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RESUMEN

Se estudid el comportamiento cromatografico de tRNAval

1 »
de‘Val-tRNAYal y de Fen—tRNAYa1 de E.coli, usando columnas de

BD-celulosa. EI1 Fen—tRNA‘{al se obtuve aminocacilando erronea-

mente tRNAYal de E.coli con Fen-tRNA sintetasa de N.crassa.

La posicidn de elucidn de Fen—tRNAYal

de la cromatografia a

PH 4,0 no varid en presencia o ausencia de Mg2+, en cambio la
elucidn de Val-tRNA;>'
te. Se observd adem3s, que cuando se cromatografia tRNA

se retardd al omitir el catidn bivalen-
Ala

aminoacilado y deacilado, proveniente. tanto de la region pos-
terior como de la regidon media de la glidndula de B.mori, las

especies aminoaciladas se resuelven de manera distinta. La

cromatografia de rryatia deacilado, obtenido de la regidon me-
Ala
1 ?
lo que contrasta con la escasa resolucidn que se obtuvo con el

tRNAAla amincacilado previamente. La conducta cromatografica

dia de la glandula, permitid separar dos iscespecies de tRNA

de estas especies de tRNA proveniente de E.coli v B.mori indi-

ca que ambos, el aminoacido y su naturaleza influyen en la es~-
tructura que asume el aminoacil-tRNA, ¥ que esta filtima es dis-
tinta a la del tRNA deacilado.

Puesto que Fen*tRNAYal se retardd selectivamente en BD-
celulosa, se estudiaron procedimientos que pudierén ser Gti-
les para purificar tRNA especificos. Basados en las propie-
dades cromatograficas de los tRNA hetercaminoacilados se ais-
laron tRNAYal vy tRNA?la altamente purificados.

En la presente tesis se estudiaron ademds los aspectos
moleculares del reconocimiento del sustrato de la enzima
N-Acetilfenilalanil-tRNA hidrolasa de levadura. Debido a que

los sustratos N—AcFen-tRNAFen de levadura y E.coli, y N-AcFen-

XV




tRNAval de E.coli fueron hidrolizados eficientemente por la

enzi;a, no asi un cuarto sustrato, N-AcVal—tRNAval, se con-
cluye que la enzima no presenta requerimientos estrictos por
una mol&cula de tRNA especifica y que el residuo N-Acetilfe-
nilalanil es un sitio de reconocimiento para esta hidrolasa.

Finalmente en este trabajo se estudid la poblacidn de
tRNA, sus caracteristicas y los cambios que sufre, durante
desarrollo y aclimatacidn, eligiendo dos organismos cuyas ca-
racteristicas fisioldgicas permitem asociar la participacidn
del tRNA en procesos especificos.

Se examind la poblacion de tryatet proveniente de dos
distintos estados fisiolfgicos de la regidn posterior de la
glédndula del gusano de seda durante su desarrollo. Los
tRNAHet aislados de ambos estados fueron separados en colum-
nas de BD-celulosa, resolviéndose en cada caso dos iscespe-
cies, tRNA)®" y tRNAT®®. La cantidad de cRNA¥Et por glindu-
la, especie qﬁe se formild con la enzima de E.coli, aumentd
doce veces concomitantemente con el periodo de sintesis masi-
va de una sola proteina, la fibroina de la seda. Puesto que
la fibroina no contiene metionina, el aumento selectivo del

et

. M - . s
contenido de tRNA1 podria corresponder al requerimiento es-

pecifico de tRNA iniciador que impone la activa sintesis pro-

teica durante la diferenciacidn terminal de la glandula. lLas
P M .

caracteristicas de tRNAIEt, que lo asemejan a los tRNA}.;et de

eucariontes, apoyan esta interpretacidn.

Se observd ademids en este trabajo, que los isoaceptores

de tRNAAla de B.mori se ubican en distintos compartimientos

morfo-funcionales. La glandula de B.mori contiene varios

isvaceptores de tRNAAla. La regidn posterior contiene 1la

. . Ala
isoespecile tRNAZa

la regién media, donde especificamente aparece una

s la que esti esencialmente ausente en

XV1l




isoespecie tRNA?%a. Las evidencias indican que la presencia

selectiva de tRNAgia

ra la Sptima sintesis de la fibroina en el periodo de produc-

en la regién posterior es necesaria pa-

cidn masiva de esta proteina.

También se estudid el comportamiento de la poblacién de
tRNA durante el proceso de aclimatacidén, examinando los nive-
les intracelulares de los aminoacil-tRNA en higados de carpas
(C.carpio) adaptadas a verano e inviermo. El contenido de
Val-tRNA, Ala~tRNA y Met~tRNA in vivo disminuyd notablemente
durante el verano, estacidon donde Val fue 80%, Ala 477 y Met
54% respecto de los niveles de invierno.

El comportamiento de la poblacidon de tRNA durante proce-
sos como diferenciacidn, desarrollo y aclimatacidn, que exhi-
ben cambios definidos en la sintesis macromolecular, ademis
de la notable compartimientalizacidn asociada a profundas di-

ferencias morfo-funcionales, involucra a esta macromolécula

en la modulacidn de la sintesis de proteilnas.




ABSTRACT

Val

The chromatographic behaviour of E.coli tRNAl » Val-
tRNAYal and Phe-tRNA¥al was studied on Bb-cellulose columns.
Val

Phe-tRNA1 was obtained by heterologous mischarging with

N.crassa Phe-tRNA synthetase. At pH 4.0 the elution position

of Phe—tRNAYal was not affected by the presence or absence of

ng+, whereas Val—tRNAYal was slightly retarded when ng+ was
omitted. In addition, a marked difference in the elution
pattern was cbserved when the aminoacylated and deacylated
forms of tRNAML®
fractionated on BD-cellulose columns. Chromatography of de-

acylated tRNAAla from the middle silkgland resolved two tRNA

from the posterior and middle silkgland were

Ala

isoacceptor species which were not detected when the amino-
acylated-tRNA was fractionated. The chromatographic behaviour
of these E.coli and B.mori tRNA species indicates that both
the amino acid and its nature influence the structure that
the aminoacyl—-tRNA assumes and that the latéer exhibits a
different conformation when compared to its deacylated state.
Based on the properties of hetercamincacylated tRNAs and
their behaviour on BD-cellulose chromatography, highly purified
E.coli tRHAYal and tRNA?la were isolated.
.In the present work, the molecular basis of the N-Acetyl-
Phe-tRNA hydrolase substrate recognition was also studied.

Phe and E.coli N-AcPhe-tRNA

Since yeast and E.coli N-AcPhe-tRNA Val

1
were hydrolyzed by the enzyme, whereas a fourth substrate,
yeast N-AcVal-tRNAval was not, it is concleded that the enzyme

does not have a stringent requirement for a specific tRNA

molecule and that the N-Acetylphenylalanyl residue is a recogni-




tion site for this hydrolase.

Finally, the changes in the tRNA populatiomn during de-
velopment and acclimatization were studied, selecting two
different organisms where the participation of tRNA could
be associated to well defined physiological states.

Transfer RNA with methionine acceptor activity isoclated
from two distinct physiological stages of the developing pos-
terior silkgland of B.mori was examined. The tRNA from both
stages could be fractionated on BD-cellulose columns into

two‘isoaccepting species, tRNAI:Et and tRNA§Et. The molar

quantity per gland of tRNA?Et species, which was also formyl-
atable with the E.coli enzyme., increased twelve-fold as the
gland differentiates to produce a large amount of a single
protein, silk-fibroin. Since methionine is not part of silk-
fibroin, the preferential increase in tRNAI;Iet content Ray
reflect the necessity for initiator tRNA during the terminal
differentiation of posterior silkgland, where a rapid rate
of protein synthesis is observed.

In this work we also observed major differences in the

Ala

compartmentalization of the isoaccepting tRNA species in

the two portions of the silkgland, the posterior and middle
part. In the posterior silkgland tRNA;ia was found. This

isoacceptor tRNA is essentially absent in the middle region,
where tRNAAla a different isoacceptor is also present. The

b * Ala
selective localization of tRNAza

in the posterior silkgland
seems to be required for the efficiency of the massive fibroin
synthesis which occurs during the terminal developmental stage
of the gland.

The behaviour of the tRNA population during the acclima-
tization process was studied, examining the intracellular

levels of aminoacylated-tRNAs in livers from summer and winter



adapted carps (Cyprinus carpic). The in vivo content of Val-

tRNA, Ala-tRNA and Met-tRNA decreased significantly during
the summer season, in which Val was 80%Z, Ala 47% and Met 54%
with respect to the values ebserved in winter.

The behaviour of the tRNA population during differentia-
tion, development and acclimatization, processes which invol-
ve changes in the gene expression activity, suggest that the
tRNA molecules participate in the modulation of protein syn-

thesis.
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UNA MIRADA RETROSPECTIVA.

E1 RNA de transferencia (tRNA) fue descubierto hace poco
mas de 20 afios. Es posible, que por la prediccidn tefrica que
se hiciera acerca de su posible existencia, inserta en una é&épo-
ca de efervescencia creadora, su descubrimiento coronara con
caracteristicas especiales, otra de las fascinantes etapas em-
prendidas en la carrera por desentrafiar los Tntimos mecanismos
a través de los cuales las células sintetizan proteinas.

" Cada aminodcido se uniria gquimicamente mediante una enzi-
" ma especial, con una pequeiia molécula que tenie;do una §upgr-
" ficie especifica capaz de formar uniones hidrdgeno, se combi-
" naria con el dcido nucleico molde. Esta unidon otorgaria tam-
" bié&n la energia necesaria para la polimerizacjﬁn. En su for-
* ma mds simple, deberian existir 20 tipos distintos de molécu-
" las adaptadoras, una para cada aminodcido, y 20 enzimas para
unir los aminoécido; a sus adaptadores." Asi escribié F.H.C.
Crick a comienzos del afio 1955 en una de las tantas notas que
se enviaban entre los 20 miembros reqgulares y 4 honorarios del
"Club de la corbata del RNA" (RNA tie Club) fundado por G. Gamov
al comienzo de esa década (1). Aun cuando Ta histdérica nota
escrita por Crick no ha sido publicada en extenso, fue difundi-
da (2) y gran parte de ella ha sido considerada en una magnifi-
ca revisidén sobre la materia efectuada por Hoagland (3), codes-
cubridor material del tRNA. _

Las enzimas activantes de aminodcidos, fugron descritas
por. primera vez en 1955, Mahlon Hoagland conocid de cerca y
participd en el laboratorio de Fritz Lipmann del entonces re-
ciente hallazgo: la unib6n peptidica entre B-alanina y dcido
pantoténico se formaba con participacién de ATP, existiendo
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liberacién de pirofosfato (4, 5). Al unirse al grupo de Paul
Zamecknik, comprobd que la activacién de aminodcidos podria
estudiarse midiendo el intercambio entre 32Papirofosfato y ATP
en presencia de aminodcidos y una fraccidn de enzima pH 5 (6).
Esta Gltima resultaba al precipitar con acido un sobrenadante
105.000 x g, obtenido de un homogenizado de tejidos. Las hoy
conocidas aminoacil-tRNA sintetasas habian sido descubiertas.
Pronto se supo que eran especificas para cada aminodcido y que
generaban complejos aminoacil adenilato unidos a la enzima (7,
8). Sin embargo, s6lo hasta 1957, afio en que Hoagland traba-
jando con Zamecknik (9), en U.S.A., e independientemente Ogata
y Nohara en Jap6én (10) descubrieran la existencia del aceptor
natural, el tRNA, fue posible demostrar que la misma enzima
gue participaba en la activacidn del aminodcido, catalizaba la
transferencia de este G1timo al tRNA (11, 12).

E1 descubrimiento del tRNA aunque en parte "casual", res-
pondid a una sistemdtica biisqueda fundamentada en una sdlida
1inea -de trabajo para dilucidar el mecanismo molecular de Ta’
sintesis proteica. Zamecknik estudiaba la incorporacién de
14dlaminoécidos a proteinas en un sistema libre de células
(13). Examind junto a Hoagland y otros colaboradores, la po-
sibilidad de utilizar el sistema libre de c2lulas usado para
investigar la sintesis proteica, en el estudio de 1a sintesis
de dcidos nucleicos. Al agregar[}4d]ATP a un sistema libre
de células de higado, pudieron aislar una fraccion de RNA, en
la que evidenciaron la presencia del?4é]proven1ente del ATP
(14). Como experimento control, para descartar un posible ar-
tefacto resultante de un Tavado inadecuado de la fracéiﬁn de
RNA, agregaron [14(:]1euc1‘na en vez de [14(:] ATP en uno de los tu-
bos y aislaron como de costumbre al RNA. Inesperadamente ,
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la fraccion de RNA contenia marca proveniente de[}nC]leu. Des-
pués de miltiples intentos de "despegar" la marca con diferen-
tes lavados, concluyeron que el aminodcido estaria unido cova-
Tentemente al RNA. Jesse Scott permitid afinar el descubrimien-
to. En discusiones de los resultados, menciond la existencia
de una pequefia fraccion de RNA celular, entre el 10 y 15% del
total, que no sedimentaba con Tos ribosomas. En vez de anali-
zar RNA total, se repitieron los experimentos, utilizando el
sobrenadante 105.000 x g de un homogenizado libre de cé&lulas
de higado. Cuando este fue incubado en presencia de ATP y[?4d
Teu, omitiendo la fraccidon ribosomal, se aisld una fraccidn de
RNA, con-14é]1eu unida a ella. Aunque mds grande que el que
vislumbrd Crick en su hipotesis del adaptador, el tRNA y su
correspondiente aminoacil-tRNA sintetasa, respondieron a Tos
requisitos de la hipdtesis. La evidencia final, inequivoca,
para demostrar que el molde sdlo reconocia la naturaleza del
aminodcido a través de su adaptador, fue aportada en 1962, en
el laboratorio de Lipmann.  Francois Chapeville obtuvo alanil-
. tRNA a partir de cistenil-tRNA, reduciendo a este G1timo con
niquel de Raney. Asi un aminodcido que no correspondia a su
tRNA, estaba esterificado a &1 (15). Con este tRNA errdnea-
mente aminoacilado se demostrd que la incorporacidén de un ami-
nodcido a una secuencia po1ipeptidica,'dEpeﬁdia de la natura-
leza del tRNA y no del aminofcido.

Hace muy poco el tRNA cumplid mayoria de edad. Muchas
de las interrogantes han sido contestadas a través de sus cor-
tos 23 afios de vida. Pero aiin presenta interesantes desaffos.
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INTRODUCCION

E1 tRNA constituye una clase de molé&culas de RNA de bajo
peso molecular cuya funcidn mds conocida se encuentra en la
sintesis de proteinas. En esta G1tima, el tRNA es la molécu-
la adaptadora a través de la cual se selecciona a un determi-
nado aminodcido para ubicarlo en una posicidon acorde a la in-
formacidn codificada en el mensaje genético. La participacidn
del tRNA en otros procesos celulares implica que esta macromo-
lécula posee miiltiples funciones. Para conocer y comprender
tal diversidad de funciones, ha sido necesario aisiar y frac-
cionar moléculas de tRNA especificas para un aminodcido, estu-
diar su estructura e identificar los sitios de reconocimiento
comprometidos en cada uno de los procesos en que esta macromo-
lécula participa.

ESTRUCTURA DEL tRNA

Purificacion.

Muchas de las propiedades fisicoquimicas del tRNA difie-
ren de aquellas de oiros componentes celulares como proteinas,
DNA, rRNA y polisacdridos. Estas diferencias proveen las ba-
ses metodoldgicas utilizadas para la extraccidn y purificacion
del tRNA. Llos procedimientos generales han hecho usc también
de 1a compartimientalizacion citoplasmatica de estas macromo-
léculas. Asi, a través del fraccionamiento celular, se ha po-
dido separar por simples métodos fisicos gran parte del DNA
contenido en el niicleo de las células y, especialmente durante




los G@1timos afios, el tRNA conten{do en las mitocondrias y clo-
roplastos. Tan pronto Kirby (16) introdujo un sistema de ex-
traccion de RNA de células animales utilizando mezclas fenol-
agua, se describieron una amplia variedad de procedimientos y
modificaciones, todos los cuales permiten obtener un producto
libre de contaminantes (17-21).

Fraccionamiento.

E1 primer método para separar en gran escala tRNA especi-
ficos para un aminodcido, fue el fraccionamiento por distribu-
cién en contracorriente. Fueron Holley y Merrit (22) quienes
observaron que este procedimiento permitia separar parcialmen-
te tRNAA}a de higado de rata, de otras especies de tRNA. Pos-
teriormente, se desarrollaron una serie de métodos principal-
mente cromatogrdficos.

Kelmers y col. (23-26) introdujeron la cromatografia en
fase inversa (RPC), en que la separacidn se obtiene tanto por
intercambio idnico como por interacciones hidrofdbicas entre
Tos tRNA y el extractante activo que cubre al soporte inerte,
generalmente una sal de amonio cuaternario insoluble en agua.
E1 tipo RPC-5 ha sido el mds ventajoso (26). Casi simultdnea-
mente, el grupo de Tener disefid un nuevo intercambiador idnico
sustituyendo los grupos hidroxilo de DEAE-celulosa por &cidos
aromaticos (27). Benzoilando DEAE-celulosa se obtuvo un pro-
ducto para cromatografia con excelentes propiedades fisicas,
donde el incremento de atracciones 1ipofilicas permite una

considerable purificacién de numerosas especies de tRNA (27).
La modificacidon quimica del grupo amino correspondiente al
aminodcido de un tRNA esterificado enzimiticamente y su pos-
terior cromatografia en BD-celulosa constituye uno de los




procedimientos mds generales para la purificacién de tRNA es-

pecificos. La fenoxiacetilacidn de este residuo le otorga al

aa-tRNA una elevada hidrofobicidad, facilitando asi su separa-
cién de otras especies (28-32).

Varios otros métodos hacen uso de la formacidon del aa-tRNA
como primera etapa en su purificacidén. Asi, aa-tRNA a los que
se le ha adicionado un grupo p-cloromercurifenilo han sido se-
parados de tRNA deacilados por cromatografia usando Sepharose-
4 B modificada con grupos tiol reactivos (33). Una caracteris-
tica que distingue al tRNA deacilado del aa-tRNA es que el pri-
mero contiene un grupo libre 2,3-diol en la ribosa de su adeno-
sina 3' terminal. Esta diferencia ha sido explotada para sepa-
rar aa-tRNA usando columnas de DBAE-celulosa, intercambiador
que contiene grupos dihidroxiborilo unides a aminoetil celulo-
sa (34). Los tRNA que poseen grupos cis-diol forman complejos
especificos con los grupos dihidroxiborilos y se retardan en
la columna. Sin embargo, el método ha resultado desventajoso
por la falta de reproducibilidad del intercambiador DBAE-celu-
lTosa obtenido en el laboratorio y comercialmente.

Aun cuando las cromatografias en RPC-5, BD-celulosa y
DEAE-Sephadex (35) han sido muy versdtiles, presentan algunas
1imitaciones inherentes a su naturaleza. Usando andlogos de
RPC-5 con resinas intercambjadoras de poliestireno, Singhall
(36) desarrollo un sistema de mayor reselucidn. Sin embargo,
al igual que RPC, requiere el uso de altas presiones. Esta
complicacidn parece haberse superado muy recientemente con la
introduccién de un sistema denominado RPC-LH el que utiliza
Sephadex LH-20 recubierto con Adogen 464 (37). Con este ulti-
mo se pueden usar flujos elevados y obtener gran resolucién.

Fradin y col. (38) demostraron que la electroforesis bi-
dimensional en geles de poliacriiamida permitia resolver esen-




cialmente todas las especies de tRNA, Esta técnica ha permi-
tido aislar pequefias cantidades de especies de tRNA puras,

previamente marcadas con 32p .10 que ha facilitado el estudio
de secuencias de tRNA especificos de organelos celulares (39).

