica eluye en dos com-
ponentes de 40.000 y 80.000 (Ficura 2n) .

En cambio, si la columna de Sephadex se equilibra
con una solucidn de baja fuerza idnica y 0,02 MM de K1,
la actividad enzim&tica eluye como una sola entidad de
peso molecular 80.000 (Figura 2B) . Para determinar si la
forma pesada resulta de una asociacién de la forma livia-
na, se aisld una fraccidén de la forma liviana y se filtres
nuevamente a través de la misma columa en condiciones
de baja fuerza idnica. En la Figura 2C, se observa gque
la enzima eluye como forma pesada, lo cual sugiere gque
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Figura 2. Determinacién de peso molecular de la tRNA

nucleotidil transferasa de ovario de X.laevis

Se filtra en una columna de Sephadex G-200, 740 pg
de una preparacidén que contiene tRNA nucleotidil transfe-
rasa parcialmente purificada en DEAE-celulosa en distin -

tas condiciones:

En A se £iltrd la enzima con una solucidn gque conte-
nia: Tris-Iicl 20 miM pd 8,0; KC1 150 1; MgClz 3 m4; /3-mer-
captoetanocl 2 mil y EDTA 0,5 mi.

En B se filtrd igual cantidad de enzima a la usada
en el experimento A, excepto que la solucidén utilizada

contiene 20 mi4 en vez de 150 mM de KCl.

En C se refiltrd en Sephadex G-200 en las condicio-
nes del experimento B, la forma liviana que aparece marca

da en el experimento A.

Las muestras se filtraron a través de la columna con
un flujo de 9 ml/hr, se recogieron fracciones de 2,5 ml y
se determind la actividad enzimdtica en alicuotas de 0,1
ml en un volumen final de 0,15 ml segin condiciones descri

tas en Métodos.

En D se muestra la calibracién de la columna de Se-
phadex G-200 con las siguientes proteinas marcadoras como
referencia: g‘globulina humana (160.000), fosforilasa b
(94.000) , seroalblmina de bovino (67.000) , ovoalbimina
(45.000) , quimotripsindégeno A (23.000) y citrocromo c
(12.500) . Las flechas indican el volumen de elucidén de las
formas liviana y pesada de tRNA nucleotidil transferasa.
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la tRNA nucleotidil transferasa de oocito puede existir
en dos formas de peso molecular alrededor de 40.000 vy
80.000 y que en condiciones de alta fuerza idénica tenderfia

a disociarse a la forma de bajo peso molecular.

| La columa de Sephadex G-200 utilizada para deter-
minar peso molecular se calibré con seis proteinas globu
lares de peso molecular conocidos; § globulina humana,

fosforilasa b, seroalbimina de bovino, ovoalbfmina, qui-

| motripsinégeno A y citocromo ¢ (Figura 2 D).

1.1.4. Determinacidn de constantes cinéticas de la reaccién
de incorporacidén de CMP y AMP a tRNA catalizada por la

tRNA nucleotidil transferasa.

En la Figura 3 se muestran graficas de Lineweaver y
Burk para expresar el efecto de las concentraciones de
CTP y ATP sobre la velocidad de incorporacién de los nu-
clebtidos monofosfato al tRNA. Se observa que la enzima
presenta un K, aparente de 0,2 mM para CTP y de 2,0 mM
| para ATP. Cabe destacar que estos valores de Ky son muy
similares a los descritos para la tRIA nucleotidil trang

ferasa purificada de otros sistemas de eucariontes (60).

El valor relativamente alto de Ky para ATP podria
explicar el hecho de que en el oocito exista una poblacién
de tRNA igual a 12% del total que carece de AMP 3' termi-
nal como se observd en la Tabla II. Ademi&s se ha encon-
trado que la concentracién de ATP en el oocito si se

supone que el nuclebtido se encuentra homogénea-
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Figura 3. @&fecto de la concentracidén de ATP y CTP en la

velocidad de reaccidn de la tRNA nucleotidil

transferasa de ovario de . laevis.

Una cantidad de proteina que contenia 32 pg de tRNA
nucleotidil transferasa parcialmente purificada desde
DEAE~celulosa se ensayd para medir actividad enzimdtica
segin Métodos. La medicidén se hace utilizando las condi-
ciones descritas en Métodos. Como sustrato se usé tRNA

de levadura hidrolizado en su extremo 3' y ATP o CTP.




mente distribuido en la cflula, serfa de 1,0 mM (61).

_ Parece posible entonces con los datos expuestos

que la tRWA nucleotidil transferasa es incapaz de reparar
totalmente al tRIWA del ococito en Bu extremo 3' por tenex
la enzima una alta K, para ATP y porque la concentracién
del nucledtido dentro de la célula seria limitante.

1.2. tRNA metil transferasas

Las tRID metil transferasas son enzimas que catali-
zan la incorporacién de grupos metilos a bhases nucleoti-~
dicas y azucares del tRNA utilizando como donador de me-

tilos a S-Adenosil-L-netionima.

1.2.1. Identificacién de un tRIA sustrato para la tRIA metil

transferasa de oocitos.

Con el propdsito de tener un tRNA como sustrato
aceptor de metilos para detectar la actividad enzimftica
de las tRIT. metil transferasas de oocitos de X. laavis,
se pruaban tRNAs de divexrsos orfgenes. En la Tabla III
se muestra que el mejor aceptor de grupos moetilos es el
tRNA de E. coli B. Los tRIh de levadura y germen de tri-
go también presentan incorporacién de grupos metilos aun-
que en menor proporcién. En cambio el tRNA de oocito o
el de hfgado de X. lacvis practicamente no incorporﬁn
grupos metilo con esta enzimm. Istos raesultados no son
sorprendentes pues los tRNA homSlogos ya estén probable-
mente totalmente metilados en los sitios especificos pa-
ra estas enzimas al haber estado expuestos a las mismas
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TABLA III

Capacidad aceptora de grupos metilo en tRNA de diverso

origen.
Origen del Actividad enzimdtica
tRNA (Unidades)
E, coli B 28,6
germen de trigo 6,6
levadura - 6,3
higado X. laevis 2,4
oocitos X. laevis 0,7‘
poli U 0,4
rRNA X. laevis 0,8
DNA timo ternera 1,5

Se midié la capacidad aceptora de grupos metilo por
incubacién de 0,15 mg de los RNA sefialados con 210 ug de
proteina proveniente de un liquido sobrenadante de 105.000

x g de ovario, seglin las condiciones descritas en Métodos.
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actividades dentro de la cflula previo su aislamiento.

El hecho que tRIE total de higado de X. laevis, levaduxa
y germen de trigo, puedan aceptar grupos metilos, indica
que existen algunos sitios de incorporacidn disponibles
en estos tRNA. Este resultado sugierc ademfs que el gru-
po de tRMA metil transferasas es diferente en distintas
células y tejidos de eucariontes.

1.2.2. Anflisis del tRIA metilado por las tRIA metil trans-

ferasas de oocito.

Existen evidencias que indican que el compuesto da-
dor de metilos (SAM) es inestable en medios neutro y le-
vemente alcalinos (32). En esas condiciones SAM se hi-
droliza para entregar de preferencia metionina, adenosina y
cabfa 1a posibilidad, por lo tanto, que la radioactividad
incorporada al tRWA se debiera a una aminoacilacién de
metionina al tRMA en vez de la transferencia de grupos

netilos.