Multiplicidad de especies de tRNA para un mismo aminodcido.

En casi todos los organismos se encuentra mds de un tRNA
especifico para cada uno de los 20 aminodcides. La presencia
de estos tRNA isoaceptores pudiera responder a la degeneracidn
del cédigo genético. Sin considerar los tRNA especificos de
los organelos, si cada coddn con sentido (84) correspondiera
a una isoespecie de tRNA, deberian existir 61 especies de tRNA
en el citoplasma. Ello no siempre es asi, ya que el aparea-
miento codén-anticoddn no s6lo estd mediado por la compiemen-
tariedad de las bases A*U y G*C. De acuerdo a la hipdotesis
de la base "oscilante"” de Crick {85), la base 5' del anticododn
puede formar en algunos casos uniones hidrdgeno con mds de
una base localizada en el extremo 3' de un codén. Aun mds,
pareciera ser que no se utilizan todes Tlos codones en todos
los organismos de manera que se requieren menos que 61 espe-
cies de tRNA (49). ‘

ET tRNAl\?et constituye una isoespecie de particular inte-
rés. E1 mecanismo de iniciacibn de la sintesis de la cadena
polipeptidica requiere de un tRNA especifico para metionina,
distinto a aquel que introduce al mismo aminodcido en las po-
siciones internas de la proteina. )

En mitocondrias se han identificado 23 secuencias de Tos
24 genes de tRNA que se estiman que existen en estos organelos
(86-88). No obstante, analizando aminoacil-tRNA de mitocondria
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de levaduras, se han ubicado por cromatografié en ﬁn sistema
RPC-5, entre 31 a 35 especies distintas de tRNA (39). Este
nimero incluye especies que resultan de modificaciones post-
transcripcionales (86). Berlani y col. (89) demostraron re-
cientemente que una mutacidn puntual del DNA miteocondrial im-
pide 1a aminoacilacidon de 4 iscespecies de tRNAHiS, 1o que su-
giere que &stas se originan en un solo gen.

Dado que la multiplicidad de especies de tRNA estd deter-
minada tanto por la transcripcidn de genes especificos como
por alteraciones postrancripcionales de sus productos, parece
jmprobable que su funcidn primordial sea la de utilizar la de-
generacién del cddigo genético. Algunas isoespecies de tRNA
leen el mismo codén como también existen casos en que varjos
codones son leidos por el mismo aminoacil tRNA. Otras isoes-
pecies exhiben actividades ajenas al proceso de sintesis pro-

teica.

Fstructura primaria y secundaria.

Desde que Holley y col. (40) determinaron la primera se-
cuencia de un tRNA, tRNAAla de levadura, las técnicas desarro-
1ladas por Sanger y su grupo (41, 42) apropiadas para trabajos
con pequefias cantidades de tRNA marcado con 32p ,simplificaron
mucho los andlisis de secuencia. Junto a otros métodos (ver
rev. ref. 43) permitieron que se alcance en un periodo de tiem-
po relativamente corto, la gran cantidad de conocimientos exis-
tentes acerca de la estructura primaria del tRNA. Los tRNAs
se distinguen por contener una proporcidn significativa de nu-
cledsidos modificados, de los cuales se han aislado y caracte-
rizado mds de 50. Muchos de estos nucledsidos resultan de Tla.



metilacion, ya sea de la base o del 2'-0H de 71a ribosa. Sin
embargo, existen tambi&n un gran niimero de nucledsidos hipér-
modificados, producto de procesos biomoleculares bastante mids
complejos (48, 49).

Se conocen sobre 180 secuencias de tRNA, las que han si-
do comparadas para determinar las caracteristicas estructura-
les que han conservado las distintas especies. Todas las se-
cuencias descritas permiten acomodar las bases tal como origi-
nalmente 1o propusiera Holley (40) en una estructura secunda-
ria en forma de hoja de trébol, 1o que origina regiones heli-
coidales bicatenarias y asas de regiones monocatenarias. Los
tallos se configuran por pares de bases Watson-y Crick, excep-
tuando algunos apareamientos de bases G+U muy ocasionales o
sitios con pafes de bases no complementarias. Como se indica
en la Fig. 1, se distinguen 4 asas, la de la dihidrouridina
(D) o asa I, la del anticodén (II), la variable (III) y la
TYcC (IV). Los tallos son el de la dihidrouridina, del anti-
coddn, TYC y el aceptor. Algunas especies de tRNA presentan
un tallo variable precediendo al asa del mismo nombre. Se co-
noce como brazo del tRNA al tallo y su asa correspondiente.

La di1tima recopilacidn de las secuencias de tRNA conocidas co-
rresponde a Gauss y Sprinzl (44). E1 sistema adoptado para

la numeracion de las bases (45) utilizd el tRNAFe" de levadura
como patrdn, debido a que la informacidn acerca de esta espe-
cie es la m&s avanzada (46). E1 tRNAFen estd constituido por
76 bases, nimero base que permite encuadrar la casi totalidad
de las secuencias descritas, a excepcion entre otros de tRNAGH
de levadura (44), constituido por 73 bases. Un ejemplo extre-
mo es el hallazgo reciente de un tRNAser en mitocondria de ma-
miferos, formado por sélo 62 bases (47).
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Figura 1. Estructura primaria y secundaria del tRNA y siste-
ma de numeracidn de acuerdo a2l niimero de nucledtidos de tRNA
fenilalanina de levadura.

E1 modelo en hoja de trébol contiene las caracteristicas comu-
nes a la mayoria de los tRNA, exceptuando a aquellos comprome-
tidos en la iniciacién. La posicidn de los nucledsidos se se-
fiala por circulos o letras; los circulos abiertos representan
los residuos que estdn siempre presente; Pu o Pi sefialan la
posicidn de nuclebsidos semi-invariables y las letras que sim-




bolizan a un residuo determinado (ver abreviaturas), indican
la ubicacién de los nucledsidos invariables. Los circulos
11enos representan a los nucledsidos que no se encuentran en
todas las secuencias de tRNA (residuos variables).

La adicidén de un nuclefésido en un lugar determinado se
indica por el nimero del residuo que le precede seguido de
un punto y el nimero correlativo. Asi, 47.1 y 47.2 represen-
tan al primer y segundo nucledésido que sigue a la posicién
47. La posicidén 47 es eliminada cuando el asa variable esta
constituida por 4 nucledsidos (44).

La flecha entre dos nucledsidos denota que ambos nucled-
sidos se encuentran con frecuencia en esa posicidn mientras
que el paréntesis refleja una situacidon de excepcion.

Aoy ©s el extremo 3' de la molécula y el extremo 5' se
considera como la posicidon N° 1.



ATl comparar los nucledtidos de las especies de tRNA se-
cuenciados, se encuentra que algunos ocupan siempre los mis-
mos sitios. Aproximadamente 14 de estos residuos “"invaria-
bles" estdn presentes en casi todos los tRNA que participan
en 1la sintesis de proteinas (39, 43). Otros sitios estdn ex-
clusivamente ocupados por purinas (Pu) o pirimidinas {Pi).

Los nucledtidos alli presentes se conocen como”semiinvariables"
y su niimero por tRNA es 8 6 9 (39, 43).

En posicidn 8 a partir del extremo 5' se ubica siempre
una U o 54U. En todos los tRNA existe un apareamiento Pi;,~Pu,
menos en 10s tRNnmet de procariontes involucrados en la inicia-
cidn de la sintesis proteica. Estos G1timos poseen un par
PugqPi (All-U) en dicho sitio (39, 44, 50, 51). En cambio
tRNA]?Et de mitocondria de Neurospora crassa, presenta en esta
Jocalizacidn un apareamiento U*A (52). Todos los tRNA?Et cito-
plasmdticos de eucariontes secuenciados, contienen en esta po-
sicion el par Cy,°G (44).

Iniciando el asa de Ta dihidrouridina, se encuentira siem-

pre la secuencia A;,=Pu;.. Le siguen Tas secuencias Gyg=Gqq
0 GmIB—-Glg. Fstas Gitimas estdn ausentes en una especie de
S.aureus y S.epidermidis inactiva en sintesis proteica, cuya

funcidn estd relacionada a la biosintesis de l1a pared celular
(53, 54). Esta notable clase de tRNAGh presenta ademds otras
diferencias en sus residuos invariables y semiinvariables (39,
43). Al comienzo del asa del anticoddn generaimente se ubica
una Pi. Inmediatamente después del triplete que conforma el
anticodon hay siempre una Pu, la que estd ausente en 1a clase
de tRNAGH involucrada en la sintesis de peptidoglican (53,
54). Es probable que esta Pu sea requerida para una adecuada
interaccién codén-anticoddén, innecesaria en los mecanismos que
se requieren para la sintesis de la pared celular. Precediendo
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al anticodén, en general los tRNA tienen una U33. E1lo no es
asi en los tRNA?Et de vegetales, anfibios, peces y mamiferos
(39, 44). '

E1 asa TUC es el que presenta la mayor diversidad de cam-
bios en sus residuos invariables. Aun cuando la mayoria de
los tRNA contienen una U54 modificada, seguida de U55—-C56
(Fig. 1), en estas posiciones se encuentra con frecuencia las
secuencias UUC, TmYC y SZTU (39). Se ha detectado la presen-
cia de PUC en tRNATTP de higado de bovino y de c@lulas de po-
110 infectado con el virus de la mieloblastosis aviar y también
en tRNAPrO de células de ratdon infectadas con virus de leucemia
murina (194). Estas especies de tRNA son partidoras de la DNA
polimerasa-RNA dependiente (55, 56, 194).

Una caracteristica excepcional de los tRNA?Et provenien-
tes de citoplasma de eucariontes, es el reemplazo de los resi-
duos U;4 U (44) por AU o AUY. Una diferencia adicional de es-
tas especies respecto a la estructura comin a la mayoria de los
tRNA (Fig. 1), se encuentra al final de la secuencia del ‘asa
TUC donde un residuo A reemplaza al nucledtido seminvariante
Pigo (44). Sin embargo, ello ocurre también en trnavel de ma-
miferos (60) y tRNAP'? de B.mori (58). La constitucién del
asa de la ¥ completo - AU(U*) CGmlAAA - se ha conservado en
los tRNAI;.'IEt citoplasmdticos provenientes de germen de trigo,
levaduras, insectos, anfibios, peces y mamiferos (44). Se ha
sugerido que esta secuencia en particular, no s6lo seria el
elemento estructural que distingue a Tos tRNA¥Et citoplasmati-
cos de aquellos que participan en el alargamiento de 1a cadena
(57), sino que ademds estaria implicado en el mecanismo de la
reaccidn de iniciacién de la sintesis proteica (39). Sin em-
bargo, Sprague y col. (58) encontraron la secuencia Ag,UC en
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tRNA?]; o de Bombyx mori. No se sabe si este tRNA posee las
propiedades funcionales, de un tRNA iniciador natural. EI
tRl‘Ul.{in1 de S.aureus tiene en este mismo sitio la secuencia
UGC (53, 54), pero ello, no 1lama la atencidn ya que su fun-
cidn es independiente de interacciones con mRNA y ribosomas.
En cambio, sorprende el reciente hallazgo de esta secuencia
UGC en mttRNA de N.crassa (52).

A1 final del tallo aceptor se encuentra en todos los tRNA
ta secuencia CCA, también presente en posicion 3' terminal en
RNA virales capaces de ser aminoacilados.

En el ordenamiento de los tRNA en hoja de trébol (Fig.l),
el tallo aceptor y los brazos del anticodén y TUC son constan-
tes en todas las especies estudiadas. E1 tallo aceptor consis-
te de siete pares de bases y cuatro nucledtidos, inciuyendo la
secuencia CCA terminal con las siguientes excepciones: la pre-
sencia de 8 pares de bases en tRNAH1S de E.coli y S.tiphimurium,
especie involucrada tambi&n en la regulacidn de la biosintesis
de histidina y, ausencia de un par Watson y Crick entre la ba-
se 5' terminal y el residuo ubicado frente a ella. Esta @lti-
ma constituye una particularidad comin a todos los tRNA?Et de
procariontes cuya formilacidn es requerida para su actividad
iniciadora de la sintesis proteica (39, 43, 44).

Los tallos del anticodbén y TUC estdn formados por 5 pa-
res de bases complementarias cada uno, y el asa de la ¥ por 7 re-

siduos. Las fluctuaciones en el nidmero de nucledtidos que compo-
nen a la molécuia, en el rango de 62 a 93 (44, 47) se deben a
diferencias en la constitucidn del asa de la dihidrouridina
y brazo variable.
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Estructura terciaria.

Fresco y col. (61, 62), utilizando hipocromicidad como
medida de estructura secundaria y los pardmetros hidrodindmi-
cos de viscosidad y sedimentacidn como indicadores de confor-
macidén general, estudiaron la depaturacidn de tRNA bajo dis-
tintas condiciones de temperatura y fuerza idnica. Observaron
que el incremento de viscosidad i.e. desplegamiento, precedia
significativamente a la desorganizacidn de la estructura se-
cundaria. Los valéres de viscosidad intrinseca y coeficiénte
de sedimentacidn medidos a las mds altas temperaturas eran
esencialmente los mismos que aquellos obtenidos como una pre-
paracién de Poli(U) del mismo peso molecular, sugiriendo de
- esta manera que la molécula de tRNA se encontraba completamen-
te desplegada. En cambio, a 20°C los valores obtenidos eran
muy distintos. La viscosidad bajd a un tercio y el coeficien-
te de sedimentacidn fue de casi el doble.

E1 descubrimiento que los tRNA podfan ser interconverti-
dos reversiblemente entre conformaciones funcionalmente acti-
vas e inactivas, permitid concluir que las caracteristicas
conformacionales requeridas por el tRNA para su funcidn biold-
gica dependian de la existencia de una estructura terciaria
bien definida {(61). Las l1lamadas formas nativas y denaturadas
fueron extensamente estudiadas en el caso de tRNALeu de leva-
dura y tRNATrp de E.coli, debido a que estas especies se esta-
bilizan facilmente en sus dos formas (49). La forma denatura-
da de tRNA podia renaturarse completamente incubando la solu-

2+ y enfridn-

cién a 60° por algunos minutos en presencia de Mg
dola a 25°C, temperatura del ensayo de aminoacilacidn (63).

Posteriormente a estos hailazgos, se utilizaron una enor-

-

AN
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me variedad de métodos para obtener informacidon sobre la con-
formacion del tRNA en solucién. Entre las aproximaciones ex-
perimentales usadas para discriminar entre residuos o regiones
expuestas o escondidas, se incluyen modificaciones quimicas
(43, 49, 64), intercambio de protones (65) como el intercambio
entre C8-H purinico y 3H20 (66); espectroscopia de resonancia
nuclear magnética que distingue protones-H unidos, no intercam-
biables (67); estudio de susceptibilidad de tRNA a nucleasas
especificas (43, 49, 68), y unidon de oligonucledtidos conoci-
dos a tRNA para sondear regiones monocatenarias (69).

Favre y col. (70) encontraron que irradiando a 335 nm de-
terminadas especies de tRNA de E.coli, se forma un entrecruza-
miento entre los residuos 4sU8 y 013. La reaccidén no ocurre
con tRNA denaturado (71) y tampoco con fragmentos de tRNA in-
completos o disociados (72), 1o que indica que en la conforma-
cién nativa estas bases pirimidicas deben estar a una distan-
cia que permita la unidn covalente entre ellas (70-73). Los
estudios funcionales demostraron que el entrecruzamiento indu-
cido fotoquimicamente no afecta la actividad del tRNA en sin-
tesis proteica (74, 75). Estos hallazgos contribuyeron signi-
ficativamente a perfeccionar los primeros modelos acerca de
la posible estructura terciaria del tRNA (49, 64, 77).

Sin embargo, s6lo a través de los estudios de difraccidn
de rayos X de cristales de tRNA se logrd un conocimiento rela-
tivamente inequivoco, acerca de la configuracidn espacial que
el tRNA adopta y de la cual depende su actividad.

La primera estructura molecular de un tRNA, tRNAFen de
levadura, que se obtuvo de mapas de densidad electrdnica a
nivel de resolucién atémica (78, 79), hizo posible dilucidar
el plegamiento de la cadena polinucleotidica acomodando las
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regiones de la hoja de trébol en una estructura estable en
forma de L. Con ello se logrd comprender la existencia de Tos
nuciedtidos invariables y seminvariables, la mayoria de los
cuales estdn involucrados en interacciones terciarias necesa-
rias para la estabilidad de la estructura (43, 46). La concor-
dancia obtenida independientemente a partir de dos formas cris-
talinas de tRNAFen, la ortordmbica (78) y 1a monoclinica (79)
otorgan especial validez a los resultados.

E1 plegamiento de la cadena polinucleotidica de tRN
de levadura se muestra en la Fig. 2. Los segmentos helicoida-
les de la hoja de trébol se preservan ern su totalidad. Los
tallos aceptor y TUC estdn dispuestos de tal manera que forman
una hélice casi continua. E1 tallo D y el del anticoddn con-
forman otra regidon helicoidal casi continua enfrentados en @n-
gulo recto a la primera, de manera que el asa del anticoddn y
el extremo 3'-CCA constituyen los polos mds alejados de la mo-
Técula. Las asas TPC y D configuran el dngulo recto de la mo-

AFen

lécula uniéndose parcialmente a través de interaacciones de
bases complementarias. La L tiene una extensidn de aproxima-
damente 60 3 con-un didmetro de 20 E; siendo la distancia en-
tre ambos extremos de mds o menos 80 E. En Ta molécula se dis-
tingue un orificio de 10 E de didmetro cerca del dangulo de la
L, rodeado por el asa y talio TUC.

Existen dos sitios de unidn de magnesio hidratado en el
asa D, uno en el anticodén y otro en la curvatura originada
por los residuos 8-12 (46, 80). EI idn M92+ estabiliza las
asas y recodos de la estructura molecular, para mantener su con-
figuracidn funcional. De la misma manera, poliaminas como es-
permina contribuyen a la estabilidad de Ta molécula (46). Se

han localizado tres posibles sitios de unién para espermina.
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Figura 2. Estructura terciaria del tRNA.

Izquierda: los segmentos helicoidales de 1la molécula de tRNA
que corresponden a los 4 tallos de la estructura en hoja de
trébol, estdn representados por bandas anchas blancas y gri-
ses. Las asas estdn representadas por barras angostas. Las
dos regiones helicoidales estructuran un angulo recto, origi-
nando la forma L de la molécula.

Derecha: la orientacidon de las bases a 1o largo de la cadena
polinucleotidica estd representada por pequefias tablillas.
Las tablillas cortas corresponden a las bases no pareadas en
las regiones monocatenarias y las mds largas representan los
apareamientos de bases. Se observa ademds la presencia de
interacciones terciarias cuando se aparean mas de 2 bases,
como también el "apilaje" de las bases que conforman las dos
"verdaderas columnas" que originan el &ngulo de 1la L. Las
interacciones invelucradas en el apilaje de las bases proveen
una importante fuerza estabilizadora. La estructura del asa
del anticodén muestra el apilaje de las bases del triplete
hacia el extremo 3' de la molécula. (Adaptado de Kim (46).
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A través de los diferentes mapas de densidad electrdnica de
tRNAFen s6lo se ha podido confirmar un solo sitio ubicado en
el surco profundo de la doble hélice formada por los tallos
D y del anticodén (46).

Aunque hay evidencias que apoyan la existencia de una
estructura general para todas las especies de tRNA, es posi-
ble que pequefios pero a la vez significativos detalles los
diferencien ya que de otra manera seria dificil comprender la
gran especificidad de las diversas reacciones en que cada es-
becie participa. Recientemente se ha examinado la estructura
de tRNAbﬂEt de Tevadura encontrindose una estructura similar a
Ta de tRNAFen (81). Sin embargo, se detectan a nivel del bra-
zo del anticoddn diferencias con la estructura del cristal de
tRNAFen (81, 82) requiriéndose una mayor resolucién del mapa
de densidad electrénica para intrepretar inequivocamente el
hallazgo. La estructura de tRNASTT de Tevadura (83) a pesar
de presentar simj]itudes con tRNAFen exhibe una notable dife-
rencia especialmente en el brazo aceptor. Este no forma una
doble hélice completa y se encuentra mds bien como dos cadenas
simples ordenadas divergiendo una respecto a otira. Sin embars
go, estas diferencias podrian deberse a que este tRNA fue cris-
talizado a temperaturas mds altas en presencia de una gran con-
centracién de solvente orgidnico (83).

La estructura de tRNAPSP de lévadura ha revelado también
jnteresantes diferencias (82). Se observa una apertura de la
L ‘donde la posicién de los tallos y del anticodén varian su
posicidn relativa constituyendo 1a forma de un boomerang (82}.
Se han obtenido dos estructuras levemente distintas de esta
especie de tRNA a una resolucidn de 3,5 A (82).
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ACTIVIDAD BIOLOGICA DEL tRNA

Sintesis de Proteinas.

ta sintesis de proteinas involucra una gran variedad de
interacciones entre moléculas de tRNA y de diferentes protei-
nas y RNA. Aunque no todas ellas pueden considerarse como
inherentes al mecanismo propic de este proceso, ellas son re-
queridas como reacciones indispensables para la sintesis de
1a cadena polipeptidica y constituyen los aspectos mds conoci-
dos de la funcidn bioldgica del tRNA.
Formacién del aminoacil-tRNA. ta aminoacilacion del tRNA se

realiza a través de al menos 20 aminoacil-tRNA sintetasas, de
cuya alta especificidad depende la fidelidad de T1a ubjcacidn
del aminodcido en la posicién adecuada a la informacidn del
mensaje genético. Cada una de estas enzimas reconoce como
sustrato s61o a un grupo de iscespecies de tRNA. La reaccion
requiere ATP para la activacion del aminodcido y da Tugar a

la formacidn de un complejo amipoacil-adenilato-enzima con 1i-
beracién de pirofosfato. E1 compiejo ha sido aislado por fil-
tracidn en gel {91). En una segunda etapa el aminodcido se
transfiere al tRNA correspondiente, liberdndose AMP y regene-
rindose la enzima libre. Se ha estudiado por métodos cinéti-
cos el orden de entrada de los reactantes (92-95). En algunos
casos se incorpora en primer lugar el ATP (92, 94, 96, 97) y
en otros el tRNA (98, 99) encontrandose también varios casos
en que el orden de entrada de los sustratos es al azar (io0,
101). Lotfield (102) ha sostenido que la reaccidn de aminoa-
cilacidén se lleva a cabo de manera concertada y que la forma-
cion del complejo E+aa-AMP en la ausencia de tRNA constituye
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una reaccidén aberrante que resulta de 1a ausencia de uno de
Jos sustratos naturales. Sin embargo, aun cuando pareciera
gue no existe un mecanismo Gnico para la formacién de cada
aa-tRNA especifico, se han presentado Gltimamente muchas evi-
dencias que avalan el significado cinético y mecanistico del
complejo Eeaa-AMP (49, 95, 103).

E1 producto de la reaccidén completa, el aa-tRNA, ha sido
caracterizado como un ester del aminodcido unido a través del
grupo hidroxilo 2' o 3' de la ribosa de la adenosina terminal
del tRNA (104, 105). En solucidn ambos isdmeros alcanzan un
rdpido equilibrio. No obstante, 1a reaccidon de aminoacilacién
procede especificamente en la posicién 2'-0H, 3'-0OH o indistin-
tamente de acuerdo a cada aminoacil tRNA sintetasa en particu-
lar (49, 106).

Durante los Gltimos afios se han descrito diversos casos
de aminoacilaciones incorrectas, las que involucran a un tRNA
de un organismo y a una aminoacil tRNA sintetasa de otro (187).
Las primeras heteroaminoacilaciones heterdlogas que se observa-
ron fueron las que ocurren entre la Fen-tRNA-sintetasa de Neu-
rospora crassa y tRl’\U!\V‘E‘.I y tRNAAIa de E.coli (108, 109), encon-
trindose posteriormente que la misma enzima proveniente de Tle-

vadura podia cargar con fenilalanina una serie de tRNA de E.coli

(110, 111).

Formilacidn de Met-tRNA.

Marcker y Sanger (152) descubrieron que en bacterias una
isoespecie de Met-tRNAMet era formilada por una transformilasa
y que el producto N-formiI-Met-tRNA¥Et actuaba como iniciador
de la sintesis proteica. La reaccidn es altamente especifica.
La enzima sdlo reconoce a la isoespecie iniciadora previamente
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aminoacilada y el grupoc a-amino de la metionina acepta el re-
siduo formilo de N0 _formil-tetrahidrofolato (153). En célu-
las de eucariontes también existen dos especies de Met-tRNA
citoplasmdticas {154). Una de ellas es la iniciadora pero no
es formilada debido a que el citoplasma de células superiores
no contiene transformilasa (122). Sin embargo, Met-tRNA?Et de
higado y levadura es capaz de ser formilado por la enzima de
E.coli, no asfi Met-tRNAI?Et de germen de trigo (155).

Aparentemente existiria transformilasa en mitocondrias ya
que fMet-tRNA'_get actiia como iniciador en estos organelos (122).

Aun cuando se ha investigado l1a presencia de una secuencia
especifica que sea reconocida por 1a transformilasa, los resul-_
tados no han sido concluyentes. Si de las secuencias de reco-
nocimiento comiin a la reaccidn de formilacidn se sustraen aque-
11as bases que se encuentran también en tRNAQEt de E.colj ¥y
tRNAr;.iEt de germen de trigo que no son reconocidas por 1a enzima
y ademds se dejan fuera los nucledtidos universales, sGlo queda
un conjunto de tres pares G<C en el tallo del anticodén (49).
Se desconoce si esta homologia pueda estar relacionada con el
sitio de reconocimiento.

Reconocimiento de los factores solubles de iniciacién y elonga~

cion.

La iniciacién de la cadena polipeptidica comienza con la
formacién de un gran complejo de iniciacién a:nivel ribosomal,
via %a subunidad 30 S en procariontes y 40 S en eucariontes
(112). Para promover el primero, aparte de formiT—Met-tRNA¥Et
o Met—tRNA?Et, mRNA {con su codén iniciador AUG) y GTP, se re-
quieren 3 factores de iniciacién (112, 114) y para el segundo,

al menos 8 de estos factores proteicos (113, 115). Aun cuando
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no existe completo acuerdo acerca del mecanismo de las reaccio-
nes comprometidas en este proceso, las etapas que involucran
interacciones con tRNA estdn relativamente bien establecidas.
En bacterias formilvMet-tRNA¥Et es reconocido por IF-2eGTP re-
sultando un intermediario que reconoce a otro constituido por
NRNA#30SeIF-1¢1F-3 (116). En c&lulas superiores, Met-tRNAYCT
forma un complejo ternario con elF-2 y GTP, el que se une a la
subunidad ribosomal 40S (113).

E1 alargamiento de la cadena procede a partir del comple-
jo de iniciacidén. La unidn aa-tRNA con el factor de elongaciodn
EF-1 (EF-Tu en bacterias) es esencial para constituir el com-
plejo ternario aa-tRNA-EF-1+GTP responsable del transporte del
aa-tRNA al sitio aceptor del ribosoma (49, 117). La especifi-
cidad de la formacidn de este intermediario provee el mecanis-
mo necesario para excluir tRNA deacilados o N-acil aa-tRNA
(49, 118). Met—tRNA?Et no forma este complejo (119). Schulman
(119, 120) demostrd que regenerando el primer par de bases del
tallo aceptor, por gonversiﬁn de C a U, Met-tRNA!gEt pasaba a
ser un sustrato activo y se unia a EF-Tu. Con Met-—tRNAr?et ocu-
rre algo distinto, ya que puede interactuar débilmente con
EF-1 y GTP (121) pero el complejo formado es incapaz de trans-
ferir el tRNA al ribosoma {122). De esta manera, la interac-
cidn con los factores de elongacidn no sélo permite que los
aa-tRNA 1leguen al ribosoma, sino que ‘proveen un mecanismo adi-
cional que otorga especificidad para que los tRNA iniciadores
no sean ocupados en la incorporacién de metionina en las posi-
ciones internas, tal como fuera propuesto inicialmente por Ono
y col. (123).

Interacciones tRNA-ribosoma. Se acepta generalmente la exis-

tencia de dos sitios ribosomales cuyo aporte topoldgico para
la unidn de los tRNA es fundamental (117, 124, 125, 126). Sin
embargo, ocasionalmente se ha sugerido la existencia de un

Y3
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tercer sitio. Lake (127) distingue un sitio R al cual se uni-
ria el aa-tRNA como primera etapa del ciclo de la elongacidn.
La primera evidencia acerca del rol de la secuencia comiin del
asa TYPC de los tRNA en la interaccidn con los sitjos ribosomd-
les, se origind en el laboratorio de Ofengand {59), que obser-
v6 una inhibicion de la unidon de Fen-tRNA a los sitios A y P
en presencia del pentanucledtido aislado GTUCﬁ. Posteriormen-
te, Richter y col. (128) usando ribosomas de E.coli, demostra-
ron que el tetranucledtido inhibia fuertemente Ta unidn del
tRNA EF-Tu-dependiente al sitioc A. Aun mas, localizaron el
efecto observado en la subunidad 50S puesto que subunidades
previamente tratadas con el .tetranucledtido eran inactivas.
Casi simultdneamente se encontrd que TULG se unia al RNA ribo-
somal 5S {129).

En cepas de E.coli restrictivas o rel A%, los nucledtidos
ppGpp y pppGpp son esenciales para el control de 1a sintesis
de rRNA principalmente (130). Cuando a estas cepas se les
priva un aminodcido esencial, estos compuestos se acumulan y
decae la produccidn de RNA estable (130). La sintesis de es-
tos polifosfatos de guarosina estd catalizada por un factor
restrictivo asociado a los ribosomas, el que sdlo se activa
por la unidn coddon-especifica de tRNA deacilado al ribosoma
(131, 132). En este proceso el factor restrictivo permanece
ligado -al ribosoma mientras el tRNA cicla entrando y saliendo
con cada molécula de ATP que se hidroliza (133). E1 factor
restrictivo reconoce un sitio distinto al de FF-Tu en el ribo-
soma y su interaccidon con el tRNA deacilado dirige a este Gil1-
timo al sitio A (134). Al estudiar el efecto de una serie de
fragmentos de tRNA se observd que sdlo el tetranucledtido TYCG
activaba la sfntesis de polifosfatos de guanosina (135), 1o
que aumentd las evidencias gque involucran una interaccion mis
bien directa entre el asa TYC y el RNA 5S en el ribosoma.
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Los sitios de union de tRNA contienen ambos, rRNA y pro-
teinas ribosomales. Tanto las proteinas S 3, 13 y 14, y las
L 2, 11, 16, 18, 24, 27, 32 y 33 entre otras, como también los
RNA 16 S y 23 S, ademds del RNA 5 S, interactiian directamente
con alguna regidn del aa-tRNA (ver rev. en ref., 125, 139).
La existencia de los sitios de contacto y su compleja topolo-
gia resulta de una malla de interacciones proteina-proteina,
proteina-RNA y RNA-RNA en la que participan esencialmente to-
das las moléculas que conforman al ribosoma. Se ha confirma-
do que una regidon proxima al extremo 3' del RNA 16 S, rica en
pirimidinas, participa directamente en la iniciacidn de la sin-
tesis proteica formando varios pares Watson-Crick con una por-
cién 5' del mRNA cercana al coddon de iniciacidén (126, 137, 138).
Otra regidon del RNA 16 S distinta a T1a descrita por Shine y
Dalgarno {137, 138) también estarfa participando en la estruc-
turacidn de sitios ribosomales. En el Taboratorio de Ofengand
(125) se ha encontrado que un asa del RNA 16 S participa de al-
guna manera en la interaccion codon-anticodén en.el sitio P.

Aparentemente el sitio aceptor del centro de Ta peptidil
transferasa en la subunidad 50 S es especifico para el isémero
3'-(-aminoacil~tRNA (140-142). Para satisfacer los requeri-
mientos estereo-especificos parece ser que a nivel del sitio A
ocurre una transaminogacilacion desde la posicidén 2' a la 3°',
previa a la reaccidon de la peptidil transferasa, ya que hay
algunas evidencias que sugieren que especificamente seria el
isémero 2'-(-aa-tRNA el que participarfa en la unién a riboso-
mas dependiente de EF-Tu*GTP (49, 142}, aunque EF-Tu puede
aceptar inespecificamente ambos andlogos 2' o 3'-aa-tRNA (142,
151). E1 apareamiento coddn-anticoddn gatilla l1a hidrdlisis
de GTP y Tiberacion de EF-Tu-GDP a través de un mecanismo des-
conocido, permitiendo que ocurra la transacilacidon para que
el isdmero 3' reactivo sea reconocido por l1a peptidil transfe-
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rasa. Quiggle y Chladek-(143) han determinado que el residuo

C del extremo 3' del tRNA estd comprometido en el reconocimien-
to requerido para la reaccién de Ta peptidil transferasa, tan-
to en el sitio A como en el P.

E1 centro de la peptidil-transferasa estd formado por las
proteinas L 16, L 11 y L 2 prbéximas a las proteinas L 7/L 12,
sitio comiin de unidon del EF-Tu, EF-G y IF-2 (124). \Una vez
que Ta cadena polipeptidica que estd alargdndose se ha trans-
ferido al aa-tRNA unido al sitio A, éste se transforma en pep-
tidi1-tRNA. E1 peptidil-tRNA es inmediatamente reconocido por
el EF-2 (6) que lo transloca consumiendo la energia que provee
Ta hidrdlisis de GTP. Después de la translocacion el sitio A
queda disponible para que el siguiente codon del mRNA pueda
ser leido por el aa-tRNA correspondiente (117, 124).

E1 complejo coddn-anticodén. La interaccion entre el antico-
dén del tRNA y el coddon cque codifica para un aminodcido en el

mRNA se origina al enfrentarse ambas estructuras en forma an-
tiparalela, de acuerdo a las cldsicas reglas de apareamiento
de bases Watson-Crick. Sin embapgo, la tercera base del coddn
introduce ciertas complicaciones. Tal como 1o propuso Crick
(85), el nucledtido que se ubica en el extremo 5' del antico-
dén puede presentar apareamientos adicionales. Asi I puede
reconocer a C, Ao U, GaCoUyUabBGoA. Recientemente,
tagerkvist (144) sugirid una interesante alternativa de lectu-
ra del mensaje genético, en la cual s6lo los dos primeros nu-
cledtidos de cada coddn serian reconocidos primariamente por
el anticodén. Las evidencias experimentales indican que este
tipo de lectura denominada "dos de tres" (144), es utilizado
in vivo y que el cddigo genético estd organizado de manera qlie
prevenga el uso de este méiodo de lectura en aquellas situacio-
nes en que la fidelidad de la lectura pudiera estar comprome-
tida.

L
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F1 anilisis de las especies de tRNA presentes en mitocon-
drias de hongos, anfibios y mamiferos (87) ha evidenciado que
en estos organelos existe un nimero inferior a 32 especies de
tRNA, cantidad minima que se requiere para reconocer todos los
tripletes del cddigo utilizando el mecanismo propuesto por
Crick (85). Examinando las secuencias de los anticodones co-
rrespondientes a los mttRNA para ala, 1eu1, Ieuz, tre, trp,
glu y val de N.crassa, el grupo de RajBhandary (87) encontréd
que Tas especies ala, Ieuz, tre y val, aminodcidos que corres-
ponden a familias del cddigo que agrupan cuatro codones (GCN,
CUN, ACN y GUN, respectivamehte) contienen en la primera posi-
cign del anticoddn una U inalterada. En cambio, las especies
de tRNA para glu, Ieu1 y trp, aminodcidos que utifizan,codones
que terminan en*purinas (GAé, UUé y UGé, respectivamente),
contienen una U (modificada) en la misma posicidn del antico-
dén. De todas las secuencias de tRNA citoplasméticas publica-
das (44) y que contienen U en la posicién "oscilante", sélo
en tRNAGEE de levadura &sta no se encuentra modificada (44,
88). Este tRNA es bastante singular ya que puede reconocer
los seis tripletes que codifican para leucina. Simultdneamen-
te a los hallazgos sobre mttRNA de N.crassa, Barrel y col.
(88) describieron caracteristicas similares en mitocondrias
humanas y 1o mismo el laboratorio de Tzagoloff (86) en mito-
condrias de levadura. Aunque todos estos resultados son muy
reciéntes, parecen indicar con bastante certeza gque todos los
mttRNA que poseen una U sin modificar en la primera posicién
del anticodén corresponden a las familias del cddigo que agru-
pan cuatro tripletes por aminodcido, las que serian reconoci-
das por el mecanismo "dos de tres" (144). Las familias de co-
dones mezcladas i.e. la tercera posicién determina la natura-
leza del aminodcido que codifica, estarian siendo reconocidas
por tRNA que contienen v en posicién "oscilante" siguiendo
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en general las reglas descritas por Crick (85). Asf, bastaria
un minimo de 24 especies de tRNA para descifrar el cddigo ge-
nético completo, niimero que coincide con las especies encontra-
das en mitocondrias (86-88). En estas Gltimas, 1a “universa-
1idad" del cdédigo se encuentra quebrantada. En efecto, el tri-
plete sin sentido UGA, codifica para mttRNAT'P (87, 145) y al
menos en el organelo humano parece ser que aparte de AUG, AUA
codificaria también para metionina (145).

En el reconocimiento coddon-anticoddon, el tRNA no juega
un rol pasivo. ET asa del anticodédn podria pasar de la confor-
macién debida al apilaje de bases en su extremo 3' (43, 46) a
una constituida por apilaje en el extremo 5', transicidn suge-
rida inicialmente por Fu]]er'y Hodgson (147). En efecto, ob-
servando el proceso de relajacidn en tRNAFen se han encontra-
do resuitados consistentes con una conversidn entre las confi-
guraciones con nucledtidos apilados en el extremo 3' del anti-
codgn al 5' (148). Muy recientemente, Labuda y Porschke (146)
han puesto en evidencia un mecanismo de varias etapas en 1a
interaccidn coddn-anticodén. Una de ellas invelucra el cambio
'conformacional debido a la transicidn del apilaje desde el ex-
tremo 3' del anticodén al 5'. E1 otro cambio estructural es-
tarja dado por el desplazamiento del asa TUC. Finalmente, du-
rante el proceso se formarian dimeros de tRNA {146).

Se sabe que la afinidad del complejo coddn-anticodén esta
influida entre otros por la configuracidon que otorgan las fuer-
zas del apilaje de las bases adyacentes al anticoddn y por los
nucleftidos modificados proximos al extremo 3' (149). Aun
mds, se ha establecido que el contexto en que se encuentra el
codén, i.e. secuencias vecinas, afecta 1a eficiencia de la tra-
duccidén (150). ‘

E1 tRNA como regulador. Aunque la participacidén de tRNA en
procesos regulatorios ha sido muy discutida, se puede ya afir-
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mar que ésta existe, entre otras probablemente a nivel de 1la
sintesis proteica. Tales fegulaciones pueden involucrar a un
tRNA especifico como tRNAH1S en la represion de la biosinte-
sis de histidina en E.coli y Salmonella typhimurium (156).
Allende (157) ha indicado que las proteinas capaces de recono-
cer estructuras de tRNA no sdélo estarian involucradas en las
diversas etapas del proceso de traduccidn, sinc que también

en la transcripcion (y replicacién) de &cidos nucleicos. Exis-
ten evidencias que demuestran que aa-tRNA (y aa-tRNA-sinteta-

sas) pueden participar en la regulacion de varios operones res-
ponsables de 1a biosintesis de aminodcidos en organismos proca-

riéticos y eucaridticos (158).