Para determinar la naturaleza de la marca incorpo-
rada al tRIA se analiza el producto radioactivo por hi-
drdlisis &cida, tratamiento de desacilacién e hidr8lisis
con RMA__ pancredtica. En la Tabla IV se observa que la
radioactividad asociada a tRIT. no es removida del mate-
rial Scido insoluble por un tratamiento de desacilacién
a pd alcalino. En estas condiciones es posible hidroli--
zar el enlace &ster del metionil-tRMA. Sin embargo, e@s-
ta marca se pierde por tratamiento &cido en caliente o
incubacién con RNA . pancrefdtica. Sc demuestra entonces
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TABLA IV

Estudio de la marca incorporada a tRNA por incubacién
de enzima de X. laevis y [3HJ metil SAM

_ Condiciones cpm insoluble en &cido
Control 3.080
Hidrblisis dcida
(pH 1,5 a 80°, 2 hr) 27
RNhsaA (0,1 ng/ml a 37°, 1 hr) 68
Desacilacién (pH 8,5 a 37°, 2 hr) 2.900

Se prepard tRNA metilado en las condiciones de ensa-
yo descritas en Métodos con 2,3 mg de un liguido sobrena-
dante de ovario centrifugado a 105.000 x g como fuente de
enzima y 1,5 mg de tRNA de E. coli B. El1 RNA se recupera
con dos extracciones sucesivas con fenol y se tratan ali-
cuotas de este material en las condiciones descritas.

Por Gltimo se cuantifica la radioactividad insoluble en

dcido como se menciona en Métodos.
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que el material precipitable por &cido corresponde real-

mente a metilacidén de tRNA.

1.2.3. Purificacidén parcial de las tRNA metil transferasas

de ovario de . laevis.

Se purificaron las tRNA metil transferasas a partir
‘de un extracto proveniente de un ligquido sobrenadante de
ovario centrifugado a 105.000 x g durante 1,5 horas. Esta
fraccidén se sometid a cromatografia en una columna de DEAE -
celulosa que se eluyd con una gradiente salina. En la Figu
ra 4 se observan dos fracciones con actividad metilante de
tRNA que eluyen a concentraciones de 0,1 y 0,15 M de KC1
respectivamente. Estas dos actividades presentaron distin-
to comportamiento en presencia de espermina; la fraccidén I
fue notoriamente activada mientras que la fraccidén II no
fue modificada en su actividad por este compuesto. Se uti
1izb este policatién, dado que espermina seria un potente
activador de varias tRNA metil transferasas de otras fuen-

tes (63).

1.2.4. Caracterizacibén de las fracciones I y II de tRNA metil

transferasas de ovario.

Con el propdsito de caracteriza. ambas fracciones
cromatogrdficas de las tRNA metil transferasas, se estudia
ron los requerimientos de sales, espermina y Mg+2. En
la Figura 5 A se observa que la fraccidén I, es decir, 1la

enzima que eluye a 0,1 M de KCl, es totalmente depen-

60




FIGURA 4

(sdpoplun) wu 082 VIONVENOSEY

200

(Nn) VIOILVNIZN3 QVAIAILOY

N2 FRACCION




Figura 4. Fraccionamiento y purificacidén parcial de las
tRIA metil transferasas de ovario de X.laevis

por cromatografia en DEAE-celulosa.

Se cromatografid un liguido sobrenadante de 105.000
‘X g proveniente de 30 g de ovario preparado como se des-
cribe en Métodos. Las enzimas se eluyeron con una gra -
diente de KCl. Se recogen fracciones de 2 ml y se toman
alicuotas de 0,1 ml para medir actividad enzimdtica en un
volumen final de 0,15 ml segin las condiciones descritas
en Métodos.

(---&A---A--) absorbancia a 280 nm
(—L]—"T3) KC1l (M)

S o T iy PR, actividad enzimdtica en presencia de es-

permina 0,4 mM.

(—@ —@® ). actividad enzimdtica en ausencia de es -

permina.
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diente de KC1 en el ensayo y es activada por Mg* a bajas

concentraciones de sal. Algo similar se observa en la
Figura 5B en donde se observa que 12 fraccibén es activa-
da también por espermina a bajas concentracionas de KCl.
También se observa que los cationes ensayados logran dis-
minuir loes requerimientos de sal en su actividad enziné -
tica. Estos resultados estéin de acuerdo'con resultados

. descritos para otras enzimas que utilizan tRNA como sus-

trato (64)(65).

Cuando se analiza el efecto de KC1l sobre la activi-
dad enzimética de la fraccién II de la tRNA metil trans-
ferasa (Figura 6), se obsexrva que la enzima posee un re-
querimiento de KC1 similar a la fraceién X. Sin embar-
go, existen importantes diferencias entre las fracciones

enzimd&ticas con respecto al efecto de espermina. A ba-
jas concentraciones de sal, la enzima II muestra una pe-
quefia activacién por espermina, pero a concentraciones
por sobre 0,05 M de KC1, el policatién es fuertemente
inhibitorio. Parece probable que la leve activacién a
bajas concentraciones de sal podrfa deberse a una conta-
minacién de la fraccién II con la fraccién I,

1.2.5. Caracterizacién cinética da las tRNA metil transfera-
sas I y II de ovario.

Como una manera de conocer algunos datos cinéticos
de estas actividades metilantes de tRNA, se estudian
las enzimas frente a2 los sustratos tRNA y SAl.
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Figura 5. Actividad de la tRID metil transfarasa I en
presencia de los iones Mg"'z, espernina y KCl.

3o mide actividad enzimftica de la tRi matil trang
forasa I (18 ng de protefna), preparada como se describo
on M8todos y dializada en una solucién exenta de KCl.

La actividad se detexrminé como se describe en 118todos, ex
ocepto que no se agregd EDTA cuando se ensayd en presencia
de mMg*l.

En B se muestra la dependencia de KCl a distintas
concantraciones de Mg+2= (— &— BH-— ) ausenaia de Mq':'z,
(—ON—-OD—) 1 M y (—O-0-) 3 mi.

Bn B se muestra la dependencia de KC1l an presencia
de espermina a las siguientes concentraciones:

(— &-—+— ) ausencia da espermina, (—-&—&—) 0,1 mnli,
(—@-— %—-) 0,4 mty (—-O-—- ) 1 mile
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Figura 6. Actividad de la tRNA metil traneforasa II en

presencia do espormina y KCl.

Se mide actividad enzimftica de la tRIM metil trans-
ferasa IT (82 ng de proteina), preparada como se describe
en Métodos y dializada en una solucidin exenta do KCl.

La actividad so detormina como se deszcribe en IM&todos.

(—O—0O -) actividad cenzimftica on presencia
de espermina 0,4 mli.

TR "N—— actividad enzimftice an ausencia
da espermina.
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En la Figura 7 se muestran los resultados obtenidos
para el sustrato tRNA. Se observa gue ambas fracciones
de enzima presentan Ky aparente similar para tRNA total
de E. coli del orden de 3 pM. Sin embargo, al estudiar
la fraccién de enzima I se observa que la'presencia de una

concentracidén Sptima de espermina, causa un aumento de 4 a

5 veces en la velocidad mdxima de la reaccidn, sin modifi-

car el valor de KM.

cuando se analizan las constantes cinéticas para el
donador de metilos SAM, se observa en la Figura 8 que la
fraccién I de enzima presenta un componente con Ky, de 2,5
aM, mientras que la fraccibén II tiene dos coméonentes con
KM de 3,3 uM y 16,6 mM. Al tenor de estos resultados y
de los encontrados por los efectos de KCl en la actividad
enzimdtica, pareceria que la fraccién II estaria parcial-
mente contaminada con la fraccién I de enzima. Por lo tan
to se podria sugerir que la fraccidén I tiene una Ky para
SAM de 2,5 pM y la fraccidén II tendria una Ky de 16,6 pM.