La funcidn del tRNA en la supresion de mutaciones sin sen-
" tido es bien conocida (159). La secuencia de tRNASuIII+UAGTir
exhibe una diferencia a nivel del antigodén que resulta a su
vez de una mutacién del gen para tRNAT1r, capacitdandolo para
que reconozca el codon ambar en reemplazo de los tripletes nor-
males para tirosina (160) No todos los tRNA supresores de mu-
taciones sin sentido tienen modificaciones en el anticodan.
Comparando la estructura primaria de tRNA UGATrp con la de
la especie Su UGATr'p se encuentra que la alterac1on esta pre-
sente en 1a base 24 del tallo de la dihidrouridina, donde en
vez de G se encuentra A (44, 161). Otras supresiones mediadas
por tRNA incluyen aquellas en las que tRNA puede insertar el
aminoicido correcto frente a un codén mutado (supresidn de
error) y las supresiones extragénicas de mutaciones que produ-
cen desplazamiento de fase de los tripletes que conforman el |
mensaje genético (158, 162).

Ames y Hartman (163) basado en el conocimiento existente
acerca de la degeneracion del cddigo genético, postularon en
1963 que los niveles intracelulares y las especies de tRNA pre-
sentes eran importantes en la determinacidon de la velocidad de
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sintesis y tipo de proteina que se sintetizaba (hipdtesis de

la modulacidén). Cambios en los niveles de especies isoacepto-
ras de tRNA han sido observadas en numerosos organismos en re-
lacidn a su estado fisiolégico y de desarrollo. Entre éstos

se encuentran variadas condiciones de crecimiento de microor-
ganismos (cultivos), embriogénesis y diferenciacidn, accidn de
hormonas, carcinogénesis, envejecimiento e infeccidn viral (rev.
en ref. 162, 165, 166).

Osterman (166) distingue dos grupos de fenfmenos involu--
crados en los cambios de la proporcidn de especies de tRNA que
ocurren concomitantemente con cambios en la sintesis de protei-
nas. E1 primero se refiere al fendmeno que comprende un nuevo
estado de Ta sintesis proteica, programado genéticamente en la
célula, con una poblacidon de moléculas de tRNA necesarias para
su realizacidon (proporcidn adecuada de tRNA isoaceptores). EI
segundo grupo incluye la transformacidon de la familia de molé-
culas de tRNA competentes en la célula, inducida por cambios
en su medio ambiente. Estos liltimos también pedrian estar pro-
gramados pero a nivel del organismo, e.g. desarrollo; alterna-
tivamente podrian deberse a efectos no predeterminados como es-
tado nutricional, infeccidn viral, etc. Los cambios endégenos
del primer grupo dan Tugar a la "adaptacidon” de una familia de
tRNA. Los procesos del segundo grupo resultantes mas bien de
efectos externos (transporte de ciertos metabolitos, hormonas
o particulas virales, etc.), deberian considerarse como funciodn
"requlatoria" de la sintesis proteica (166).

E1 concepto de adaptacién funcional fue elaborado previa-
mente por Garel (167}, quien examind una serie de organismos
en que se pudo demostrar que la especializacidén de la poblacidn
de moléculas de tRNA, aseguraba Ta mdxima eficiencia de T1a sin-

’ tesis proteica. Mucho antes, Stent (164) habia indicado que la
modulacidén de la traduccién se alcanzaria de mejor manera utili-

e
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zando secuencias del mRNA mayores que el coddén. Sin mencionar-
lo directamente, Osterman (166) basdndose en consideraciones
relativas a 1la interaccidon codon-anticoddén y tRNA-ribosoma en-
riquece el concepto original de Ames y Hartman (163) con el
planteamiento de Stent (164) y desarrolla su "hipétesis de la
preseleccion”. En el hecho, ella incorpora las variables que
otorgan una visidon mds integrada de las posibles interacciones
entre distintos aspectos configuracionales de las moléculas de
tRNA y el mRNA en el ribosoma.

Los resultados de varios estudios indican que el reconoci-
miento de un coddn estd influido por secuencias vecinas en el
mRNA (1508). Este efecto del contexto del coddn sobqe Ta tra-
duccién ha sido evidenciado directamente, demostrdndose que el
nucledtido adyacente al extremo 3' del coddn de iniciacidon AUG
(168), del coddén de terminacidn UAG (150) y muy recientemente
UGA (169) juega un papel determinante en el eficiencia de la
traduccién.'

Metabo]ismo del RNA.

Ademds de la funcidon que cumple el tRNA en la sintesis
proteica, éste presenta’una serie de actividades que pueden
relacionarse convenientemente al metabolismo del RNA.

Estudios acerca de la biosintesis de tRNA han establecido
que se requieren varias etapas de procesamiento para producir
el tRNA maduro. En procariontes, la obtencidén de este G1timo
involucra el procesamiento del producto de transcripcidn pri-
mario a nivel de sus extremos 5' y 3', ademds de 1a modifica-
cion de diversos nucledtidos (rev. ref. 170). En eucariontes
a menudo se necesita una etapa adicional debido a la existen-

cia de secuencias intercaladas en una serie de genes de tRNA
(171), existiendo evidencias que sugieren que la remocidn de
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las secuencias intercaladas contenidas en moléculas precurso-
ras de tRNA, se realiza con posterioridad a los procesos nu-
cleoliticos 5' y 3' y que la mayor parte del procesamiento
ocurre en el nicleo (170, 172 y ref. citadas en la G1tima).
Reconocimiento de moléculas precursoras de tRNA durante su

procesamiento. La remocion de los nucledtidos adyacentes al
extremo 5' que permiten obtener el fosforo 5' en 1a ubicacidn

que caracteriza el principio de la estructura primaria de to-
dos los tRNA maduros, estd mediada por una endoribonucieasa,
Ta RNAasa P (170). Esta enzima fue descubierta por Altman y
Smith (173), quienes al incubar el precursor de tRNAIir con
un extracto crudo de E.coli, hallaron que .un- fragmento- de 41
nucledtidos adicionales ubicados en el extremo 5' del tRNA ma-
duro, era escindido de este Gl1timo. Ribonucleasa P rompe unio-
nes fosfodiester dando Tugar a grupos 3'0H y 5'fosfato y siem-
pre produce la ruptura correspondiente en el lugar exacto re-
querido por el precursor para generar el extremo 5' correcto
del tRNA maduro, debiendo reconocer para ello aspectos de la
estructura terciaria del precursor (170, 174)}. E1 precursor

a nivel de la secuencia que corresponde al tRNA maduro, adopta
una conformacion similar a 1a de este @#11timo (170). Aun cuan-
do parece ser que RNAasa P es 1a enzima responsable de generar
los extremos 5' P correctos para todos los tRNA, provengan de

precursores monocistrdnicos o policistronicos, se ha identifi-

cado otra endoribonucleasa que produce clivaje en precursores
policistrénicos en mutantes que permiten obtener extractos con
RNAasa P inactivada. Esta enzima descrita independientemente
por dos Taboratorios, se hallamado RNAasa 0 o P2 (175, 176).
Un aspecto particular se halla en la biosintesis de tRNA
de T4 donde es esencial la accidn de RNAasa III, una enzima que
procesa precursores de rRNA (177). Recientemente se ha encon-

Gin
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trado una actividad endonucledsica que parte productos de trans-
cripcidn primarios del gen agrupado de tRNA de Ti, existiendo
evidencias que indican que la participacion de esta enzima pre-
cederia a la accidn de RNAasa P (178).

De especial y muy actual interés es la dilucidacidn del
mecanismo a través.del cual se remueven las secuencias interca-
ladas de los pre-tRNA de organismos superiores. Existen eviden-
cias que indican que el procesamiento que permite "editar” un
tRNA maduro procederia in vitro en dos etapas (172a). La prime-
ra, en una reaccion independiente de ATP remueve-la secuencia
intercalada y produce dos mitades de tRNA, quedando Ta mitad 5'
con un extremo 3'-P y la otra 5'0OH, 10 que constituye una carac-
teristica Gnica entre las endonucleasas involucradas en Ta bio-
sintesis de RNA. En una segunda etapa, una ligasa cuyo mecanis-
mo también parece ser muy particular, une los extremos 3'-P ¥y
5'-0H formando el enlace fosfodiester correspondiente.

Aparte de la necesidad de endonucleasas, el procesamiento
de moléculas de pre-tRNA requiere exoribonucleasas para podar
los nucledtidos del extremo 3' del precursor. Se han encontra-
do varias exonucleasas en E.coli inciuyendo RNAasa II una exo-
nucleasa 3' —> 5' (170), la que podria ser responsable del
“podaje" requerido por los pre-tRNA en su extremo 3'., También
se han descrito otras exonucleasas con actividades compatibles
a la anterior. Estas enzimas presentan especificidad por el
precursor, reconociendo estructuras de la regidn correspendien-

te a tRNA. En efecto, varias mutaciones ubicadas en el asa
TUG de tRNAser de T4 bloquean el procesamiento por las 3'-exo-
nucleasas (170).
tRNA-nucleotidiltransferasa. Una de las enzimas que interac-
| tiia con tRNA es 1a CTP(ATP)}-tRNA nucleotidiltransferasa, que
| cataliza la incorporacién de residuos C y A al extremo 3' ter-

minal de moléculas de tRNA que han perdido parcial o totalmen-
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te la secuencia 3' CCA caracteristica a todas ellas {179).
Aunque la funcidn fisioldgica de esta enzima se desconoce, pa-
rece ser que estd involucrada en la reparacidon de tRNA, el que
se encuentra sometido a procesos de recambio, al menos de su

A 3' terminal (179, 180). Su importancia estd implicita en el*
hecho que se haya detectado en todos los organismos tanto pro-
cariontes como eucariontes, y en los ﬁ]fimos en ambos, cito-
plasma y matriz mitocondrial {179-182). Se sabe que el reco-
nocimiento de 1a tRNA-nucleotidiltransferasa por el tRNA es
bastante inespecifico, habiéndose encontrado reconocimiento
adecuado incluso frente a trozos de la molécula de tRNA previa-
mente disectada (179). Sin embargo, cierto aspecto configura-
cional tiene relevancia por cuanto tRNAL®Y denaturado no es
aceptor de AMP (183).

La biosintesis de los tRNA codificados por el fago T4
especificos para prolina y serina, procede a través de un pre-
cursor que contiene ambas secuencias.. Sin embargo, ninguna de
‘ellas contiene la secuencia 3'CCA. Schmidt (184) demostrd que
al menos en este caso tRNA nucleotidil transferasa participa
en la sintesis de tRNA maduro incorporando correctamente la
secuencia CCA en el extremo 3’ tRNASET dei precursor Pro-Ser-
tRNA precediendo a la accion de RNAasa P.

Modificacidn de bases del tRNA. Fuera de las actividades en-
zimdticas que permiten el procesamiento de los productos de

transcripcidon de genes de tRNA y de 1a incorporacidn de CCA
en el extremo 3' de algunos precursores que carecen de &1, la
maduracidn de la molécula de tRNA requiere de la modificacidn
enzimdtica de ciertos nucledsidos para griginar 1os llamados

nucledsidos (o bases) modificados, “raros" o “menores". Se
ha establecido que estos GUltimos se forman preferentemente a
nivel de los distintes pre-tRNA (48, 49, 162, 185), pero se
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desconoce el orden de la secuencia de las reacciones (48, 49).
Entre las enzimas mds estudiadas estan las tRNA metil transfe-
ragas, las que en la mayoria de los casos incorporan el grupo
metilo utilizando S-adenosil metionina (48, 49, 162, 193).

Las tRNA metil transferasas no sflo son especificas para deter-
minados residuos, sino que ademds reconocen las secuencias in-
mediatamente vecinas a la base que modifican, debiéndose encon-
trar éstas en la ubicacidn correcta de la regidn del tRNA (48,
49). Aparentemente la accion enzimitica de estas metil trans-
ferasas se encuentra influida por Tla estructura terciaria del
sustrato. Solari y Allende (193) estudiando tRNA metil trans-
ferasas de niicleos y citoplasma de oocitos de Xenopus laevis,-
observaron una significativa diferencia en 1a respuesta de es-
tas dos enzimas frente a espermina y Mgz+. Ya que ambas enzi-
mas actiian en distintos compartimientos podria pensarse gque su
especificidad estd relacionada a la naturaleza estructural de
Tos sustratos en ellos.

No todas las modificaciones de las bases del tRNA consis-
ten en reacciones que convierten un nucledsido "normal" en uno
"alterado”, Recientemente se han encontrado enzimas que reem-
plazan una base modificada por una normal (48, 49). Se ha de-
tectado una enzima que cataliza la incorporacidon de G en deter-
minados tRNA, pudiendo esta reaccidén de guanilacidn reemplazar
Ta base menor Q de tRNA sin romper la cadena polinucleotidica
(186). Asi, a través de esta reaccion muy particular, una ba-
se rara se convierte en una normal.

Peptidil-tRNA hidrolasa. tsta enzima que se encuentra en bac-

terias y organismos superiores, hidroliza l1a union ester entre
un péptido (o residuo aminoacilo cuyo grupo NH2 estd sustitui-
do) y el grupo 2' o 3'0H de la ribosa 3' terminal de tRNA (187,
rev. en ref. 188). La actividad enzimdtica presenta baja espe-
cificidad por el sustrato, ya que no discrimina sobre el tipo
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de péptido o residuo N-aminoacilo esterificado al tRNA y tampo- |
co acerca de la naturaleza de este G1timo (ref. citadas en ref.
189). Ni los aa-tRNA ni form‘il—Met-tRNA?Et son hidrolizados
por esta enzima (190). Sin embargo, este Gltimo es atacado en

forma singular por la hidrolasa proveniente de higado de rata
(191).

Schulman (192) ha demostrado que N-formil-Met-tRNARE®
de bacterias evita la actividad de esta hidrolasa dada

la particularidad estructural que le otorga la falta del primer
par de bases del tallo aceptor. Al regenerar este apareamiento

por conversion quimica de C a U, fMet—tRNA¥Et

se constituye en
un eficiente sustrato de la enzima (120).

La funcidn bioldgica de 1a enzima es poco conocida, pero
se estima que debe estar relacionada al catabolismo de los pép-
tidos que se liberan como peptidil-tRNA incompletos durante la
sintesis de proteinas.

F1 tRNA en 1a biogénesis de los virus. Se conocen dos espe-
cies de tRNA que actian como "partidores" de 1a DNA polimerasa

RNA dependiente {transcriptasa inversa) de los virus RNA tumo-
' Trp

rales. Ellos son tRNA en el virus de la mieloblastosis aviar
(AMV) ¥y tRNAPro en el virus Moloney de la Teucemia murina (55,
56, rev. en ref. 194, 195). Lla caracteristica mds peculiar de
ambos tRNA es la presencia de la secuencia G-¥-Y-C que reempla-
za a G-U*-U-C en el asa TYC (194). Hasta ahora se desconoce

la implicancia de esta secuencia en el reconocimiento con la

|
transcriptasa inversa. Sin embargo, a pesar que la funcidn 1
“partidora” del tRNA ha sido una de las Gltimas actividades

que se le descubriera a esta macromolécula tan polifuncional,

la informaciﬁn_existente acerca de las interacciones involucra-

das, es sorprendentemente amplia. En efecto, se sabe que el

tRNA partidor forma un complejo con el DNA y que excluyendo la
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A 3' terminal, una secuencia de 16 nucledtidos del extremo 3'
del tRNA estd comprometida en 1a interaccidn (196). Aparte

de l1a unidén del partidor a DNA, este es reconocido especifica-
mente por la transcriptasa inversa. Se ha confirmado que Ta

afinidad de 1a enzima del AMV por tRNATrp es alta. Araya y

Litvak (197) han examinado en bastante detalle esta interaccidn,

determinando las regiones del partidor que se unen covalente-
mente a la enzima del AMV después de irradiacidon con U.V., con-
cluyendo que las subunidades o« y B de la enzima se encuentran
interconectadas por el tRNA y que tanto la region del antico-
dén como el extremo CCA interactdan fuertemente con la enzima
(197, 198). La transcriptasa inversa de AMV reacciona con el
tRNATr‘p partidor previamente oxidado con 10; formando una base
de Schiff entre el e-KH, de una lisina comprometida en el cen-
tro activo y el derivado dialdehido de la ribosa 3! terminal
del tRNA (200). También se ha demostrado que la misma enzima
desenrolla el tallo aceptor del partidor facilitando su ubica-
cidn sobre el genoma viral (199). i
Estructuras tipo tRNA en RNA virales. Un apreciable nimero
de RNA virales, la mayoria de plantas, posee 12 capacidad de

esterificarse con aminodcidos en reacciones catalizadas por
las aa-tRNA sintetasas correspondientes. En particular el RNA
del virus del mosaico del nabo amarillo (TYMV) acepta valina
en su extremo 3' {201) mientras que el del virus del mosaico
del tabaco (TMV) se carga con histidina (202). Se ha demostra-
do que TYMV ademds de aminoacilarse puede ser usado como sus-
trato de la tRNA nucleotidiltransferasa y de la peptidil tRNA
hidrolasa, partido por una enzima comparable a la RNAasa P Y
que el RNA aminoacilado puede formar el complejo ternario con
GTP y EF-1 de germen de trigo y aportar su valina en un siste-
ma de sintesis proteica (201, 203-208).
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1

La estructura secundaria del RNA de TYMV se asemeja bas-
tante a la del tRNA (207), no asi la del RNA del TMV (209).

Prochiantz y col. (210) encontraron que fragmentos de RNA
de bacterifdfagos como R17, MS2 y Q8 eran sustratos adecuados
de tRNA nucleotidil-transferasa de E.coli, sqgiriendo que los
genomas virales examinados poseen ciertas caracteristicas pre-
sentes en los tRNA. Dado que aa-RNA virales pueden formar
complejo ternario con GTP y EF-Tu, siendo este @1timo un compo-
nente de 1a enzima QB replicasa (211) se ha pensado en implicar
estos hallazgos con l1a replicacidn viral.

E1 tRNA-en otros -procesos bioquimicos.

A través de reacciones catalizadas por un grupo de enzi-
mas conocidas como aminoacil-tRNA transferasas, ciertos aa-tRNA
pueden transferir el residuo aminoacilo a moléculas aceptoras
especificas prescindiendo de los ribosomas. Asi los tRNA par-
ticipan como agentes aminoacilantes en modificaciones enzima-
ticas de proteinas (212), incorporando arginina, leucina, o
fenilalanina al extremo N-terminal de algunas proteinas e.g.
arginina a proteinas de la membrana del fantasma del eritroci-
to (213) y proteinas de la cromatina (214).

La biogénesis de T1a pared celular requiere G1i-tRNA y
Ser-tRNA para la formacidn de los puentes interpeptidicos en
la sintesis de peptidoglican (53, 54, 215). Sin embargo, tal
como se ha observado en estafilococos, s6lo glicina es incor-
porada a través de una isoespecie particular de tRNASTY qnac-
tiva en sintesis proteica (54), probablemente para asegurar
asf, el suministro adecuado del aminodcido que se requiere en
gran cantidad en la sintesis de peptidoglicanes (49).

Aparte de las aminoacil-{RNA proteina transferasas se han
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descrito otras enzimas que utilizan aa-tRNA. £Esto ocurre en
la biosfntesis de aminoacil fosfatidil glicerol (217, 218) y
en la modificacién de Tipopolisacdridos (219).

Finalmente, entre las miltipies actividades del tRNA, se
le ha situado como inhibidor de ciertas enzimas. Especifica-
mente se ha demostrado que tRNA inhibe fuertemente a la endo-
nucleasa I de E.coli (220). Complejos de endonucleasa I-tRNA
presentan una actividad distinta a la enzima sola (221) ya que
aunque en forma limitada rompen DNA a través de una reaccion
de corte simple de una de sus cadenqs {"nick"). Se ha detec-
tado ademds una isocespecie de tRNAT1r que deacilada, inhibe
en Drosophila a la enzima triptdofano pirrolasa involucrada en
la sintesis de pigmentos (222).