Se han hecho intentos para purificar aln mds la frac
cidén II de enzima por recromatografia en DEAE-celulosa.
En estas condiciones se logrd recuperar una considarabie
cantidad de enzima I, sin embargo, la fraccién de enzima
II obtenida de esta recromatograffa no se diferencia sus~
tancialmente de la enzima inicial, lo que se determina por
criterios de comportamiento ante KCl y espermina. Ademds,
tanto las fracciones I como II de enzima son bastan-

te inestables, lo cual hace dificil realizar posterio-
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Figura 7. Efecto de la concentracidén de tRNA sobre la ve-
locidad de las tRNA metil transferasas I y II

de ovario de X. laevis.

Se midieron las K, aparentes de las enzimas I y II
-para tRNA, utilizando 21 y 105 ug de proteina respectiva-
mente segilin las condiciones descritas en Métodos. La con
centracién de espermina usada para medir actividad enzimd
tica de la tRNA metil transferasa I es de 0,4 mM y la tRNA

metil transferasa II se mide en ausencia de espermina.

(—®- ©® ) tRNA metil transferasa I

—O—0O—) tRNA metil transferasa II
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Figura 8. Estudio de las constantes cinéticas de las
+RIT. metil transferasas I y II para al dona-
dor de metilos SAll.

Se mide la actividad enzimfitica de la tRIR metil

transferasa I con 21 ng de proteina en presencia de 0.4
m M de espermina tal como se describe an 18todos. Para
1a tR metil transferasa IT se usa 105 ug en idénticas
condicicnes a la anterior, excepto gue no se agrega esper

mina.

&) tRIE. metil transferasa I

— O —0—) tRIA metil transferasa II
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res etapas de purificacién.
1.2.6. Especificidad sustrato de las tRNA metil transferasas
I v IT de ovario.

Con el propdsito de explorar la especificidad sus-
trato de las fracciones I v II fraccionadas en DEAE-celu-
losa, se ttilizan dos tipos de tRI purificados de E. .
coli, tRMAS especificos para valina y para fenilalanina.
En la Fiqura 9 se muestra la distinta capacidad aceptora
de grupos metilos en ambos tRNA cuando se utilizan las
dos fracciones de enzima, Mientras la fraccidn I recono-
ce como sustrato preferencial a tRuaval
presenca una leve preferencia por el tRi¥A de fenilalanina.
Tambidn es interesante destacar de estos resultados, que la
espermina no estimula la reaccidn y poxr consiguiente no a-
fecta el grado de metilacién de &éstos. Sin embargo, la es-
permina causa un importante estimulo del grado de metila-
cidn catalizada por la enzima I cuando se utiliza tRINA to-
tal de E. coli (FIgura 10) . ILa estimulacidén causada por
la poliamina es evidente en todo el rango de concentracio-

, la fraccidn II

nes del tRWA que se ensaya. Estos resultados sugieren que
el policatidn debe tener efecto a nivel de alguna(s) espe-
cie(s) de tRNA distintas a las de tRNAphe Yy tRNAval, las
cuales aceptan un mayor nimero de metilos cuando se usa
espermina. Ls interesante mencionar que estos datos de
nivel de metilacién en tRIA total de E. coli, permiten co-
rroborar los obtenidos en la Figura 7, en donde se observa
que el policatién logra producir un aumento considerable

en la Velocidad méxima de esta reaccién.
1.2.7. Doterminacién de Peso lioclecular de las tRNA metil trang

ferasas I y II de ovario.
73




9

A

FIGUR

(lowd)

G o)

VNYI
Sl

1 VNIZNI

1

—

|
joa VN

| VNIZN3

oS

00l

(lowd) SOQVHOJ¥OONI OTILIW SOdNYD

74




Figura 9. Capacidad aceptora de grupos metilo de tRIMA
purificados de B. coli catalizada pox las
tRINA metil transferasas I y II de ovario de
X. laevis.

fa incubacién se realiza igual que la determinacién
de actividad enzimftica descrita en MEtodos, excepto que
ol tRIZA se usa en cantidades limitantas como se muestra
en la figura. ILa cantidad de tRMA metil transferasa Iy
IT us=4n es de 15 y 80 ng respectivamente. En la enzima
I se agrega espermina en una relacién entre 10 a 150 moles
de espermina/mol de tRIA y en la enzima II no se agrega es
permina.

Los mphe v tmmml de E. coli utilizados presen-
tan al momento de usarse un % de aminoacilacién del oxden
de 42 y 35 respectivamente, utilizando como fuente de en-

zima un scbrenadante de 105.000 x g de E. coli.

(—O—O) (—}—[—) nivel de metilacién alcanzado
en mphe Y tamval respectivamente en presencia de es-
permina,

(—@——®&—) (—F—~@—) nivel de metilacién alcanzado

en mphe Y ERIA & respectivamente en ausencia de esper

mina.
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GRUPOS METILO INCORPORADOS (pmol)

tRNA (pmol)
Figura 10. Capacidad aceptora de grupos metilo del tRNA

total de E. coli catalizada por la tRINA me-

til transferasa I de ovario de X, laevis.

La incubacién se realiza igual que la determinacién
de actividad enzimdtica descrita en Métodos, excepto que
el tRNA usa en cantidades limitantes como se muestra en
la figura. La cantidad de tRNA metil transferasa I utili
zada es de 12 ng y se determina el tRNA metilado segiin se
especifica en Métodos. Cuando se utiliza espermina se usa
en una relacién entre 10 a 150 moles de espermina/mol de

tRNA .

(—O——0O—) nivel de metilacidén alcanzado en presen-
cia de espermina.
(—o—@—) nivel de metilacidén alcanzado en ausencia
de espermina.
76




Como una manera de precisar mfs aun sobre la distin-
ta identidad de las actividades metilantes de tRNA, se rea
1iza una determinacién de peso molecular de ambas fraccio-
nes. Para ello se efectfia vna filtracién en una columna de
Sephadex G-200 de una mezcla de fracciones I y IT de las
tRI metil transferasas parcialmente purificadas poxr DEAL-«
celulosa. Ta razdn para proponer esta determinacidén de pe-
808 moleculares con una mezcla de fraccidén T y IT de enzi-
ma, a8 solamente para aprovechar de obtener la informacidn
de ambas enzimas simultaneamente. Dado que las fracciones
T v IT de enzima presentan un comportamiento distinto fren
te a 1~ nspermina, es f£8cil diferenciar ambas actividades.
Es posible determinar con este doble ensayo en presencia
y ausencia de espermina, que las fracciones I y II tienen
pesos moleculares de 190.000 y 125.000 respectivamente co-
mo se ilustra en la Figura 1l. ELl nismo resultado se obtie
2o cuando se filtra separadamente en Sephadex una fraccién
aislada de la tRNA metil transferasa I (Figura 12).

DISTRIBUCION SUBCELULAR DE IA tRNA NUCLEOTIDIL TRANSFERASA
Y DE IAS tRNA METIL TRANSFERASAS EN OOCITOS DE X,LAEVIS,

En este capitulo hemos estudiado la distribucidn en
el nficleo y citoplasma de las enzimas tRNA metil transfe-
rasas y tRNA nucleotidil transferasa.

Para recalizar estos experimentos se obtiene ni-
cleos y oocitos anucleados, por diseccién manual de foli-
culos en su miximo estado de desarrollo como se describe
en Métodos. E1 extracto citoplasmdtico proviene de una ho-
mogeneizacién de oocitos anucleados. Como control de estos
experimentos se utilizan~ también extractos de oocitos en-
teros. o
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Figura 11. Determinacién de peso molecular de lastRNA

metil transferasa I y II de ovario de X.laevis

Se filtra en una columna de Sephadex G-20Q, 2,1 mg
de una preparacidn gque contiene las tRNA metil transfera-
‘sas I y II de ovario parcialmente purificadas en DEAE-ce-

lulosa, segiin las condiciones descritas en Métodos.

La muestra se filtra a través de la columna con un
flujo de 9 ml/hr, se recogen fracciones de 2,5 ml y se
determina actividad enzimdtica alicuotas de 0,1 ml en un
volumen final de 0,15 ml segin las condiciones descritas

en Métodos.

En el recuadro se muestra la calibracién de la co-
lumna de Sephadex G-200 con las siguientes proteinas mar
cadoras como referencia: 1. ¥ —globulina humana (160.000),
2. fosforilasa b (94.000), 3. sero albimina de bovino
(67 .000) , 4. ovoalbimina (45.000), 5. guimotripsindégeno A
(23.000) y 6. citocromo c (12.500) .

Las flechas indican el volumen de elucidén de las tRNA

metil transferasas I y II de ovario.

(—O— O—) Actividad enzimdtica en presencia de es-
' permina 0,4 mM.

(—®—@—) Actividad enzimdtica en ausencia de esper

mina.
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Figura 12. Determinacién de peso molecular de la tRNA me-

til transferasa I de ovario de X. laevis.

Se filtrd en una columna de Sephadex G-200 1,3 mg de
una preparacidén de tRNA metil transferasa I parcialmente
purificada por DEAE-celulosa como se describe en Métodoé.
La columna de Sephadex G-200 (65 x 1,5 cm) se equilibra
en una solucidn que tiene: Tris-ICl 20 mM pH 8,0, KC1 150
m1, I»lg(:‘ﬁ[.2 3 ml, /2 -mercaptoetanol 2 mM y EDTA 0,5 mi. La
muestra se filtra por la columna con un flujo de 9 ml/hr,
se recogen fracciones de 2,5 ml v se determina actividad
enzimdtica a una alicuota de 0,1 ml en un volumen final de

0,15 ml segGn las condiciones descritas en Métodos.

(—O—0O—) actividad enzimdtica en presencia de esper

mina 0,4 mM.

(— & { ) actividad enzimdtica en ausencia de esper-

mina.
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2.1. Distribucién subcelular de 12 tRIM nucleotidil trans-

feraso.

Al estudiar la distribucidn subcelular de la tRNA
nucleotidil transferasa en los extractos citoplasmfticos,
nuclear y total de oocitos, se observa que existe mds de
un 50% de lo actividad enzimftica en el nidcleo de los
oocitos y ¢l resto estaria en el citoplasma (Figura 13).
La actividnd enzimitica rccuperadn entre nicleo y cito-
plasma no es totalmente aditiva respecto al oocito intac
to, debido a que durante cl proceso de extraccién del ni
cleo se produce una pérdide de material citoplasmitico
estimada en un 20 a 30% del total. Sin embargo, si con-
sideramos esta merma podemos llegnr a obtener un nivel
de tRIMA nucleotidil transfernsa igual al encontrado en
ococitos enteros, lo cual indicn gue mediante el método
empleado para obtener nficleos no hay una pérdida sustan
cial de ésto enzima durante cl proceso de lavado,como o

curre en otros sistemas (65) .

Se puede observar asimismo cue al medir la activi-
dad enzimftica de la tRIA nucleotidil transferasa en los
extractos provenientes de oocitos intactos y de oocitos
anucleados se tiende a un platecu de la actividad al usar
grandes cantidades de extracto cclular. No ocurre lo mig
mo al medir actividad enzimAtica en extractos de nficleos
aislados, lo que podria deberse a que &sta enzima de nid-
cleos estd mucho mf&s pura que la de los oocitos enteros
o los anucleados. en los cuales podrian existir componen

tes inhibitorios de la reaccidén. Se ha determinado que

8l
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Figura 13. pistribucidn subcelular de tRIA nucleotidil

transferasa en oocitos de X. lzevis.

Se cpnuntifica la cantidad de enzima exisztante en

oocitos intactos, oocitos anucleados y nficleos, utilizan-
do como fuente de enzima un aobrenadante proveniente de

una centrifugacién de 20.000 x g gsegin las condiciones
descritas en Métodos. Ia cantidad de enzima sa axpresa

como equivalente a nfimero de cdlulas v oxganelos medidos
antes de la homogeneizacién.
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el contenido de protefinas solubles en el oocito total y
en el niicleo es del orden de 30 ngr y 4 ugr respectiva~-
mente (57) (68).

2.2. Caracterizacidn de la tRIA nucleotidil transferasa pro-

veniente de nficleos y citoplasma.

para determinar si las actividades de las tRIA nu-
cleotidil transferasas nuclear y citoplasmitica corres-
ponden a una misma forma de enzinma o a entidades diferen-—
tes se estudia el pH Sptimo y el comportamiento cromato-

gréfico en DEAE-celulosa de ambas fracciones enzimiticas.

En la Figura 14 se observa que anmbas fracciones

enzimiticas poseen un pH Sptimo muy similar y cercano a
9,0, el cual concuerda con el PH éptimo descrito para la
+RNA nucleotidil transferasa de otros sistemas (69).

El estudio del comportamiento cromatogriafico en
DEAE-celulosa de estas dos fracciones de la tRWA nucleo-
tidil transferasa indica que tanto la enzima provenien-
te de citoplasma como la nuclear y la fraccibén provenien-
te de oocito total eluyen con la misma fuerza iénica
(Figura 15) .

Estos limitados estudios de caracterizacidén no nos
han permitido encontrar diféerencias entre las activida-

des presentes en el nficleo y citoplasma.

Resulta interesante destacar que si bien la acti-
vidad de la tRNA nucleotidil transferasa se encuentra
repartida en ambos compartimentos en cantidades simila-
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ACTIVIDAD ENZIMATICA (U)

Figura 14.

300 NUCLEAR -

200 -

100

| | I ' |
ENZIMA

\

o

\

A ENZIMA
CITOPLASMATICA

7,0 9,0 11,0
pH
pH éptimo de la actividad tRNA nucleotidil

transferasa existente en nlGcleo y citoplas

ma de oocitos de ¥. laevis.

Se ensaya actividad enzimdtica con tRNA nucleoti

dil transferasa eguivalente a 25 y 18 nlcleos y ooci-

tos anucleados respectivamente, las cuales son obteni-

das seqglin se explica en Métodos. Las condiciones de

incubacién son idénticas a las descritas en Métodos,

excepto que se utiliza como tampdén una solucidén Tris-

glicina 150 m M ajustado a los distintos pH. El pH

sefialado se mide por microdeterminacidén de pH en un

tubo paralelo.
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Conmportamniento eromatografico en DEAR-celulosa

Figqura 15.
de la tRIA nucleotidil transferasa de nficleos,

oocitos anucleados y oocitos entaros de
XK. laevis.