ESTUDIOS REALIZADOS EN LA PRESENTE TESIS

En el presente trabajo se investigan tres aspectos que
contribuyen al conocimiento de la estructura y funcién del
tRNA. Se desarrolla un nuevo procedimiento para purificar
algunas especies de tRNA, se examina l1a naturaleza del reco-
nocimiento especifico entre una enzima y el tRNA, y se estu-
dia la funcidén de esta macromolécula durante diferenciaciédn
celular, desarrollo y adaptacidon al medio ambiente. )

Purificacion de tRNA especificos mediante heteroaminoacila-
cion heterdloga.

Se sabe que la esterificacidon de un aminodcido aromdti-
co a su tRNA correspondiente Tleva al tRNA a unirse mids fuer-
temente a la BD-celulosa (31) propiedad que ha sido usada pa-
ra purificar tRNATIT, tRNATTP y tRNAF®D de levadura (229).
Gitlam y col. (230) desarrollaron un mé&todo muy general para
aislar especies de tRNA que no son esterificadas por un ami-
noicido aromidtice. ET1 procedimiento involucra la aminoacila-

cién del tRNA, una fenoxiacetilacidn quimica que le otorga
hidrofobicidad al residuo aminoacilo y el aislamiento del ma-
terial modificado por una columna de BD-celulosa. Por este
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método se han purificado entre otros tRNAMet, tRNAgEt (30),
tRNAY21 (32), todos de E.coli, tRNAASP, trRNARTY (230) y
tRNA'iiEt (231), los dltimos de levadura.

Se ha establecido que ciertas enzimas provenientes de
un organismo pueden aminoacilar errdneamente a un tRNA pro-
veniente de otro organismo (107). Sabiendo gque la fenilala-
nil-tRNA sintetasa tanto de levadura como de N.crassa cata-

Tiza la incorporacién de fenilalanina a varios tRNA de E.colj

(107-111) postulamos que T1a heteroaminoacilacidn heterdloga
podria ser utilizada como una alternativa muy ventajosa en
la purificacidén de tRNA especificos de E.coli. Por ello se

examindé el comportamiento cromatogrdfico de tRNAva] de E.coli

en BD-celulosa y el efecto que la incorporacion del aminodci-
do aromatico tenia sobre éste.

Como se describe en el capitulo primero, a partir del
planteamiento bdsico se pudo aislar tRNA‘{a‘l y tRNAgla alta-

mente purificados.

N-~Acetilfenilalanil-tRNA hidrolasa. Sitio de reconocimiento
del sustrato.

Aparte de la peptidil-tRNA hidrolasa (187-198), en Tlos
ittimos afios se descubridé otro tipo.de hidrolasa (224, 225).
Esta enzima, 1a N-Acetilfenilalanil-tRNA hidrolasa, hidroli-
za N-AcFen-tRNA a N-AcFen y tRNA. La enzima se ha encontra-
do en levadura y Artemia salina (225, 232).

A objeto de determinar si el sitio de reconocimiento de
la enzima reside en el tRKA o en el residuc N-Acetilfenilala-
nil, hemos aislado N-AcFen-tRNA hidrolasa del hibrido Saccha-
romyces fragilis x Saccharomyces dobzhanskii y hemos estudia-
do su especificidad con distintos sustratos. Experimentos
en que usamos N-AcFen-tRNAFe" de levadura, N-AcFen-tRNAFe"
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de E.coli ¥y N-AcFen-tRNAgaI de E.coli, preparado este dltimo

por heteroaminoacilacidn heterdloga con Fen-tRNA sintetasa
de Neurospora crassa, demuestran que todos ellos son sustra-
tos adecuados de la enzima. Los resultados que se describen
en el capitulo segundo, sugieren que el residuo N-Acetilfe-
nilalanil serfa determinante en la accidon catalitica e indi-
caria que la especificidad de 7a enzima no tendrfa un reqﬁe—
rimiento estricto por un tRNA especifico.

Modulacidn de l1a poblacidn de tRNA.

Estd bien establecido que en 1a regidn posterior de la
glandula del gusano de seda Bombyx mori, se sintetiza duran-
te los Gl1timos dias del quinto estadio larval, una protefirna
en particular, la fibroina de la seda. Lla estructura prima-
ria de esta proteina la forman bdsicamente glicina, alanina,
serina y tirosina. Los dos primeros aminodcidos constituyen
casi tres cuartos de la molécula (233, 234).

Experimentos realizados por Susuki y col. {235) indican

que los genes de la fibroina no se amplifican durante la po-
liploidizacién de las células y que se replican en proporcidn
al DNA. Existe probablemente sélo un gen de fibroina por
complemento haploide de DNA (235, 236). Ello sugiere que la
gran cantidad de fibroina que se sintetiza en un momento de-
terminado puede ser el resultado de una rédpida traduccidn

del mRNA pre-existente.

Se han examinado los cambios que sufre la pob]ac%én de
tRNA durante los distintos procesos fisioldégicos de la glén-
dula i.e. desarrollo y sintesis de fibroina (167, 238), en-
contriandose alteraciones cuantitativas en los niveles intra-
celulares de algunos aa-tRNA. Las especies mds afectadas
estin asociadas a la sintesis de fibroina (238)}. Sin embargo,
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aunque metionina no se encuentra en la estructura de la fibro-
ina, el aa-tRNA correspondiente se haya aumentado durante la
diferenciacién terminal de la regidén posterior de la glandula.

Nuestra hipdtesis de trabajo postulaba que el incremento
del nivel in vivo de Met-tRNA durante la etapa de sintesis de
fibroina (238, 240) se deberia a un incremento selectivo de
la isoespecie comprometida en la iniciacidn. Para dilucidar
este aspecto se estudid Ta naturaleza de la especie de Met-
tRNA que aumenta su nivel.

Los resultados que se presentan en el capitulo tercero,
jdentifican una isoespecie de trnaMet que exhibe propiedades
similares a las_de algunos tRNA?Et de eucariontes, como la
especie que selectivamente se encuentra en mayor concentra-
cién en la segunda etapa del gquinto estadio larval.

Otros aspectos del capitulo tercero tonsideran la espe-
cializacidn de alguncs tRNA en relacidn a la naturaleza de
la proteina que se sintetiza en un momento dado, y, a la com-
partimientalizacidn bioldgica estructural, asociada a la di-
ferenciacién funcional. En particular, se estudian Tas espe-
cies isoaceptoras de tRNAA1a tanto de la regién posterior co-
mo de 1a regidén media de la gldndula del gusano de seda y se
demuestra que durante el estado de secrecién de fibroina en
el quinto estadio larval, existe una especie de tRNAAla que
estando presente en una regidn no lo estd en otra. La es-
pecie de tRNAMa presente en la regidon posterior contribuye
a obtener la mixima eficiencia de la sintesis proteica en el
compartimiento morfo-funcional que se estudid (58, 150, 166,
167, 237, 240).

Finalmente, en el capitulo tercero se describen otros
aspectos del tRNA relativos a su participacidén en procesos
regulatorios.
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Los poiquilotermos euritermales estdn sometidos a varia-
ciones estacionales de temperatura, frente a las cuales de-
ben enfrentarse en forma adecuada con respuestas compensato-
rias que aseguren su supervivencia. La sintesis de proteinas
ha sido asociada al proceso de actimatacién (rev. en ref. 241).
En nuestro laboratorio se han estudiado algunas caracteristi-
cas celulares y funcionales de hepatocitos del pez Cyprinus
carpio aclimatado naturalmente a temperaturas de verano. Es-
te pez, provee de un sistema muy atractivo para determinar la
naturaleza de los cambios involucrados en la adaptacidn termal
(241-244), y fue elegido para examinar el posiblie rol que el
tRNA puede tener en la naturaleza de 1a respuesta adaptativa,
j.e. participar en la modulacién de Ta sintesis macromolecu-
lar. Al estudiar el contenido in vivo de determinados amino-
acil-tRNA, precursores inmediatos de 1a sintesis de proteinas,
se observaron profundas variaciones en los hfgados de carpas
de verano y de invierno. ET1 contenido de las primeras fue
notoriamente mds bajo, 1o que demuestra que el -tRNA estaria
ijmplicado en los mecanismos comprometidos en la respuesta
compensatoria a Tos cambios que la aclimatacidn involucra.
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MATERIALES Y METODOS

METODOS.

Cultivo de microorganismos.

A objeto de obtener los organismos requeridos para las
preparaciones de enzimas que se han detallado donde corres-
ponde, se procedid a cultivar E.coli de acuerdo .al procedi-
miento descrito por Bolle y col. (254), N.crassa como 1o hi-
ciera Eppler (255) y el hibrido S.fragilis x S.dobzhanskii .
utilizando el sistema usado por Bretthauer y col. (256)}.
Aislada la biomasa, ésta fue procesada de inmediato o se

guardo a -70°.

Fraccionamiento de tRNA en columnas de BD-celulosa.

E1 fraccionamiento de tRNA en columnas de BD-celulosa,
se efectud esencialmente como lo describe Gillam y col. (31,
230), eluyendo con la solucidn que se indica en cada caso.
Todas las cromatografias se efectuaron a 4°.

Preparacion de aminoacii-tRNA sintetasas.

La preparacion cruda de aminoacil-tRNA sintetasas de
E.coli se obtuvo siguiendo el procedimiento de Muench y Berg

(249) y la de levadura de panaderia de acuerdec al método de
Cherayil y col. (250). La preparacidn de sintetasas de glan-
dula de B.mori de acuerdo a lo indicado por Araya y col.
(240) y 1a de higado de C.carpio como 1o sefiala Zuvié y col.
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(244).

La preparacion de una fraccidon parcialmente purificada
de Fen-tRNA sintetasa de N.crassa, se efectud siguiendo el
procedimiento descrito en el articulo de Barnett (252).

Ensayo de aminoacilacidn patrén de tRNA de E.coli con_aminc-
acil-tRNA sintetasas de E.coli.

La mezcla de reaccidn patrdn (246, 247) contenia en 0,1
ml, tampdn 3,3-dimetilgiutarato de potasio 100 mM, pH 7,0,
acetato de magnesio 10 mM, KC1 10 mM, ATP 2 mM, [140] o [3H]
aminodcidos 0,02 mM, tRNA de E.coli y una preparacidn de sin-
tetasas de E.coli. Alternativamente la mezcla estaba com-
puesta por Tris-HC1 100 mM, pH 7,5, MgC12 10 mM, KC1 10 mM,
B-mercaptoetanol 10 mi, ATP 2 mM, Cl o [3H] aminoacidos
0,02 mM, tRNA de E.coli y sintgtasas de E.coli, los dltimos
siempre en concentraciones que permitieran una aminoacilacidn
completa. Las mezclas fueron incubadas a 37° por 30 min.
Las reacciones se detuvieron y se procesaron como se detalla
mis adelante. '

Ensayo de aminoacilacidon patrdn de tRNA de E.coli con Fen-tRNA-
sintetasa de N.crassa.

E1 ensayo patrén de la heteroaminocacilacion heterdloga
se efectud esencialmente como 1o describid Strickland y Ja-
cobson (248) en mezclas de reaccidn de 0,1 ml compuestas por
tamp6n cacodilato de potasio 50 mM, pH 6,3, acetato de mag-
nesio 7,5 mM, ATP 0,5 mM (Mg2*/aTP = 15), [*4c[Fen 0,025 mm,
tRNA de E.coli y cantidad saturante de una preparacion par-
cialmente purificada de Fen-tRNA-sintetasa de N.crassa. Las
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mezclas fueron incubadas a 22° por 30 min. Dentro de este
periodo todas las reacciones fueron completas. Las reaccio-
nes se detuvieron y procesaron como se describe mas adelan-
te. .

Aislamiento de tRNA de B.mori.

Se usd el procedimiento -descrito por Chen y Siddiqui
(245). Para extraer el tRNA las gldndulas (regidn media o
posterior)} fueron homogenizadas con un homogeneizador de
vidrio y tefldn en 1a solucidon de extraccidn compuesta de
Tris-HC1 0,01 M, pH 7,6, MgS0, 0,01 M, NaCl 0,01 M, dodecil-
sulfato de sodio 0,5%. Al homogeneizado se le agregd un vo-
lumen de fenol saturado con la solucidn de extraccidén y se
volvidé a homogeneizar. Posteriormente se agitd la suspen-
sidn por 20 min y después se centrifugd a baja velocidad
para separar la fase acuosa. La capa fenb6lica y la inter-
fase fueron lavadas dos veces con la solucidn de extraccion
y el RNA contenido en la fase acuosa fue recuperado por pre-
cipitacién con etanol frio. Después de disolverlo, el RNA
de alto peso molecular fue removido a través de una cromato-
grafia en DEAE-celulosa, como lo describe Yang y Noveili
(251).

Ensayo de aminoacilacidon patrdn de tRNA de glandula de B.mori

con sintetasa de B.mori.

E1 ensayo tanto de metionina como de alanina se efectud
de acuerdo a Weiss y col. {26) en 0,1 ml1 de mezcla patrén
que contenfa tampdn Hepes 100 mM, pH 8,0, acetato de magne-
sio 10 mM, KC1 10 mM, B-mercaptoetanol 10 mM, ATP 4 mM, | 3H]
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0 [}4C]aminoécido 0,02 mM, tRNA de la regidn media o poste-

rior de la glandula del gusano
mo origen, de acuerdo a lo que
suficientes para obtener carga
cubaron a 37° por 30 min y las
procesaron como se detalla més

de seda y sintetasas del mis-
correspondiese, en cantidades
completa. Las mezclas se in-
reacciones se detuvieron y °
adelante.

Ensayo de aminoacilacidn de tRNAMEt de B.mori con enzima de

E.coli.

La incorporacidn heterdologa de Met en tRNA de B.mori se
efectud en una mezcla de reaccidn (0,1 ml) que contenia Tris-
HC1 50 mM, pH 7,4 MgC'l2 12 mM, KC1 10 mM, B-mercaptoetanol
3 mM, ATP 10 mM, tBH] 0 [14C]Met 0,02 mM y una cantidad sa-
turante de una preparacion cruda de sintetasas de E.coli, de
manera de lograr una reaccidn completa, después de incubar a
37° por 30 min o por Tlos tiempos que se indican. La reaccion

se detuvo y procesd como se describe mds adelante.

Procedimiento general para cuantificar la radioactividad in-

corporada a tRNA en los ensayos de aminoacilacién.

A1 completarse el tiempo de incubacidn, a cada mezcla
de reaccidn patrdon de aminoacilacidn de tRNA se le adicioné
2 a3 ml de TCA 5% frio. ET1 precipitado se recolectd en un
disco Millipore (HA, 0,45 um), y se lavd 3 veces con TCA 5%

‘ frio. Posteriormente se disolvido en 5 ml de una solucidn de

centelleo de Bray y la radioactividad se cuantificé con un
contador de centelleo liquido Nuclear Chicago, modelo 6801-
6804.

Alternativamente la reaccidon de aminoacilacidn se detu-
vo agregando 0,3 - 0,4 m1 de mezcla detenedora (compuesta
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por 8 mg/ml de RNA de levadura, 0,3% de casaminodcidos Difco)
y 5 m1 de una solucién fria de HC1 2 N. E1 precipitado se
recolectd en un disco de fibra de vidrio Whatman GF/C el que
se lavé 2 a 3 veces con la solucién fria de HC1 2 N y final-
mente con etanol frio. Después de secar el filtro, éste se
introdujo en una solucion de centelleo de tolueno para cuan-
tificar 1a radioactividad.

No se detectaron diferencias entre ambos métodos.

Amincacilacion de tRNA de levadura con aminoacil-tRNA sinte-
tasas de levadura y aislamiento del aminoacil-tRNA.

La aminoacilacidon se efectud en mezclas de reaccidn que
contenian Tris-HC1 50 mM, pH 7,5, MgC]2 10 mM, B-mercaptoeta-
nol 10 mM, aminodcido rad1oact1vo 0,02 mM, tRNA total de le-
vadura de panaderia (o tRNAFen pur1f1cado de levadura) y una
preparacion de aminoacil-tRNA sintetasas de Tevadura. Las
cantidades de tRNA y enzima fueron ajustadas para permitir
la carga completa del tRNA. Después de incubar & 37° por
aproximadamente 30 minutos (cuantificando a invervalos la
radioactividad incorporada como cuentas precipitables en TCA

para asegurar que toda la muestra estuviera aminoacilada),
Ta reaccién se detuvo agregandoc un volumen de fencol saturado
en una solucidén de acetato de potasio al 2%, pH 5,5. Después
de extraer el aa-tRNA radiocactivo de T1a fase acuosa por pre-
-cipitacién con etanol frio, éste fue disuelto en una solucidn
de acetato de potasio 50 mM, pH 5,0 y filtrado a través de '
una columna de Sephadex G-25, la que tenia una capa (aproxi-
madamente de de dcido silicico en la parte superior
(21). E1 H] t ]aa-tRNA recuperado en el V, fue con-

centrado por precipitacion con etanol frio y disuelto en agua
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bidestilada (previamente esterilizada en el autoclave) y
guardado a -70°. E1 procedimiento de aisiamiento del aa-tRNA
aqui descrito se usd en todas las dema@s preparaciones que se
obtuvieron aumentando el volumen de las mezclas de reaccidn
utilizadas en cada ensayo de aminoacilacidn patrdn.

AisTamiento de [32&] tRNA de la regidn posterior de la gléin-

dula de B.mori.

E1 marcaje y extraccion del [?Zé] tRNA fue realizado por
el Dr. Chen en el Roche Institute of Molecular Biology, esen-
cialmente como 1o describe en Chen y Siddiqui (245).

Durante los dias 2, 3 y 4 del quinto estadio larval, ca-
da Tarva de B.mori recibid una inyeccion intraceldmica de
0,6 mCi de |>2P
concentracion de 5 a 6 mCi/ml en una solucién de citrato de
sodio 0,05 M y NaCl 0,15 mi. Las gldndulas se separaron 24
hrs mas tarde y se lavaron en la misma solucidn de citrato y
NaCl, y se guardaron'a -170° para extraer después el- tRNA.

-ortofosfato neutralizado, disuelto a una

Electroforesis en geles de poliacrilamida.

E1 procedimiento utilizado en la electroforesis del

[?261 tRNA de B.mori corresponde al descrito por Fradin y col.
(38). La primera dimensidn se realizd usando un gel de acri-
lamida al 9,6% - urea 7 M (40 x 15 x 0,15 cm) en tampdn Tris-
borato 89 mM, pH 8,3. La corrida se efectud a 4° por aproxi-
madamente 45 hr usando 10 a 20 mA hor placa. Los limites de
la columna formada por el surco que contenia el [3ZE] tRNA
fueron detectados con un contador geiger. Después de recor-

tar 1a columna, ésta fue introducida en posicidn horizontal
sobre una placa de gel de poliacrilamida al 20% - urea 4 i
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(15 x 15 x 0,3 cm) en tampén Tris-borato 89 mM, pH 8,3 y co-
rrida a 4° (20 mA/placa) por 55 hrs. Las manchas correspon-
dientes se detectaron por autoradiografia, revelando la pe-
1icula Kodak NS-54T previamente expuesta al gel.

Alternativamente, cuando se analizé la poblacidn de
tRNAma {en una sola dimensidn), se usd una piaca similar a
la utilizada para la segunda dimension. Después de la corri-
da se tifii6 sumergiéndola en una solucidén de 0,2% de azul de
metileno en acetato de sodio al 2%, pH 5,0, y se destifiié la-
viandola continuamente en agua.