Una cantidad de enzima equivalente a 350 cSlulas u

organclos se homogeneizan en las condiciones deacaritas en

1&todos para ovario. El sobrenadante raesultante de una
centrifugacién a 20.000 x g S dializa y cromatografia en
una columna de DEAR-celulosa {2 x 1 cm) equilibrada en las

condiciones descritas en Matodos. Se toman fracciones de

0,5 mlL vy se ensayan alicuotas de 0,1 ml pera medir activi-

and enzimftica en un volumen final de 0,15 ml. Una canti-
dad similar de cada fracciln se usa para medir fuerza ibéni
ca. Ia gradiente utilizada para eluir 1a anzime es entre

0y 0,411 de XC1.
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res, su concentracién seria mucho mds alta en el nficleo,
ya que 8ste compartimento representa no mis del 5% del
volumen total del oocito (65} .

2.3. Distribucidén subcelular de las tRIA metil transferasas

de oocito.

Al estudiar la distribucidén subcelular de las tRNA
metil transferasas encontzdnosqgue existe una cantidad
similar de actividad enzimitica en el nicleo y en el ci-
toplasma, como se puede obsexvar en la Figura 6. Ana-
logamente a los estudios realizades con la tRIA nucleoti-
dil transferasa, se obtleneuna recuperacidén casi total
de la actividad enzimitica entre el nficleoc y el citoplas-
ma, considerando gue al extraer el nficleo se pierde un
20 a 30% de material total.

2.4. Caracterizacién de las tRNA metil transferasas prove~

nientes de nficleos y citoplasma.

Para determinar si existe diferencia en tas tRIA
metil transferasas nuclear(es) y citoplasmitica(s) , se
realizan estudios del efecto de la concentracién de
Mg+2 y espermina sobre la actividad enzimitica, ya que
ambos cationes estimulan una de las fracciones de tRIA
metil transferasa de ovario (Figura 5) . asi como de otros
gistemas (70). También se estudia el comportamiento cro-
matogrifico en DEAE-celulosa de las fracciones subcelula-
res provenientes de citoplasma y nficleo.
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Figura 16. Distribucién subcelular de las tRWA metil

transferasas en oocitos de X. lacvis.

Se cuantifica la cantidad de enzima existente en
oocitos intactos, oocitos anucleades y ncleos, utilizan
do como fuente de enzima un sobxenadante proveniente de
una centrifugacién del matexial a 20.000 x g sagfn las
condiciones descritas en M&todos en presencia de espermina
0,4 m M. La cantidad de enzima Se expresa CONO aquivalen-
te a nfmero de células u oxganelos medidos antes de la ho-

mogeneizacidn.
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- Al estudiar los extractos de nficleo, encontxamos
que la actividad del extracto nuclear eg estimulado con-
siderablemente por Mg+2 v espermina, como se observa en
la Figura 17 obteniendose un rango 6ptimo de concentracio
nes de los cationes de alrededor de 1 mi. Estos estudios
se realizamon a una concentracidén salina de 0,02 11 de KCl.
En cambio, al ensayar la actividad de la enzima provenien
te de citoplasma en presencia de Mg+2 y espermina, encontra
mon cque es parcialmente inhibida porx espermina y que
la concentracidn de Mgt2 no tiene efecto en su actividad
(Figura 18) . Estos resultados preliminarcs indi.carfan
que aparentemente las tRNA metil transferasas de los com-
partimentos nuclear y citoplasmitico serian distintas y
que podrfa existir una correlacién entre las fracciones

I v II separadas en DEAE-celulosa a partir de extractos
de ovario (Figura 4) y las enzimas detectadas en los ex-
tractos nuclear y citoplasmitico. Para estudiar esta po-
gibilidad se analizn el comportamiento cromatogréfico en
DEAE —celulosa de los sobremadantes provenientes de extrac
tos de nficleo y oocitos anucleados. En la Figura 12 C

se muestra gue la tRNA metil transferasa I de ovario, pre
senta el mismo comportamiento cromatogrdfico que la enzi-
ma nuclear, eluyendo ambas de la resina de DEAR-celulosa
con una concentracién de Xl de 0,1 M; ademfis coincide
con el hecho que ambas fracciones son estimuladas por es-
permina (Figura 5 y 17).
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Figura 17. Efecto de lig y espermina en la actividad
de tRNA metil transferasa existente en nua-

cleos de oocitos de X. laevis.

ge utiliza en cada ensayo una cantidad de enzi-
ma derivada de un sobrenadante de 20.000 x g provenien
te de 32 nicleos. Se incuba en las condiciones descri
tas en Métodos para medir actividad enzimdtica, excep-
to la presencia de EDTA cuando se estudia el efecto de
Mg+2.
(- @ — @) espermina.
( -0 O-) MgC12
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Figura 18. Efecto de Mg 2 vy espermina en la actividad
de tRNA metil transferasa existente en oo-

citos anucleados de X. laevis.

Se utiliza en cada ensayo una cantidad de enzi-
ma derivada de un sobrenadante de 20.000 x g provenien
te de 15 células anucleadas. Se incuba en las condi -
ciones descritas en Mé&todos para medir actividad enzi-
m&tica, excepto la presencia de EDTA cuando se estudia

el efecto de Mg+2.

(—e——0—) espermina
(——O—0O—) MoCl,
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Al estudiar el comportamiento cromatogrdfico de la
fraccién citoplasmitica de tRNA metil transferasa, se ob-
serva que presenta caracteristicas similares a la forma
enzimitica de ovario que eluye de la columna de DEAE-ce-
lulosa con concentraciones de KC1l de'0.15|M (Figuras 19B) ;

" ademis ambas enzimas presentan un comportamiento similar
.frente a la espermina, en este caso las enzimas son par-

cialmente inhibidas por el policatién (Figuras 6 y 19 B).

En la Figura 19 A se muestra el perfil cromatogrd-
fico de un liguido sobrenadante proveniente de un extracto
de oocitos grandes e intactos a modo de control, se obser-
va que el resultado es muy semejante al perfil obtenido
desde ovario (Figura 4) . Esto indica que los resultados
obtenidos con enzima proveniente de ovario son extrapola-
bles a los entregados por oocitos de mixima etapa de cre-

cimiento. 3

También se desprende de los resultados de las Figu-
ras 19 A vy 19 C que la preparacién de nlcleos es muy homo
génea y estd desprovista de material citoplasmitico. Esta
observacién estd fundada en el hecho que no se detecta en
la cromatografia del extracto nuclear la presencia de tRNA
metil transferasa con caracteristicas de la enzima citoplas
mdtica. Por el contrario, en el material citoplasmitico se
detecta una contaminacién parcial por material nuclear, co-

mo se aprecia en la Figura 19 B.
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Figura 19. Fraccicnamlento en DEAR -celulosa da las tRNA
metil transferasss (snlcleo, ooeito anucleado

vy oocito entexo de X. laevis.

Una cantidad de 420 cilulag u crganales se homogenel
zan en las condiciones descritas en MShtodoz. EI solbrena-
dante resultants de una centxifugraeldn a 20.000 = g se dia
liza vy cromatografia en una columna do DEAS ~ctalulosa
(2 x 1 am) equilibrada saglin se describe en los Mdtodos.
Se toman fracciones de 0,5 ml y se ensayan alfcuotas de
0,1 ml para medir actividad enzimftica en un volumen final
de 0,15 ml. Una cantidad similax de onda fraccibn se usa
para medir fuerza iénica. Ia gradieate salina utilizada
para eluir las enzimas es da 0 a 0,3 M de K.

(—O— —) actividad enzinftica en presencia de esper-

mina 0,4 m Id.

(—®—g— ) actividad enzimitica en ausencia de esper-

mina .
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3. ESTUDIOS "IN VIVO" DE IA tRNA NUCLEOTIDIL TRANSFERASA .

Con el propdsito de estudiar la tRWA nucleotidil
transferasa "in viveo", se realiz3a la microinyeccién de
cocitos con los sustratos utilizados en la nedicidén de
la actividad enzimfdtica "in wvitro". Despuée de incubar
hasta por 24 horas los folfculos inyectados con [;Hl CTP o
{SHJ ATP y tRNA total de levadura hidrolizado en su ex-
tremo 3', no se detectd actividad enzimitica con este en-
foque. Estos resultados sugixieron que peciablemante el
pool enddgeno de ATP y CTP en el occito diluye al radioac-
tivo, lo cual hace fallido este enfoquc para medixr la
actividas. enzimdtica de tRIA nucleotidil transferasa "in

vivo" (561).

3.1. cinética de reparacibn de la secuencia CCA "in vivo".

Como una alternativa para superar el problema de
medicidén de la tRNA nucleotidil transferasa "in vivo",
se aprovech® la propiedad que tiene el tRIA de ser ami-
noacilado sélo en condiciones que tenga su secuencia CCA

intacta.

Resultadoe previos del laboratorio donde se hizo
esta tesis, habfan establecido que el ococito tiene una
muy buena actividad fenilalanil tRNA sintetasa medida
"in vivo" por microinyeccién de tRNA en oocitos (73) »
Estos antecedentes sirvieron para confeccionar un méto-
do indirecto de medicién de la actividad enzimitica porx
microinyeccidén de un P al cual se le ha removido
quimicamente su Gltimo nucleotido, y sé sigue la capaci-
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Figura 20, Cinética de aminoacilacién "in vivo" de
tRNAphe intacto e hidrolizado en su extre-

mo 3'.

Grupos de 5 oocitos preincubados con {1401 fenil
alanina, se inyectan en duplicado con 2,5 pmoles de
tRNAPhe medidos por su capacidad aceptora del aminodci
do. Después de inyectar los oocitos seglin se describe
en Métodos, se incuban los foliculos por el tiempo in-
dicado en [14CJ fenilalanina a 21°. Se detiene la
reaccién por homogeneizacién de las células microinyec

tadas con fenol y se cuantifica el [14CJ fenilalanil -

tRNAphe formado segiin se describe en Métodos.
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dad en este tRMAPhe de aminocacilarse una vez que dicha
molécula sea reparada en su secnmencia CCA por la R

nucleotidil transferasa con los nucledtidos trifosfatos
del oocito.

la Figura 20 muestra la cinética dz aminoaci.lacidn
phe con

de tRHRPhB—cc comparado con la reaccidn del tRIT
rhe

o control. Se observa tambidn que casi todo el tRIA
deficiente en el extremo 3' legra repaxazse a los 90 ni-
nutos de incubacidén por una actividad semejante a la

tRNA nucleotidil transferasa. Bsta aseveracidn proviene
del hecho gue sec algcanza un ginilar nivel de aminoacila-

cibén que el tRNA control o intacto en su gccuencia CCA.

Se ilustra también en la Figura 20 que la reaccidn
de aminoncilacidn del tREAPhQ—G: muestra una latencia i-
nicial en la capacidad de aminocacilarse, probablemente
dcbido a los requerimientos previos de reparacién de la
secuencia CCA por la tRIAA nucleotidil transferasa. Es-
tos resultados indican gue en este ensayo indirecto para
medir la tRNA nucleotidil transferasa, la etapa de repa-
racién de la secuencia CCA es mds lenta que la etapa de

aminoacilacién.

3.2, Especificidad sustrato de la LRIA nucleotidil transfe-

rasa "in vivo".

La Tabla V muestra los resultados obtenidos en dos
experimentos separados en que se mide la capacidad de la
+RNA nucleotidil transferasa para reparar tRNAPhe con
diferentes estructuras en su extremo a's
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TABIA V

Amincacilacidn de i Fo? con diferentes extramos 2"
inyectados a oocitos de X. laecvis

-
e

14
Axtremo 3' del [ ¢! fon-—-RIA
Experimento  iogy jnyectado formado (pmol/oocito)
1 £RIZ -CCA %49
tRIA ~CCA c,1
ox
tREA -CC D 0,4
R -CC 1,6
2 tRYA -CCL 3,0
tRITA -CCA _— 0,4
tRITL - CCP 0,4
tRIA-CC 2:5
tRNA -C 2,7
3 control no 0,08
inyectado

Se inyectan oocitos con igual cantidad de las dife-
rentes preparaciones de tRIIL en grupos de 5 células en du
plicado. E1 nivel do fenilalanil-tRNA formado se mide
después de 90 minutos de incubacidn segfin se describe en
Métodos. En el experimento 1 y 2 se inysctan 2,5y5
pmoles de tRIA respectivamante.
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phe

|
|
I
Los resultados indican gue el tRNA sometido a
1a remoeidn del nucledtido AMP 3' terminal, tiene buena

capacidad para repararse y por ende 2 aminoacilarse. Un

phe

‘resultado similar se obtiene con RIIL que ha sufrido

dos ciclos sucesivos de remocidn de nucledtidos en su

extremo 3' terminal.

Se observa también en la Tabla V que la eficiencia
del tratamiento quimico es total, por el hecho que el
tRNAPhe~CCon no puede ser aminoacilado. También es in-
teresante destacar que tRNAphe-CcP es tambidn inactivo en
su capacidad de repararse y por ende 2 aminoacilarse, lo
cual indica que el sistema reparador tiene una especifi-
cidad similar a la tRNA nucleotidil transferasa, la cual
no puede usar como sustrato a tRNA con fosfato en su ex-
tremo 3' (59) . Este resultado también indica que en el
oocito debe haber una deficiencia de fosfatasa capaz de

remover el fosfato 3' terminal.

En conclusidén se ha podido establecer que existe
una consicderable actividad enzimitica de tRNA nucleoti-
dil transferasa "in vivo" y que poscec la misma especifi-
cidad sustrato que otras tRNA nucleotidil transferasas
purificadas "in vitro".

Es necesario destacar que en los cdlculos de 1a
cantidad de |4c]

se han hecho las correcciones para la supuesta dilucidn

pheutRNZ\Phe formado, en la Tabla V no

de la fenilolanina radioactiva por el pul enddgeno (72) .

La razén de tal decisién es debido a que los oocitos se
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preincubaron por dos horas previo a la microinyeccidn,

1o cual segfin los estudios realizados previamente en el
laboratorio permite egquilibrar el pul inteimno con la

[Mc ] fenilatanina extgena (71).
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CAPITULO IV

DISCUSTON

El estudio sobre el procesamiento de tRIA en el sig
tema de oovitos de X. laevis que se ha presentado en esta
tesis, se concentrd en dos tipos de reacciones:; la metila-
cién de tRIN y la adicibén de la secuoncia CCA al terminal
3' de los tRIA. Los resultados obtenidos nos proporcionan
informacidn pertinente a las preguntas especificas que so-
bre el procesamiento de los tRIA nos planteamos en el capi
tulo introductorio.

Refiriéndonos a la pregunta sobre la distribucidn
de lag enzimas que procesan el tRMA en los compartimentos
nuclear y citoplasmfético del oocito podemos aportar algu-

nas conclusiones.