Purificacién parcial de N-Acetilfenilalanil-tRNA hidrolasa.

ta N-AcFen-tRNA hidrolasa del hibrido Saccharomyces fra-
gilis x Saccharomyces dobzhanskii se purificé esencialmente
siguiendo el procedimiento descrito por el laboratorio de He-
redia con algunas modificaciones (224, 225). A 33 g de célu-
las de la ]evadura.hibrida se le agregaron 65 gramos de arena
de vidrio y 35 m1 de una solucién de Tris-HC1 50 mM, pH 7,0,

que contenia acetato de magnesio 10 mM y B-mercaptoetanol

10 mM. La mezcla se homogeneizé en una juguera a 4° por 5
min con intervalos a cada min. E1 homogeneizado se centrifu-
g6 en frio a 10.000 x g por 10 min y el sobrenadante obtenido
fue centrifugado a.105.000 x g durante 90 min en una ultra-
centrifuga Beckman L2-65B (rotor 65 Ti). A la fraccién co-
rrespondiente al sobrenadante de este centrifugado se le de-
nomind "extracto crudo”.

E1 extracto crudo fue cromatografiado a través de una
columna de DEAE-Sephadex A-50 (2,5 x 18 cm) previamente equi-
Tibrada en 1a misma soluciéon utilizada en 1a homogeneizacion
de la levadura. La muestra de 24 ml del extracto conteniendo
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31 mg/m1 de proteinas fue eluida con una grédiente Tineal
formada por dos soluciones de Tris-HCl, una 0,1 M y otra
0,4 M, ambas de pH 7,0, que contenian acetato de magnesio
10 mM y B-mercaptoetanol 10 mM.

Las fracciones que contenian actividad peptidil y
N-AcFen-tRNA hidroldsica fueron juntadas (tubos 68 al 79) y
sometidas a precipitacion diferencial con sulfato de amonio
solido. A los 68 ml de la fraccion obtenida se le adiciond
la cantidad de sulfato de amonio necesaria para alcanzar un
60% de saturacidn. E1 precipitado {0-60%) se separd y al
sobrenadante se le agregd sulfato de amonio hasta alcanzar
un 80% de saturacion. El1 precipitado de este Gl1timo (60-
80%) y el anterior se disolvieron cada uno en una solucién
de Tris-HC1 10 mM pH 7,5, KC1 10 mM, acetato de magnesio
5 mM y B-mercaptoetanol 10 mM (solucidn TKMM).

A objeto de purificar 1a enzima, 3 ml obtenidos de la
fraccidn 60-80% (14,4 mg de proteina/ml) fueron filtrados a
través de una columna de Sephadex G-100 (1,5 x 57 cm) pre-
viamente equilibrada con la solucidn TKMM. Después de eluir
con la misma solucidn, el pico de actividad (15 m1) fue cro-
matografiado en una columna de hidroxilapatita (1,5 x 4 cm)
equilibrada en tampdn fosfato de potasio 10 mM, pH 6,8, con-
teniende acetato de Mg 10 mM y B-mercaptoetanol 10 mM. La
columna se eluyé con una gradiente lineal (0,1 - 1 M) de
fosfato de potasio pH 6,8 que contenia acetato de magnesio
10 mM ademas de B-mercaptoetanol 10 mM. Al conjunto de frac-
ciones que constituyeron el pico de actividad se le agregéd
glicerol y albiimina de suero de bovino en cantidad suficien-
te para alcanzar una concentracion de 50% y 1% respectivamen-
te. La mezcla se guardd a -20°.

La concentracidon de proteinas se determind de acuerdo
al método de Lowry (226).
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Preparacidon de N—Aceti]—'éH] 0 [14é]aminoaci]—tRNA.

E1 procedimiento utilizado para acetilar el residuo ami-
noacilo esterificado al tRNA fue esencialmente el descrito
por Haenni y Chapeville (228). A aproximadamente 2,0 x 10
pmoles de 3 o 14¢ | aminoacil-tRNA disueltos en 2 m1 de

4

acetato de potasio 20 mM, pH 5,6, se Te adiciond un volumen
jgual de una solucion saturada de acetato de potasio pH 5,0.
Mientras se mantenia en hielo, al tubo que contenia la mezcla
de reaccidn se le agregd (bajo agitacidn constante con una
barrita magnética) 0,6 m1 de anhidrido acético redestilado,
en alicuotas de 100 pl cada una a intervalos de 10 min. En-
segquida se agregaron 4 ml de agua bidestilada y 3 vol de EtOH
frio. La mezcla se dejd reposar por una hora-a -60° y el
precipitado resultante se separd por cenirifugacidn (7.000 x
g por 10 min}, se lavd dos veces con agua bidestilada y se
disolvid en agua (o en la solucidn requerida para someterlp
a cromatografia en BD-celulosa).

Para cuantificar el nivel de acetilacidn, los productos
fueron_analizados por cromatografia en papel. Los N-Ac 3H
0 [14C]aminoac11-tRNA fueron hidrolizados con Tris-HC1 1 M,
pH 9,5 a 37° por 1 & 2 horas y cromatografiados en papel
Whatmann N° 3 (n-butanol-icido acético-HZO; 78:5:17 v/v)
usando como control una muestra del mismo aminoacido radio-
activo que constituia el residuo aminoacilo. Después de fi-
nalizada la cromatografia, las columnas de papel fueron cor-
tadas a través de T1ineas horizontales del mismo tamafio. La
radioactividad contenida en los trozos de papel fue cuanti-
ficada en una solucidén de centelleo de tolueno. En todas
las preparaciones utilizadas en los experimentos, la canti-
dad de marca en el residuo N-Acetilaminoacilo fue superior
al 95%, considerada toda la radioactividad contenida en el
hidrolizado a pH alcalino.
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Ensayo para determinar la actividad de peptidil y N-AcFen-tRNA

hidrolasa.

Lla mezcla de ensayo patrdn (0,1 m1) constituida por tam-
pén imidazol-HC1 50 mM, pH 6,5, acetato de magnesio 2,5 mM,
g-mercaptoetanol 2,5 mM,_ 12,6 pmoles de N-Ac 14C]Fen-tRNAFen
o 7,3 pmoles de N—Ac]}4c Val-tRNAya1, ambos de levadura, y
las cantidades de enzimas indicadas en cada caso, se incubd
a 30° por 10 min {los cambios de sustrato se indican donde
corresponde, lo mismo cuando el tiempo de incubacién se pro-
~longa para medir el progresc de la reaccion). Al final de
la incubacién, la reaccidn se detuvo adicionando 3 a 5 ml
de una solucién fria de TCA al 5%. Después de mantener Tlos
tubos en hielo por 10 a 20 min, el contenido de ellos se fil-
tré a través de discos de fibra de vidrio (Whatman GF/C).

Los filtros fueron lavados 2 a 3 veces con la misma solucién
de TCA, finalmente con EtOH frio y secados. La radioactivi-
dad atrapada en ellos se cuantificd en una solucidon de cen-
telleo que contenfa tolueno.

Todos los ensayos, exceptuando el barrido de Tas colum-
nas, fueron realizados en duplicados. Se efectuaron contro-
les en ausencia de enzima para estimar el nivel de hidrélisis
espontdnea de los sustratos, el que resultd ser muy bajo (2
a 3%).

Preparacion de tRNA de higado de C.carpio.

A menos que se exprese de otro mode, todos los procedi-
mientos fueron ejecutados entre 0 y 4°C. Para la preparacion
de tRNA, se utilizaron higados de carpas recién sacrificadas.
E1 tRNA se aisl1d de acuerdo al método descrito por Krauskopf
y Amthauer (1979). A una cantidad de higados cortados en
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pequefios trozos, se le &gregd 1,5 vol de tampén Tris-HCI
0,1 M, pH 7,2, conteniendo sacarosa 0,25 M y 0,1% bentonita. -
Después de homogeneizar con un homogeneizador Potter teflidn-
vidrio. y de centrifugar el homogeneizado a 15.000 x g por
10 min, el sobrenadante se filtrd a través de lana de vidrio
y se agregd 1 volumen de fenol saturado con acetato de po-
tasio 0,1 M, pH 5,6, dejdndolo agitar durante 1 hr a tempe-
ratura ambiente. Enseguida, se centrifugd a 4.000 g, duran-
te 1 hr y se separd la fase acuosa, la que se precipitd con
2,5 vol de etanol frio. ET1 precipitado se colectd centrifu-
gando a 15.000 x g por 10 min, se secd al vacio y se resus-
pendidé con tampdn acetato de potasijo 0,1 M, pH 5,6. La so-
lucidn se cargd a una columna de DEAE-celulosa (2 x 42 cm)
previamente equilibrada con el mismo tampdn. La coiumna se
eluyd a través de una gradiente l1ineal con NaCl entre 0,1 y
0,5 M en tampdn acetato de potasio 0,1 M, pH 5,6. La frac-
cidn que contenia el tRNA, se eluydé cambiando la concentra-
cion de NaCl a 1 M. E1 pico de A, , se precipitd con 2,5
volimenes de etanol frio. ET1 precipitado se separd por cen-
trifugacidn y se resuspendid en tampdn Tris-HC1 5 mM, pH 7,2,
MgC]2 10 mM y se guardd a -20°C.  La concentracion de tRNA
se determind en base a su absorbancia a 260 nm.

Para los experimentos de determinacidon de niveles de
aminoacilacién, se usaron preparaciones de tRNA de higado
de C.carpio, de invierno y de verano, trabajando con 30-40
grs de higado cada vez, correspondiente a 2 animales.

Determinacion de los niveles de aminoacilacidén in vivo.

Se basd en la capacidad de Io; para oxidar idnjcamente
al tRNA deacilado, dejando intacto al aminoacil-tRNA.
Se usd la tdcnica descrita por Rizzino y col. {(253).
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E1 tRNA contenido en el precipitado correspondiente al
pico de A260 eluido de la columna de DEAE-celulosa, con
1 M NaCl en acetato de potasioc 0,1 M, pH 5,6, se disolvid
en el mismo tampdn, en ausencia de NaCl y la solucidn se di-
vidid en dos alicuotas iguales. A una de ellas se le agregd
0,2 volimenes de metaperyodato sédico 40 mM y a la otra se
le agregd igual volumen de H20 estéril. Ambas soluciones se
mantuvieron en oscuridad a temperatura ambiente, durante 30
minutos. Enseguida se detuvo la reaccién adicionando gluco-
sa hasta una concentracidén 20 mM final, e incubando a tempe-
ratura ambiente 5 minutos. Con el objeto de eliminar gluco-
sa de ambas muestras y yodato de la muestra oxidada, las pre-
paraciones se filtraron a través de una columna Sephadex G-25
con tampdn acetato de potasio 0,1 M, pH 5,6. Los picos de
AEGO obtenidos en el Vg de cada columna, se precipitaron con
2,5 vol de etanol frio, 0,1 vol de acetato de potasio 20%,
pH 5,6 y después de centrifugar a 15.000 x g por 10 min, se
secaron y disolvieron en tampdn Tris-HC1 0,5 M, pH 8,7, in-
cubdndolos por 60 minutos a 37°C para liberar ambas muestras
de tRNA, del aminodcido enddgenc esterificado. Tanto la
muestra oxidada como el control, se recuperaron por precipi-
tacidn con 2,5 volimenes de etanol frio. Una vez separados
los precipitados, se disolvieron en Tris-HCl1 5 mM, pH 7,2,
MgC'I2 10 mM, La capacidad de aminoacilacidn del tRNA trata-
do con peryodato, representa el nivel de tRNA aminoacilado
in vivo, para una determinada especie. La cuantificacidn
del nivel de aminoacilacidn de tRNA control, refleja la can-
tidad total de tRNA de l1a especie en estudio.
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Ensayo de aminoacilacidén patrén de tRNA de C.carpio con

enzima homdloga.

La aminoacilacidn se midid en mezclas de 0,1 ml que con-
tenfan Tris-HC1 50 mM, pH 7,6, MgC]2 4 mM, KC1 25 mM, ATP 2 mM,
DTT 0,1 mM, |1%c] aminodcido 0,02 mM, tRNA y aminoacil-tRNA
sintetasas de carpa. La cantidad de enzimas fue ajustada pa-
ra obtener cargas miximas. Después de incubar 30 min a 30°
Tas reacciones fueron detenidas y procesadas como ya se des-
cribid en esta seccion.

Liquido de centelleo para cuantificar radicactividad.

Para cuantificar la radioactividad contenida en solucidn
se usé la mezcla de Bray (223). Ocasionalmente é&sta también
fue utilizada para disolver los filtros de Millipore en los
ensayos de aminoacilacién de tRNA. Alternativamente se midié
la radicactividad contenida en solucidn, usando una mezcla
que contenia una parte de Tritén X-100 y dos partes de solu-
cion de centelleo de tolueno. La {il1tima contenia 4 g de PPO
y 0,1 g de POPOP por litro de tolueno. La solucidon de tolue-
no también se utilizé para cuantificar la radioactividad con-
tenida en los discos de fibra de vidrio o filtros Millipore
usados en los ensayos de aminoacilacidn de tRNA.

MATERIALES.

Material biolégico.

Las carpas (Cyprinus carpio) de 1,0 a 1,5 Kg de peso se
gxtrajeron con red del rio Calle-Calle en Valdivia, y se man-

tuvieron en una pileta en la que circulaba agua del mismo rio.
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Durante el periodo de 3 a 4 semanas que permanecieron en cau-
tiverio, los peces se alimentaron con las particulas en sus-
pension que contenfa el agua circulante.

Las gléndulas del gusano de seda Bombyx mori fueron su-
ministradas por el Dr. M.A.Q. Siddiqui, quien las obtuvo como
1o describe (245).

La levadura de panaderia fue adquirida en la fabrica Co-

11ico en Valdivia.

La cepa hibrida de Saccharomyces fragilis x Saccharomyces
dobzhanskij fue suministrada gentiimente por el Dr. C. Heredia.
Esta cepa se utilizé sélo para el aislamiento de N-AcFen-tRNA
hidrolasa. La cepa de Neurospora crassa (74 00.31-16A) fue
un generoso regalo del Dr. J. Eppler y la de E.coii B del Dr.
H. Ennis.

Reactivos y otros materiales.

Sephadex G-25, DEAE-Sephadex A-50, DEAE-celulosa, Tris,
EDTA, arena de vidrio, imidazol, DTT, &cido silicico, PPO,
POPOP, Tritdn X-100, g-mercaptoetanol, ATP, bentonita, dode-
cil sulfato de sodio, dcido cacodilico, acido 3,3-dimetil-
glutirico, Hepes, |12C| aminoicidos, tRNA total de E.coli y
de levadura de panaderia, tRNAFen de E.coli, N,N'-metilen-bis-
acrilamida y azul de metileno fueron obtenidos de Sigma Chemi-
cals Co. {St. Louis, Mo. U.S.A.). ET Plaskon para las colum-
nas RPC-5 fue un obsequio del Dr. Siddiqui. Los filtros
Millipore (2,5 cm HA, 0,45 u) se adquirieron en Millipore
(Bedford, Mass. U.S.A.). E1 papel Whatman y los filtros de
fibra de vidrio GF/C en Whatman Ltd. (Springfield Mill, Maid-
stone Kent, Inglaterra). La sacarosa, el sulfato de amonio,

y 1a urea, todos grado ultrapuro, lo mismo que 1a BD-celulosa
(lote 6902) fueron adquiridos en Schwarz/Mann (Orangeburg, .
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N.Y., U.S.A.). Un lote de tRNA de E.coli también tuvo la
procedencia recién mencionada. La acrilamida se compré en
Bio Rad Lab. (Richmond, Calif. U.S.A.).
[3H] 0 14é]-aminoécidos, el [Szﬁ}-ortofoéfato y
los patrones de 3H] y 14c|-tolueno fueron obtenidos de New
England Nuclear (U.S.A.) y del Radiochemical Centre Amersham
(Inglaterra). El Ng 14" 14C]meteni1tetrahidrofoIato fue un
generoso obsequio del Dr. S.S. Kerwar.

La hidroxilapatita, sales inorganicas, dcidos, solventes
orgdnicos y otros reactivos, fueron obtenidos de Merck AG
Darmstadt, selecciondndose aquellos de mas alta pureza.

Los
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RESULTADOS
CAPITULO PRIMEROD

PURIFICACION DE tRNA ESPECIFICOS MEDIANTE
HETEROAMINOACILACION HETEROLOGA

1

Comportamiento cromatogrdafico de tRNAva], tRNAA1a_y tRNAFen

de E.coli en columnas de BD-ceIuTosa.

E] fraccionamiento de tRNA total de E.coli se efectud a
través de cromatografia en BD-celulosa como se muestra en las
Figuras 3A y 3B. La aceptacidn de aminodcidos de cada una de
las fracciones obtenidas se ensayd utilizando una preparacidn
de aminoacil-tRNA sintetasas de E.coli, identificdndose las
especies de tRNA aceptoras de valina, alanina y fenilalanina,
de acuerdo a lo descrito en Métodos. La crbmatografia permi-
tid resolver dos especies de trNaYal (Figura 3A) designadas
tRNAga] y tRNAga] de acuerdo al orden de elucidén de los picos
(32). Se detectaron ademds tres picos especificos para ala-
nina y uno para fenilalanina (Figura 3B).

Alicuotas de cada fraccidn fueron analizadas en ensayos
de aminoacilacidn utilizando [;46] Fen y Fen-tRNA sintetasa
proveniente de N.crassa. Esta enzima reconoce una serije de
especies de tRNA de otros organismos y cataliza la esterifi-

cacién de Fen en forma errdnea. Usando las condiciones indi-

cadas para los ensayos de heteroaminoacilacién con Fen-tRNA

sintetasa de N.crassa descritas en M&todos, tRNA‘{a1 (Figura

3A) y las fracciones de tRNA

a . .
Al fueron heteroaminoaciladas
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Figura 3. Cromatografia de tRNA total de E.coli.

Una muestra de 6930 unidades A260 de tRNA de E.coli disuel-
tas en 50 ml de una solucidn tampdn constituida por NaOAc
10 mM pH 5,5, MgSO4 10 mM, B-mercaptoetanol 10 mM y NaCl
0,3 M, fue colocada sobre una columna de BD-celulosa (0,9

x 90 cm) equilibrada con la misma solucién. La elucidn se
efectud usando el mismo tampdn con una gradiente Tineal de
NaCl como se indica (O—). Se colectaron fracciones de
2 m1 a una temperatura de 4° y se tomaron alicuotas (25 ul)
de cada fraccidn, a las que se les cuantificé su capacidad
para aceptar valina, alanina y fenilalanina en reacciones
con aminoacil-tRNA sintetasas homdlogas. También se deter-
mind la aceptacidén de fenilalanina utilizando ensayos de
heteroaminoacilacién heterdloga con Fen-~tRNA sintetasa de
N.crassa, de acuerdo a lo descrito en Métodos.

Hh——A~A Incorporacién de[}4é]Fen con enzima heterdloga
(representada también por el drea gris).

A: &——@ Aceptacidn de 14clval con enzima homéloga.

B: &——@ Aceptacidn de[mt‘;l Ala y O—-—O[MC] Fen con enzima
homdloga.
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(Figura 3B). Los niveles de incorporacidn- errdnea de [140]
Fen alcanzaron al menos a un 70% de los obtenidos en cada
especie de tRNA en ensayos con su aminodcido y sintetasa ho-
mologa.

lLas fracciones enriquecidas en tRNA‘{a.I
precipitaron con 2 voliimenes de EtOH. Después de disolver

en Hzﬁ:biﬁestilada estéril, se ensayd su capacidad aceptora
14
C

se juntaron y

con
dad especifica de 385 pmoles de aminodcido incorporado por

unidad de A260 de tRNA, 1o que equivale a una purificacion

de 8 veces respecto al contenido -de tRNA‘i'a‘I en tRNA total

de E.coli. Esta fraccidn de tRNA se utilizd para estudiar

el comportamiente cromatografico de Fen-tRNAgaI obtenido

Val y enzima de E.coli, obteniéndose una activi-

por heteroaminoacilacidon heterbloga.

Efecto de 1a hetercaminoacilacién heterdloga vy de Ta_confi-
gquracién que adopta el tRNA sobre la conducta cromatogréafica.