Los estudios sobre las tRNA metil transferasas rea-
lizados utilizando extractos de nficleos aislados manualmen
te vy fracciones preparadas a partir de oocitos anucleados,
han demostrado que las actividades enzimiticas en estos
dos compartimentos son diferentes. Esta conclusién se ba-
sa en varios criterios; el primero es el criterio cromato-
gréfido que demuestra que actividad proveniente de nficleos
eluye como una entidad con uma concentracién de 0,1 1 de
KCl en una columna de DEAL-celulosa bajo las condiciones
experimentales descritas. Bsta fraccidén cromatogréfica
coincide con uno de los picos principales observados en
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el fraccionamiento cromatogréfico de extractos totales de
ovario u oocitos, pero difiere de la fraccidén obtenida de

oocitos anucleados que eluye como un pico a 0,15 I de KRCl.

Las dos actividades de tRIA metil transferasas fue-
ron diferenciadas también por algunas propiedades fisico
quinicas como el peso molecular aproximado calculado poxr
£iltracidn en gel. Para la enzima nuclear determinamos
un peso de 190.000 mientras que la frageién citoplaasmiti-
ca pesa 125.000. Ambas enzimas difieren también en su es-
pecificidad hacia los tRIT. aceptores de grupos metilo.

La enzima nuclear es capaz de introducir en mayor niimero
de grupos metilos en el tRIA de E. coll especifico para
valina que en el tRIA especf{fico para fenilalanina; lo in-
' verso ocurre con la enzima citoplasmitica que muestra pre-
ferencia por el tRIA especifico para fenilalanina. Esta
diferencia indica que estas dos fracciones enzimfticas pro
pablemente estdn metilando diferentes nucledtidos que se
encuentran en los diferentes tRIW especificos que fueron
utilizados. Seria una obvia e importante continuacidén de
esta t&sis, el determinar la naturaleza de los pucledsidos
metilados por ambas enzimas, lo gue fundamentarfa aln més
la diferencia en especificidad ya descrita.

otro aspecto en gque difieren estas tRIE metil trans
ferasas y que tiene especial relevancia por su posible sig
nificado fisioldgico es el efecto que tienen sobre su acti
vidad el Mg+2 vy las poliaminas: la enzima nuclear es ac-

tivada hasta 8 veces por la espermina y 4 veces por el Mg*z,
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mientras cue la enzima citoplasmética es inhibida por es-

tos compuestos en condiciones similares.

La accidn de las poliaminas biolSgicas sobra 6ai-
dos nucleicos y sobre las reacciones que los involucran
han concitado reciente interds por parte de los biblogos
moleculares. Se ha descrito que la espermina estimula la
actividad de tres tipos de enzimas que utiliza a tRIR co-
mo sustrato; las aminoacil tRIA sintetasa {73), la tRIRA
nucleotidil transferasa (65) y las tRIUA metil transfera-
sas (63). ILa evidencia experimental es clara en sefialax
que la accién de la poliamina estaria a nivel del tRWA.
Estudios de difraccidn de rayos X demuestran que porx lo
menos dos moléculas de espermina se unen al tRIA pox in-
teraccién iénica (74) . Nuestroc resultados también con-
cuerdan con una accién de la espermina a nivel del tRNA,
ya que la concentracin de @ste compuesto que df una es-
timulacién Sptima, depends de la concentracidén de tRNA en
el medio de reaccién. Por otro lado los estudios de cind
tica realizados con la enzima nuclear en presencia y au-
sencia de espermina demuastran gue esta poliamina no modi-
ficarfa la K, para tRNA, pero si alteran la Vg, de la
reaccién. Resultados similares se han obtenido en otros
sistemas, 103 que se han interpretado cowmo indicacién de
efectos sobre el sustrato que no altaran la afinidad de
la enzima por el tBNA (65).

Un hecho interesants y relacionado, es que la esper
mina causa la aparicifn de nuevos ¢itios metilables cuan-
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do se utiliza tRNA total de E. coli en cantidades limitan
tes, pero no surte ningfin efecto cuando sa usa_tRNAval o
tRNAPhe homogdneos del mismo sistema. Este regultado es~-
tarfa indicando que el efecto de la espermina sobre la
reaceifn de la tRIA metil transferasa nuclear solo afecta
algunas especies de tRWA, cambiando su conformacién y au-

mentando el nfimero da sitios de metilacién.

72 mccién de la espermina sobre esta enzima nuclear
es notoriamente dependiente de las condiciones salinas del
medio. EL Mg+2 reemplaza en parte a la espermina en la
estimulacidn de la metilacién y altas concentraciones de
K1l tambidn pueden activar la reaccidén eliminando el efec
to de la poliamina.

Se presume que la accidn inhibitoria de la espermi.-
na sobre la enzima citoplasmitica se debe también a la
accidén de la poliamina sobre el tRWA. En este caso, el
efecto sobre la estructura polinucleotidica sarfa el de
esconder los nucledtidos que son metilados pox esta enzi-
ma. DEn este caso el efecto de la espernina depende tam-
bién en gran medida del ambiente idnico de la reaccidn,
sin embargo, el efecto se diferencia notoriamenta del pro
ducido sobre la enzima nuclear, pues a una fuerza idnica
moderads, mientras la aenzima citoplasmdtica es inhibida
por el policatidn, la enzima nuclear es estimulada.

Hay varios argumentos para otorgar un papel fisio-
18gico a la accidn de las poliaminas sobre los &cidos nu
cleicos e indirectamente sobre los mecanismos de expre-

106




sién genética. La evidencia mis sdlida en este sentido
se ha obtenidc con bacterias mutantes deficientes en la
s{ntesis de poliaminag (7). MNMfs relevante a nuestro ha-
llazgo, sin embargo, ha sido un estudio en que se midid
la concentracién de espermina en el nficleo y cmtoplasma
de fibroblastos, encontrfndose que la concentracién nu-
clear (1,3 m M) es més de tres veces superior a la detec-
tada en el citoplasma (0,4 m M) (76} . Si la concentra-
cién de espermina en en nficleo del oocito fusse similar
a la de los organelos de fibroblastos, deberiamos tener

una amplia activacidn de la tRNA metil transferasa nuclear.

Ona conclusidn interesante del hecho de haber es-
tablecido diferencias entre las tRNA metil transferasas
del nficleo y del citoplasma es que la distribucidn de en-
zimas especificas en los diferentes compartimentos dsl
oocito podrfa constituir un mecanismo para ordenar en

forma secuencial la metilacidn del tRNEA.

En el caso de la tRWA nucleotidil transferasa, el
anilisis de la actividad de esta enzima en nQcleos y ci-
toplasma de oocitos ha gido menos detallado pero los re-
sultados son tanbién de interés. Se ha establecido que
ambos compartimentos celulares contienen actividad de es-
ta enzima que agrega la secuencia CCA al terminal 3' de
los tRNA. Ia existencia de esta enzina en el nficleo, con
teniendo aproximadamente el 50% de la actividad total es
pertinente al hecho de que muchos de los genes de tRWA de
eucariotes carecen de la secuencia CCA y esta debe ser a-
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dicionada post transcripcionalmente. Como han mencionado
De Robertis y Olson inyectando genes de tRNA de levaduras
al nficleo de oocitos de X. laevis, ha obtenido evidencia
que la adiocién del terminal 3' ocurriria en el nficleo an-
tes de la etapa en que el tRNA semiprocesado pase al cito
plasma. Nuestra evidencia sobre la presencia de la enzi-
ma en easte compartimento celular refuerza estos datos
considerablemente. Como ya se menciond, la concentracidn
de la enzima en el nficleo serfa 10 veces mayor que en el
eitoplasma celular.