Val en cantidades adecuadas,

Para obtener [146] Fen-tRNA
se aumentd el volumen del ensayo patrdon de heteroaminoacila-
cién heterdloga. Cada ml de la mezcla de incubacidn conte-
nia 58 UAZGU de tRNAga1 enriquecido por la cromatografia en
BD-celulosa, ademds de 2 a 3 veces la cantidad de Fen-tRNA
sintetasa de N.crassa requerida para alcanzar el plateau del
producto heteroaminoacilado. Las concentraciones de tRNA y
enzima se eligieron después de estudiar las condiciones que
conducian rdpidamente a un plateau cuando se graficaban in-
corporacion de 140] Fen vs. tiempo y,aquellos en que el ni-
vel de aminoacilacién era proporcional a la cantidad de tRNA
presente. Los otros componentes de la mezcla de reacciodn,
tiempo y temperatura de incubacidn, corresponden a los del

ensayo patrdén descrito en Métodos. Aumentando el volumen de
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ensayo patrdn para carga homdloga y utilizando una prepara-
cién de aa-tRNA sintetasa de E.coli ¥y 3H Val, se obtuvo
ademés 3H] VaI-tRNA¥a1. Los tRNA aminoacilados se aislaron
por extraccidon fendlica y precipitacién con EtOH frio y pos-
teriormente por cromatografia a través de una columna de Se-
phadex G-25 que tenia una capa de dcido silicico en 1a parte
superior (21).

A1 estudiar el comportamiento cromatogrdfico de [14C]
Fen—tRNAgal, usando las mismas condiciones descritas en las
Figuras 3A y 3B (pH 5,5 en presencia de Mgz+), se observd
que el producto hetercaminoacilado eluye a mayores concentra-
ciones de Nacl (0,83 M) respecto al mismo tRNA deacilado
(NaC1 0,57 M), valores que se-indican en la Tabla I.

Para examinar el posible efecto del estado configuracio-
nal del tRNA sobre Ta conducta cromatografica en BD-celulosa
y a la vez determinar si se podia_incrementar la separacidn
entre el tRNA deacilado y el [14d] Fen-tRNA, se efectuaron
experimentos a pH 4,0 en presencia y ausencia de Mg2+. Una
muestra que contenia 3H Va]—tRNAga], [}461 Fen—tRNAga] y
una alicuota de la fraccién epriquecida en tRNAgai, fue fil-
trada a través de Sephadex G-25, usando un tampdn formiato de
sodio 5 mM pH 4,0 y EDTA 5 mM. El material que eluyé en V,
pricticamente 1ibre de Mg2+, fue sembrado sobre una columna
de BD-celulosa previamente equilibrada con el mismo tampdn
pero en presencia de NaCl 0,3 M. Como se muestra en 1a Fi-
gura 4, la interaccidén entre .14€] thzn-tRl\h!\\{a'I y BD-celulo-
sa aumentd marcadamente ya que éste eluyd a una concentracidn
de sal de 0,97 M. EI 1:Rrwhﬂ\‘:{a.l deacilado se desplazd para

T:3H] val-tRNAY2
eluyd con NaCl 0,77 M (Tabla I). En general, las condiciones
usadas determinaron el retardo del perfil de elucion del grue-

so de la poblacidén de tRNA (Figura 4).

eluir a una concentracién de NaCl de 0,74 M. 1
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TABLA 1

1 Concentracion de NaCl requerida para eluir tRNA‘{a1

de E.coli bajo distintas condiciones cromatograficas

Concentracidon de NaCl M

Val Val

Solucién de elucién tRNA] [?H]Va]-tRNAl [24c]ren-trya¥a?

1

NaOAc 10 mM pH 5,5,
MgS04 10 mM, 0,57 - 0,83
BMercaptoetanol 10 mM

Formiato de sodio 5 mM
pH 4,0, EDTA 5 mM 0,74 0,77 0,97

Formiate de sodio 5 mM
pH 4,0, HgS0y 10 mH 0,68 0,73 0,97

Los datos se obtuvieron de las cromatografias que se presentan en
las Figuras 3, & 5, exceptuando la concentracidn de NaCl requeri-
I:MCern-tRNA‘{a1 en tampdon NaOAc 10 mM pH 5,5, T1a que
se obtuvo a través de una cromatografia que no se muestra. Para
calcular la concentracién de elucién se considerd en todos los casos

el midximo del pico de elucidn.

da para eluir
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Figura 4. Perfil de elucién de Fen- tRNA‘{a1

miato de sodio pH 4,0 y ausencia de M92+.

en tampdn for-

La cromatografia en BD-celulosa se efectud a 4° en una co-
lumna de 0,9 x-100 cm. Esta se sembrd con una_muestra que
contenia tRNA a? enr1quec1da,[fﬂVa1 tRNAla] (31500 cpm) ¥y
ch]Fen-tRNAgg] (26500 cpm), précticamente libre de M92 .
obtenida como se describe en el texto de los Resultados.

La elucién se efectud con una solucién que contenia formiato
de sodio 5 mM pH 4,0, EDTA 5 mM y NaCl, para originar una
gradiente lineal con las concentraciones indicadas en la or-
denada correspondiente. La aceptacidn de valina fue cuanti-
ficada tomando alicuotas de cada fraccidn las que fueron in-
cubadas en mezclas de reaccidn con aa-tRNA sintetasa de
E.coli como se describe para el ensayo "patrén" en Métodos.
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La radioactividad de cada fraccidn se midid tomando alicuo-

tas de 1 ml1 y disolviéndolas en 5 ml de solucidon Bray {(223).
E1 efecto contaminante entre los dos cana'les([ H]y [14(3]) uti-
lizados para la cuantificacidn de las cpm fue corregido. La

feCﬁperaciﬁn de radicactividad fue de 86% para[?ﬂ]y 100% para
14
Cl.
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2+ y del pH sobre

A objeto de investigar el efecto de Mg
la conducta cromatogrdfica de las distintas formas de tRNA
estudiadas se procedid a realizar otra cromatografia en BD-
celulosa, utilizando una muestra similar a la usada en la
columna anterior (Figura 4) excepto que la filtracidn a tra-
vés de Sephadex G-25 se 1levé a cabo en tampdn formiato de .
sodio 5 mM pH 4,0 conteniendo MgS0, 10 mM, y que la columna
de BD-celulosa se equilibrd en este tampdn, al que se le a-
diciond para este propdsito NaCl 0,3 M. Como se gbserva en
1a Figura 5, el M92+ no cambid la elucidn de [IAC] Fen-tRNﬁtga.l
{ver Tabla I). Sin embargo, se establece una clara disminu-
cién de las interacciones secundarias entre gran parte de la
poblacién de tRNA deacilados y BD-celulosa. La elucidn de
tRNA‘ira.l y de Val—tRNAga] ocurrid a concentraciones de sal
0,68 My 0,73 M respectivamente, tal como se indica en la
Tabla I, algo mds retardada en relacidn a la cromatografia

con tampdn NaOAc 10 mM pH 5,5.

Fraccionamiento de tRNA especificos.

Con el fin de averiguar si la conducta cromatogrédfica y

la ventajosa retencion de Fen-tRl‘»IA‘ga.I

podrian dar lugar a
procedimientos especificos de purificacidon de determinados
tipos de tRNA de E.coli, especialmente aquellos que no sien-
do aceptores naturales de aminodcidos aromdticos pueden es-
terificarse con fenilalanina por heteroaminoacilacidn hete-
réloga, se realizaron experimentos pilotos para cuantificar
el grado de purificacidn que se puede lograr al separar Fen-
tRNAva] de la poblacidn de tRNA contaminantes presente en

la fraccién enriquecida de ‘l:RNA‘{""'l de E.coli.

La Figura 6 muestra el resultado que se obtuvo al cro-

matografiar en BD-celulosa 19 UA,., de la fraccidn enrique-
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Figura 5. Perfil de elucidn de Fen-tRNA‘{a1 en tampdén for-

miates de sodio pH 4,0 y M92+.

Se cromatografid una muestra que contenia tRNAgaT,[?H]Val-

tRNAY3T (21000 cpm) v [H4¢] Fen-tRNAY2! (44500 cpm) en una

columna con las mismas caracteristicas sefialadas en la Fi-

gura 4, 1a que fue analizada de manera similar, excepto

gue la muestra contenia Mg2+ como se indica en el texto y
que la elucidn se efectud con una gradiente de NaCl en tam-
pon formiate de sodio pH 4,0, 10 mM MgSO,. La recuperacidn’
H|y 1002 para [M4c.

de 1a radioactividad fue de 88% para [
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Figura 6. Fraccionamiento de tRNA1 .

Una muestra dc—:'[:lﬂic:]Fen—tRNA‘{ra‘I (19 UA260) obtenida por hete-

roaminoacilacién heterdloga con Fen-tRNA sintetasa de N.crassa
como se indica en el texto de Resultados, fue sembrada en una
columna (0,9 x 20 cm) de BD-celulosa previamente equilibrada
con una solucién de formiato de sodio 5 mM pH 4,0, MgS0, 10 mM
y NaCl 0,2 M. La elucidén se 1levé a cabo utilizande concen-
traciones crecientes de NaCl en la misma solucidn de equili-
brio de la columna, como se indica al margen de la ordenada
derecha. E1 perfil de AZGO estd representado por dos dife-
rentes escalas sefialadas en las ordenadas correspondientes.
La cuantificacidén de la radioactividad se realizd de la mis-
ma manera que como se describe en la Figura 4. La recupera-
cién total de la radicactividad fue de 91%,
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cida de 1:RI*«U!\“1I"“'I de E.coli heteroaminoacilada con [?4é] fenil-
alanina, usando Fen-tRNA sintetasa de N.crassa de acuerdo a
lo descrito en Métodos.

Se observa claramente que la elucidn escalada con con-
centraciones crecientes de NaCl en tampdn formiato de sodio
5 mi pH 4,0 con MgS0, 10 mi, resuelve [1%c] rFen-trnal2l der
resto de los tRNA deacilados, y permite obtener um producto

con una actividad especifica de aproximadamente 1.500 pmoles/

A

Yal y tRNAj

Purificacién de tRNAj 12 4o E.coli.

4

A objeto de aislar upa fraccidn de tRNA de E.coli enri-

quecida en tRNAJ! y tRNAG

estas especies mediante heterpaminoacilacidn heteréloga,

y obtener una purificacidn de

3.600 UA260 de tRNA total fueron cromatografiados en BD-ce-
lulosa, siguiendo exactamente el mismo procedimiento utili-
zado para obtener los resultados indicados en las Figuras

3A y 3B. Aun cuando, como se observa en las Figuras 3A y

3B, la cromatografia en BD-celulosa resuelve 1:Rl‘~”3\“{a‘l de

tRNA?]a, la elucidén no permite una separacidn total entre

ambas especies debido a que las i1timas fracciones del pico

de tRNA\{a1 se superponen con las fracciones iniciales del

pico de tRNAJ'Z.

una cromatografia en Plaskon (RPC-5) con la cual se podria

por ello se estimd conveniente introducir

obtener una separacidn mds nitida de estas dos especies de
tRNA susceptibies de ser aminoaciladas por Fen usando Fen-
tRNA sintetasa de N.crassa. d

La cromatografia de 3.600 UA260 de tRNA mencionada més
arriba, permitid obtener una fraccién {Fraccidn I) con

1102 UAZBU que contenia tanto ’t:Rl‘Uf\\lfa.l como tRNA?1a, de acuer-
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do al perfil resultante del andlisis de los niveles de acep-
tacién de valina y alanina en ensayos de aminoacilacidn de
alicuotas de cada fraccidn con sintetasa de E.coli (no se
presenta -Figura en esta columna). La capacidad de aceptacién
de valina y alanina se cuantificd en ambos, el tRNA total
con que se sembrd la columna de BD-celulosa y el tRNA conte-
nido en la Fraccidn I obtenida de esta fiitima. Los valores
obtenidos se indican en la Tabla II.

La Fraccisn I, fue precipitada con 2 vol de EtOH frio,
lavada varias veces y disuelta en una solucidn de Tris-HCI
10 mM pH 7,0, MgS0, 10 mM, Na,S,04 1 mM y NaCl 0,3 M para
someterla inmediatamente después a cromatografia en Plaskon.
la columna de Plaskon se cargd con 1096 UAZGO de Ta Fraccion
1y se eluyd con una gradiente de concentracidon de NaCl uti-
lizando la misma solucion en la que se disolvid la Fraccion I.
Como se muestra en la Figura 7, al analizar la capacidad de
aminoacilacidén de cada una de las fracciones con enzima de
E.coli, se obtuvieron dos fracciones enriaquecidas, una espe-
cifica para valina y la otra para‘alanina, correspondientes
a tRNAY3T y ernafle
ficientemente ampiia como para evitar la contaminacién cru-

respectivamente. La resolucidn fue su-

zada entre ambas especies.

Val

Las fracciones que contenian tRNA1 se juntaron (Frac--

cign I1), lo mismo se hizo con aquellas que contenian tRNA?1a
(Fraccion III).

A través de los correspondientes ensayos de aminoacila-
cién se determind que la Fraccién II aceptaba 276 pmoles de
valina y la Fraccién III 400 pmoles de alanina, las dos por
UA de tRNA (Tabla I1).

Para introducir un residuo aminoacilo de caracter hidro-

260

fébico, con el que de acuerdo a los resultados obtenidos al

estudiar el comportamiento cromatogrdfico de Fen—tRNA\{a1 au-
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Figura 7. Cromatografia de una fraccidn enriquecida en
tRNAY3T y trNAT'? sobre Plaskon.

Una muestra de 1096 UA260 (Fraccidn 1) de tRNA enriquecido
previamente, se cargd a una columna de 0,9 x 90 cm de Plas-
kon (RPC-5) y se eluyd esencialmente como lo describe Roe

y col. (224) generando una gradiente concava entre NaCl

0,3 M en tampdn Tris-HC1 10 mM pH 7,0, MgSO4 10 mM, Na25203

1 mM y NaCl 1 M en Tla misma solucidén, bajo presidn positiva

la que se obtuvo con una bomba peristdltica LKB (Tipo 4912 A).
Las fracciones (3 ml1} se recolectaron a 4° a un flujo de

6-8 m1/hr y se tomaron alicuotas para cuantificar la acepta-
cién de aminofdcidos en mezclas de reaccidn con enzima de

E.coli, siguiendo el procedimiento patrdn descrito en Métodos.
O——>valina, A&——A alanina.
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menta la interaccidn con BD-celulosa, Tas Fracciones II y
111 fueron precipitadas cada una con EtOH frio, lavadas ¥y
disueltas en agua bidestilada_estéril y heteroaminoaciladas
con [3H] Fen (tRNAYZT) o [1%] ren (trRNA%'®) usando Fen-tRNA
sintetasa de N.crassa como se detalla en Métodos. Los pro-
ductos de las dos reacciones fueron aislades por extraccidn
fendlica y filtrados a través de una columna de Sephadex
G-25 combinada con dcido silicico como se describid anterior-
mente. Los niveles de heteroaminoacilacidn alcanzaron al
igual que en los experimentos previos, sobre un 70% del va-
lor correspondiente con el aminodcido especifico y la enzi-
ma homdloga. 3H] Fen—tRI\h’J\‘i'a'I y [14C] Fen-tRl‘l,ﬂxl{"Ia fueron
sembrados en sendas columnas de BD-celulosa, equilibradas
con una solucidn de formiato de sodio pH 4,0, MgS0, 10 mM y
NaCl 0,3 M. La elucién se 1levé a efecto a través de una
gradiente lineal de NaCl usando la misma solucidn con que se
equilibraron las columnas. De acuerdo a la hipbtesis de
trabajo planteada, Tos tRNA heteroaminoacilados se separaron
claramente de aquellos deacilados en virtud de la incorpora-
.cién del residuo aromdtico {Figuras 8 y 9).

Los picos correspondientes'a ’cRr\hﬁ.\l'r'-’i‘l y tRNA?Ia
colectados y se examind la actividad especifica de cada uno
de ellos. Como se observa en la Tabla II, el primero alcan-
z6 un promedio de 1386 pmo'les/UA260 mientras tRNA?]a uno de
1301 pmo]es/UAZGD.

Los datos cuantitatives de cada una de las etapas de
purificacién, asi como también los factores de purificaciodn
y los rendimientos-estdn indicados en la Tabla II, los que
establecen claramente la factibilidad de aprovechar las ven-
tajas que presenta la conducta‘cromatogréfica de especies
hetero-Fen-tRNA en BD-celulosa, en el disefio de nuevos pro-

fueron
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[3H] Fen-tRNAY® (cpm /100 ul) x 107
M NaCl e------®

i

100 150 200
ndimero de fraccion

Figura 8. Purificacién de tRNAJ®!.

Una muestra de 327 UAZEO de[?’H]Fen-tRNA‘iaI obtenida por he-
teroaminoacilacién heterdloga del tRNﬂg 1 contenido en 1a
Fraccidon II, fue sembrada sobre una columna de BD-celulosa
(0,9 x 90 cm) y eluida a 4° como se sefiala en el texto (Re-
sultados). Se colectaron fracciones de 4 ml a un flujo de

30 m1/hr y se tomaron alicuotas para cuantificar la radioac-

tividad contenida en ellas, con una mezcla de centelleo
constitufda por Triton X-100-y tolueno.
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N
]

['4C]Fen-tRNAYS (cpm /100 wl)x 107

numero de fraccion

Figura 9. Purificacion de tRNA?Ia.

Una muestra de 116'U}!\.260 de Eqé]Fen-tRNAﬁia obtenida por

heteroaminoacilacion heterdloga del tRNA contenido en Ta

Fraccidn 1II, fue colocada sobre una columna de BD-celu-

losa (0,9 x 90 cm). La cromatografia y andlisis se 1levd
a cabo de manera similar a Jo descrito en la Figura 8.
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cedimientos de purificacidén que no invelucran modificaciones

quimicas del tRNA.
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CAPITULO SEGUNDO

N-ACETILFENILALANIL-tRNA HIDROLASA. SITIO DE
RECONOCIMIENTO DEL SUSTRATO

Aislamiento de una fraccidén parcialmente purificada de
N-AcFen-tRNA hidrolasa de levadura

Para aislar N-Acetilfenilalanil-tRNA hidrolasa, se par-
ti6 del extracto crudo proveniente de un homogeneizado de
células del hibride S.fragilis x S.dobzhanskii procesado de
acuerda a lo descrito en Metodos, el que contiene las dos
hldrOTasas que actiéan sobre diversos tipos de peptidil o N-
aminoacil-tRNA. En efecto, al determinar la actividad enzi-
mitica sobre N-AcFen-tRNA y N-AcVal-tRNA se observdé que aun
cuando ambos sustratos eran hidrolizados, la hidrdlisis del
primero ocurria a una velocidad aproximadamente 40 veces su-
perior (TabIaIIII), 10 que contrastaba con la naturaleza de
1a peptidil-tRNA hidroiasa por cuanto esta enzima presenta
muy baja especificidad hacia el residuo N-aminoacilo del
tRNA. Esta misma observacidn indujo a Bajo y col. (224) - a
buscar otra enzima que hidrolizara preferentemente N-AcFen-
tRNA, 10 que resultdé en el hallazgo de una nueva hidrolasa
de alta especificidad.

A objeto de separar las dos actividades se procedid a
cromatografiar el extracto crudo en una columna de DEAE-Se-
phadex A-50. La Figura 10 muestra el perfil de actividad
hidrolitica frente a los dos sustratos, el susceptible de

ser hidrolizado por Ta peptidil-tRNA hidrolasa N-Ac|l4c]val-

tRNAva1, y que es discriminado por N-AcFen-tRNA hidrolasa,
y el sustrato especifico de esta dltima.



77.