Por otro lado, el hallazgo de la enzima en el ci-
toplasma también es de interés, pues indicaria que esta
enzima podrfa tener, ademfs de la funcidn de procesamien-
to que ocurrirfa en el nficleo, una funcidn citoplasmiti-
ca de reparzcibn del terminal 3' de los tRNA. Los datos
de varios laboratorios y los nuestros, presentados en es-
ta tesis, demuestran que el terminal 3' de los tRNA estén
sufriendo un constante recambio en la célula viva y por
ende, existirfa la necesidad de un sistema que lo regene-
re (69). Existe un caudal de evidencia que demuestra que
los tRNA maduros son casi absolutamente excluidos del nf-
cleo lo que impediria que la reparacidn se haga en este
compartimento.

A diferencia del caso de las tRNA metil transfera-
sas, no hemos podido detectar diferencias entre las acti-
vidades de las tRNA nucleotidil transferasas del nficleo
y citoplasma. Los oriterios de elucidn cromatogréfica en
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DEAE ~celulosa, efecto da pil 6ptimo y peso molecular, no
son sufiicientes para establecer que sc trate de la misma
enzima distribuida en ambos compartimentos subcelulares.
Desgraciadamente en esta caso no se pudo disponer del e~
fecto diferencial de la espermina cue fue tan itil en el
caso de las tRNA metil transferasas. ILa reaccién de la
tRMA nucleotidil transferasa roquiere Mg+2, ya que sus
sustratos, ATP y CTP interactfian con la enzima compleja-
dos a este metal. IEste efecto dificulta la deteccibén del
efacto de la espermina, puds como se ha visto antes, ésta
puede ser roemplazada en gran parte por ecte metal. In
todo caso, hemos logrado demostrar que la espermina tam-
bien aétimula la tRNA nuclecitidil transferasa de oocitos.

Un aspecto importante de la tesis, en que sa apro-
vechd la factibilidad de poder microinyectar los oocitos,
fue la demostracién que un tRNA hidrolizado parcialmente
en su terminal 3' podrfa sor reparado en el citoplasma
de oocitos. Inicialmente se evidencid una seria aificul -
tad para medir directamente la reaccién de tRNA nucleoti-
dil transferasa "in vivo" por incorporacién de ATP o CTP
a tRNA total de levadura hidrolizado parcialmente en su
terminal 3'., ILos resultados negativos al tratar de-detec
tar incorporacidn de radiocactividad al tRNA cuando se co-
inyecta {;H] ATP o I3H} CTP con el tRNA carenta de sﬁs
nucledtidos terminales,se pueden explicar posiblemente
por la dilucién que sufrirfan los nuclebtidos radioacti-
vos con el "pul"" interno de estos compuestos. Woodland
y Pestell han medido los "pules" de nuclebtidos txifos-
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£ato en los oocitos detectando que éstos gerfan de 1 m 1
para ATP y 0,25 m 1 para oTP (61) . Hemos calculado que
esto producirfa una dilucién do la actividad especifica
de mfs de 100 y 350 veces para CTP y ATP reapectivamente.
Posiblemente este problema podria solucionarse utilizan-
do nucledtidos trifosfato marcados en el fosfato alfa

[32 J , los que pueden conseguirse con actividades espe-

c{ficas mucho mayores.

Como una alternativa para medir la reparacién "in
vivo" de la secuencia terminal del tRNA, s¢ utilizé el
conocido recuerimiento de las aminoacil tA sintetasas,
de un terminal 3' intacto para poder catalizar la aminoa-
cilacién del tRNA. Como ya habja sido demostrado en nues
tro laboratorio, la aminoacilacién "in vivo" de tRIA es-
pecifico para fenilalanina microinyectado en cocitos pue-
de ser .Acilmente detectada (59). En esfe caroco el "pul"
interno de fenilalanina es pequefio y el aminofcido radioac
tivo agregado al medio extermo es activamente transporta-
do y concentrado en los oocitos (72). Por lo tanto, pre-
incubando los oocitos 2 horas con [14c] fenilalanina se
puede tener a la célula precargada con un aminodcido de
alta actividad especifica.

Los resultados obtenidos fueron muy claros en de-
mostrar que el oocito tiene una actividad que es capaz
de reparar el terminal 3' eficientemente. LoOS tRuAPhe
carentes de la Gltima Adenosina o de los dos nuclebtidos
torminales fueron aminoacilados "in vivo" con una eficien
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cia casi similar a la obtenida con tRNAphe intacto.

A pesar del cardcter indirecto del ensayo, se pudo
obtener alguma informacidn de interés sobre la actividad
de reparacién del tRNA inyectado. Ia cinética de aminoaci
lacidn del tRNA incompleto presenta un periodo de laten-
cia con respecto al tRMR intacto, 1o que nos indicaria
que la reaccidn de reparacién seria mis lenta que la de

aminoacilacidn.

Ia incapacidad de los oocitos de aminocacilar tRIR
cuya ribosa 3' terminal ha sido oxidada con periodato nos
indica que las condiciones jntracelulares no permiten la
./3-eliminacién del nucledsido terminal gue se puede ob-
tener "in vitro" en presencia de aminas primarias. El
hecho de que los tRNA que tienen un fosfato en la posicidn
3' tampoco sean reparados nos indica que la actividad de
J2 enzima responsable de la readicidn de los nucledtidos
terminales en la célula viva, tiene los mismos requeri-
mientos que la tRNA nucleotidil transferacsa medida "in
vitzro"(59) . Este hecho es un tanto sorprendente pues de-
mostraria ademfs que el occito no tiene una fosfatasa ca-

paz de hidrolizar este fosfato 3' terminal.

En general la demostracién de una reparacién del
terminal 3' de tRNA microinyectado es seguramente la prue
ba més clara de que esta reaccién es funcional “in vivo".
Al mismo tiempo refuerza la evidencia presentada en esta
tesis referente a la presencia de la enzima responsable .
la tRIZ nucleotidil transferasa., en el citoplasma celular.
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Si se sabe, como ya se menciond, que el nficleo es esencial
mente impermeable al tRIZ inyectado, entonces la repara-
cidn debe hacerse en el citoplasma del foliculo (77) .

consideramos que la utilidad de usar cocltos de
%. leevis para estudiar el procesamiento poat- transcripeio
nal de los tRI ha quedado demostrado poxr el txabajo de
esta tesis. Hacia el futuro se pueden proponer una serie
de otros experimentos que podrian suministrax mucho més
informacién que la ya obtenida. Para lograr estos avanzgs,
sin embargo, se ve la necesidad de mentar técnicas para
analizar en forma répida y con extzema sensibilidad los
diferentes nucledsidos modificados que existen en los
£mT . Otro hecho que facilitarfa enormemente estos estu-
dios serfa la disponibilidad de verdadexos precursores de
+RIZ de la misma especie gue se pudieran inyectar a ocoei-
tos. Ia manera mis prometedora de lograr cantidades im-~
portantes de éste material seria la vhilizacién de genes
de tRIA de X. laevis que pudiesen ser transcritas "in vivo"
e "in vitro" junto con tratamiento con inhibidoxres de las

diferentes etapas de precesaniento.
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