TABLA III

Separacién de hidrolasas del hibrido
Saccharomyces fragilis x Saccharomyces dobzhanskii
por precipitacidén con sulfato de amonio

Actividad
pmoles/mg proteina/l0 min

N-Ac [14¢] Fen-tRNA®  N-ac [14c]va1-truaP
Extracto crudo 84 1,85
(NH,),50, 0-602 08 10,06
(NH,),50, 60-80%° 3156 0,0

2 |os sustratos se obtuvieron aminoacilando y acetilando
tRNA total de levadura como se describe en Métodos.

b cortes con (NH4)2504 de la fraccidén eluida de la columna

de DEAE-Sephadex A-50 (Figura 10) que contenia las dos
actividades hidroliticas. Los precipitados fueron disuel-
tos y su actividad enzimdtica cuantificada como se detalla
en Métodos, usando 12,6 pmoles de N—Ac[}4d]Fen-tRNAFe"
(5.000 cpm) y 7,5 pmoles de N-Ac|¥c]val-trna¥2’ (3.500 cpm)
por tubo. La concentracidn de proteinas usadas en el ensa-
yo con N-Acl?4é]Fen~tRNAFe" fue de 22 x 107 mg/tubo y 1,34

X 10"3 mg/tubo para las fracciones 0-60% y 60-80% respecti-
vamente. E1 otro sustrato fue ensayado en presencia de con-
centraciones de proteina superiores en un orden de magnitud.
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Figura 10. Fraccionamiento de peptidil y N-AcFen-tRNA
hidrolasas por cromatografia en DEAE-Sephadex A-50.

E1 extracto crudo de la cepa hibrida de levadura se cro-
matografid en una columna de DEAE-Sephadex A-50 (2,5‘x
18 cm) como se describe en Métodos. Se colectaron frac-
ciones de 6 mi a un flujo de 30 m1/hr. La actividad de
las fracciones se determind en alicuotas de 10 pl cuando
se usd como sustrato N-Ac[?ﬁ]Fen-tRNAFen (1760 cpm) y de
50 pul en las reacciones con N—Ac[?qérVa1—tRNAva] (3500
cpm). Estos sustratos fueron obtenidos aminoacilando
tRNA total de levadura con los aminodcidos radioactivos

correspondientes (y la sintetasa homéloga) 1os que fue-
ron acetilados con anhidrido acético como se detalla en
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Métodos.

La actividad se expresa como porcentaje del sustrato
hidrolizado después de incubar la alicuota con el sustrato
en la mezcla de reaccidn ﬁatrﬁn por 10 min a 30°.
o0 N-Ac[3H]Fen-trNAFE" y A A N-Ac [Y%c]val-trnaVal,
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Concordandc con l1a observacidn anterior, el pico de ac-
tividad hacia N-AcFen-tRNA fue mucho mds grande que el que
se obtuvo con N-AcVal-tRNA. Aun mds, la elucidn del mdximo
de los picos no fue coincidente (Figura 10)}.

La separacidn definitiva de las dos actividades se lo-
gré cuando ta fraccign enriquecida en actividad hidroldsica,
fue sometida a precipitacién diferencial con sulfato de amo-
nio.

Como se muestra en 1a Tabla III la fraccidn 60-80% pre-
sentd una alta actividad hidrolitica sobre N-AcFen-tRNA, no
asi sobre N-AcVal-tRNA, sustrato con el cual no se pudo de-
tectar ninguna .actividad.

Actividad de la N-AcFen-tRNA hidrolasa {fraccidén 60-80% sul-
fato de amonic) sobre distintos sustratos.

Con el fin de averiguar si N-AcFen-tRNA hidrolasa presen-
taba especificidad de especies i.e. capacidad de reconocer
N-AcFen—tRNAFen de E.coli, condicidn indispensable para poder
utilizar el sustrato N-AcFen-tRNAga] que proveeria la informa-
cién para discriminar acerca de el o los sitios de reconoci-
miento, se determind 1a actividad de 1la fraccién obtenida por

recipitacién con sulfato de amonio (60-80%) frente a N-Ac

14¢] Fen-trRNAFED y n-ac [M4c]va1-trNAY2T de levadura y a N-Ac

14C Fen-tRNAFen y N-Ac 3H]Fen—tRNA‘{a1 de E.coli. Como se
observa en la Figura 11, exceptuando ail N-Ac C \Fa]—tRlM‘ua.I
de levadura, todos los otros sustratos fueron hidrolizados
por 1a enzima. Sin embargo, N-Ac BH:]Fen-tRNA‘_{‘-“'l fue hidroli-
zado a una velocidad cinco veces menor que los otros sustra-
tos activos. La preparacidn de cada uno de los sustrat se

realizd como se describe en Mé&todos. Al igual que N-Ac qu]

val-tRNAY21 de Tevadura, N-Ac[3ﬁ]Fen-tRNA¥a] de E.coli tenfa
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Figura 11. Hidr6lisis de distintos N-Acetilaminoacil-
tRNA.

La actividad hidrolitica de la fraccidn que cae en el
precipitado 60-80% con (NH4)2504 se determind usando
cuatro distintos tubos con la mezcla de reaccién patrén,
cada uno con el sustrato y 1d cantidad de enzima que se
indica. A distintos tiempos, como se sefiala, la reac-
cidn se detuvo y la radioactividad remanente fue cuan-
tificada como se describe en Mé&todos.

A—— A 3330 cpm (7,3 pmoles) de N-Ac| %c]val-trnaVel
de levadura (18 pmoles/Ast) y 1,34 x 1071 mg de proteina.
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F

O————o0 5000 cpm (12,6 pmoles) de N-Ac[}4é]Fen-tRNAFe"
de levadura {780 pmg]es/Azﬁo) y 1,34 x 10'3 mg de prqteina.

O——10 5600 cpm {29,2 pmoles) de N-Ac E4l92:|Fen-tRNAFen
de E.colj (1045 pmo]es/Azﬁo) y 1,34 x 1073 mg de proteina.

N———A 4900 cpm (11,3 pmoles) de I*I-J'\t:[:3H:|Fen—tRl\U’“{a.l
de E.coli (58 pm°1ES/A260) y 5,4 x 1073 mg de proteina.

La ordenada de la derecha corresponde a 1a actividad

registrada con el Gltimo sustrato.
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una baja actividad especifica i.e. presencia de una poblacidn
contaminante de tRNA deacilados. No obstante, la enzima hi-
drolizdé con la misma eficiencia tanto N-AcFen—tRNAFen de le-
vadura como de E.coli. Consecuentemente, N-AcFen—tRNAgaI pro-
veja las caracteristicas requeridas para el .sondaje de las re-
giones del sustrato que son reconocidas por la enzima. Por
ello se procedid no sélo a purificar este sustrato sino que
también a obtener una preparacion mds pura de la enzima.

Purificacidn de N-AcFen-tRNA hidrolasa.

La fraccidn que contenia la actividad enzimdtica, obte-
nida de la precipitacidn con sulfato de amonio, fue cromato-
grafiada en una columna de Sephadex G-100 de acuerdo a lo
descrito en Métodos. La Figura 12 muestra el perfil de elu-
¢cién obtenido, donde se observa la retencidon relativa del
pico de actividad respecto al resto de las proteinas. Con
el conjunto de fracciones que contenian la actividad hidro-
1itica, se prosiguidé la purificacidn a través de una croma-
tografia en hidroxilapatita. Como se observa en la Figura 13,
la elucién con una gradiente de concentracidn de tampdn fos-
fato de potasio pH 6,8 efectuada como se detalla en Métodos,
permitidé aislar una fraccidn purificada de N-AcFen-tRNA hi-
drolasa. Después de estabilizar con glicerol y aibamina de
suero de bovino, el conjunto de fracciones gque contenian la
actividad enzimdtica fue guardado a -20°.

Purificacion de N-Ac [1c] Fen-tRNAY2! de E.coli.

Para aislar N-Ac[}%%Fen-tRNA‘{a1 de E.coli se procedid
14C:]Fen y Fen-tRNA sintetasa de

N.crassa a una fraccidon enriquecida en tRl‘ut\"{a.I de E.coli

a heteroaminoacilar con
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Figura 12. Cromatografia de N-AcFen-tRNA hidrolasa en
Sephadex G-100.

La fraccion 60-80% obtenida por precipitacidn con sulfa-

to de amonio se cromatografid en una columna de Sephadex
G-100 (1,5 x 57 cm) como se detalla en Métodos. En alicuo-
tas de 25 pl de cada fraccidn (3 ml) se detectd la acti-
vidad hidroldsica por medio del ensayo patrédn.
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Figura 13. Cromatografia de N-AcFen-tRNA hidrolasa en
hidroxilapatita.

La fraccidn activa proveniente de la filtracidén en Sephadex
G-100, se cromatografidé en una columna de hidroxilapatita
(1,5 x 4 cm) de acuerdo & To descrito en Métodos. Se co-
lectaron fracciones de 1,8 ml a un flujo de 70 ml/hr. La
actividad se ensay6 con la mezcla de reaccidn patron, to-
mando de cada fraccidn, alicuotas de 50 ul.
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obtenida de una cromatografia en Plaskon, similar a la descri-
ta en el Capftulo I, Figura 7. E1 producto obtenido fue ace-
tilado con anhidrido acético como se describe en M&todos y pu-
rificado por cromatografia en BD-celulosa. Como se muestra

en 1a Figura 14, N-Ac ”’(;.:lFen--tRNAﬂtV"“.I se separd claramente de
los tRNA descargados. La naturaleza hidrofébica del residuo
N-AcFen esterificado al tRNA que por si solo no interactia
fuertemente con la BD-celulosa, fue suficiente para obtener
una buena purificacidn. Después de juntar el pico correspon-
diente, precipitarlo con EtOH frie y disolverlo en agua bi-
destilada, se obtuvo N-l’\c[:MC:[Fen-thﬂuﬂ.‘““.l con una actividad

especifica de 897 pmo1es/A260.

Cinédtica de la hidr6lisis de N-AcFen-tRNA de varios origenes
por_la N-AcFen-tRNA hidrolasa.

A objetoc de determinar si el residuo N-Acetilfenilalanil
y/o la region del tRNA que constituye al sustrato es recono-
cido por Ta N-AcFen-tRNA hidrolasa, se estudidé la actividad _
de la enzima purificada usando distiptos sustratos, N—Ac[}4c]
Fen-tRNAFE? de levadura (780 protes/Rygy), N-Ac 14¢] Fen-trNAFeED
de E.coli (1045 pmoles/Aygq) ¥ N-Ac|!%C]Fen-tRNAJ2! tambien
de E.coli (897 pmo]es/Azso). La obtencion de los dos prime-
ros sustratos se efectud como se describe en Métodos y la
del Gi1timo de acuerdo a 1o indicado anteriormente (Figura 14).

Como se muestra en la Figura 15, la velocidad de hidrdli-
sis del sustrato formado con tRNAFen de E.coli fue muy cerca-
na a la obtenida con el sustrato proveniente del tRNA de le-
vadura. Aunque a una velocidad menor (50%), N—Ac[}qé]Fen-tRNAgai,
fue también hidrolizado eficientemente por la enzima. Al
efectuar experimentos controles con N-Ac 146 Va]—tRNAVﬂI de
tevadura, no se pudo detectar ninguna actividad hidrolitica.
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Figura 14. Purificacion de N-Acl}qc]Fen—tRNAga] de E.coli.

Sobre una columna de BD-celulosa (0,9 x 23 cm) se colocd
una solucidn de 3 ml de formiato de sodio 5 mM pH 4,0,
MgSO4 10 mM y NaCl 0,3 M en que estaban disueltas 83 UA260
de N—Ac[:“'c-_]Fen-tRNA‘{a1 de E.coli (264 pmoles/A,-n). La
columna estaba equilibrada con la misma solucidn. La cro-
matografia se efectud a 4° eluyendo con la solucidn mencio-
nada mds arriba y una gradiente de NaCl como se indica:

Se recogieron fracciones de 3,9 ml a un flujo de 39 ml/hr.
La radioactividad de cada fraccidn se cuantificd mezclando
alicuotas de 75 ul con 4 m1 de una solucidon de centelleo

gue contenia Triton X-104 y toluenn.
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Figura 15. Cinética de la hidrélisis enzimatica de dis-
tintos N-Acetilfenilalanil-tRNA.

Los ensayos se realizaron en mezclas de reaccidn patrdn,
incubando por los tiempos indicados 45,8 I 1,0 pmoles de
sustrato y 1,08 x 1073 UAygp de la preparacion de hidro-

lasa purificada.
K—A N-Ac[?4é]Fen-tRNAFe" de levadura (780 pmoles/

Ayep)s O—0 N-Ac [14c] Fen-trRNAFE® (1045 pmoles/A,cn) ¥
A—A N-Ac 14(:] Fen-*l:RNI!x‘“l“‘l-l (897 pmo]es/Azﬁo), ambos de
E.coli.
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Los resultades obtenidos indican que tal como peptidil-
+RNA hidrolasa (227) N-Aqun-tRNA hidrolasa no presenta una
especificidad de especies estricta ya que sustratos provenien-
tes de E.coli son hidrolizados eficientemente y sefialan que
el requerimiento estructural que le otorga especificidad a
esta enzima, estaria dado por el residuo N-AcFen, como se dis-
cutira en la seccidn correspondiente.
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CAPITULC TERCERO
MODULACION DE LA POBLACION DE tRNA

Cambios selectivos en la poblacidn de tRNA durante el desa-

rrollo de la regién posterior de la gléndula del gusano de

seda Bombyx mori.

Durante el quinto estadio larval (V), la glandula del
gusano de seda se constituye en uno de los Organos mas espe-
cializados en sintesis proteica. En efecto, 2 partir de la
segunda parte de este estadio que dura aproximadamente 8
dfas, la regidn posterior de 1a glindula sintetiza sb6ioc fi-
broina (233-240).

La Figura 16 muestra la electroforesis bidimensional en
placa de poliacrilamida de una preparacidon de [?zil-tRNA que
se obtuvo de la regidn posterior de la glandula en dos dife-
rentes periodos del estadio V. En el recuadro superior de
la Figura 16, se distinguen cerca de 30 especies distintas
de tRNA. Estas corresponden a una preparacidén proveniente
de las primeras horas del estadio V. E1 recuadro inferior
muestra lo que ocurre al término de 1a primera parte del es-
tadio V (4° dia), justo antes de que comience la sintesis de
fibroina. Como se ve en la Figura 16, se detectan cerca de

10 especies de tRNA, con un claro enriquecimiento respecto
a su contenido en los inicios del estadio, 1o que refleja
su participacién en el estadio diferenciado de la glandula.
Delaney y Siddiqui (238) observaron que durante el de-
sarrollo de 1a gldndula del gusano de seda, los niveies in-
tracelulares de G1i-tRNA, Ala-iRNA, Ser-tRNA y Tir-tRNA
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Figura 16. Electroforesis en dos dimensiones de [?ZéLtRNA
de 1a regidon posterior de la glé&ndula del gusano de seda.

La electroforesis se efectud como se describe en Mé&todos.
Las flechas indican la posicidn del RNA ribosomal 55 con-
taminante en las preparaciones de [3zé]-tRNA de la gléndu-
la posterior de la gléndula de B.mori (245). Cuadro supe-
rior: tRNA extraido al inicio del quinto estadio larval.

Cuadro inferior: tRNA extraido durante el comienzo de 1a

sintesis masiva de fibroina.
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(tRNA especificos para los aminodcidos que constituyen sobre
el 90% de la molécula de fibroina) subian aproximadamente 30
veces durante los 4 a 6 dias del desarrollo larval, mientras
que el aumento de los niveles in vivo de otros aminocacil-tRNA
gue corresponden & aminodcidos que no se necesitan para 1a
sintesis de fibroina, permanecian bajos, con la sola excep~-
cién de Met-tRNA que incrementaba su nivel 24 veces. Metio-
nina no se encuentra en la estructura de la fibroina de la

seda.

Una posibilidad para comprender el incremento observado,
es que éste tenga su origen en el aumento selectivo de tRNA?Et,
fundamental para la iniciacidn de ta cadena polipeptidica du-
rante la acelerada sintesis de fibroina que ocurre concomitan-
temente a la diferenciacién terminal de 1la gliandula de B.mori

Met

Fraccionamientq de isoespecies de tRNA por cromatografia

en BD-celulosa.

Para identificar las especies de tRNAMEt se extrajo tRNA

de 1a parte posterior de la gléndula tanto al inicio (V-1) co-
mo al final del estadio larval (V-8). Después de aislar _am-
bas poblaciones de tRNA, éstos fueron aminoacilados con 3H -
metionina y aminoacil-tRNA sintetasas de B.mori, siguiendo el
procedimiento general descritoc en Métodos. Cuando ambos Hi-
metionil-tRNA fueron fraccionados en sendas columnas de BD-ce-
lulosa, dos picos, Metl y Met, se obtuvieron en cada caso
(Figura 17), pero 1a cantidad relativa entre ellos varid noto-
riamente., Durante el estadio V-1 la razdn pico Metllpico Met,
fue de 0,52 en cambio al término del estadic larval, v-8, 1la
raz6n aumentd a 1,63 (Tabla IV). Llas isoespecies de tRNAMEt
de ambos estadios eluyeron a ia misma concentracidn de sal,
por lo que probabiemente no existan diferencias cualitativas:
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Figura 17. Cromatografia de Metionil-tRNA de B.mori en
BD-celulosa.

E1 grdfico representa el resultado de dos cromatografias.
Una columna de BD-celulosa (0,5 x 40 cm) fue cargada con
37000 cpm de [3H]Met-tRNA de V-1 y otra columna similar
con 29500 cpm de [3H]Met-tRNA de V-8. Las muestras esta-
ban disueltas en una solucidn compuesta por acetato de
sodio 10 mM pH 4,5, MgCl2 10 mM, B-mercaptoetanol 1 mM y
NaC1 0,35 M. Las columnas estaban equiiibradas en 1a
misma solucidén. La elucidn se efectud a 4° con una gra-
diente 1ineal de NaCl de 0,35 M a 1 M en 1a solucidén men-
cionada mads arriba. Se colectaron fracciones de 1,5 ml

a un flujo de 13 mi/hr, Lla radioactividad se midié con-
tando alicuotas de 1 ml en 10 m1 de solucidn de Bray.

La gradiente de sal se midi6 en alicuotas de las fraccio-
nes a través del método de Mohr. E1 coeficiente de corre-
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lacién de cada gradiente se calculd con el programa 70803
en una calculadora Hewlett-Packard 9100 resuitando valores
" de 0,9957 y 0,9959 para las cromatografias de tRNA de V-1
y V-8 respectivamente y pendientes de 0,0047 para V-1 y
0,0044 para V-8.

o0 [3H|Met-tRNA de V-1 oo |3u|Met-trNA de
v-8.




95.

TABLA IV

CANTIDAD RELATIVA DE ISOESPECIES trNAT®t En LA
REGION POSTERIOR DE LA GLANDULA DE B.mori

Quinto estadio Met Met tRNATet
larval tRNA1 (%) tRNA2 (%) RNAMet
2
17 dia (v-1) 34 66 0,52
8° dfa (v-8) 62 38 1,63

Los valores se obtuvieron midiendo el drea de cada pico
(Figura 17).
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entre las isoespecies correspondientes en cada estadio.

Los cambios cuantitativos observados quedaron aun mds
clarificados cuando los resultados representados en la Fi-
gura 17 se regraficaron para sefialar Ta cantidad total en
picomoles de cada una de las especies isoaceptoras de me-
tionina en cada gldndula. Como se observa en ia Figura 18,
tRNA?Et aumentd 12 veces mientras que tRNAgEt s6lo 4 veces.

Identificacion de las isoespecies de tRNAMEt de la region

posterior de la gldndula de B.mori.

Se sabe que metionil-tRNA sintetasa de E.coli reconoce
especificamente la especie iniciadora de varios tRNAMEt de
eucariontes que pueden ser formilados, mientras que las es-
pecies no formilables, no son reconocidas por esta sinteta-
sa (154).

A objeto de examinar si la especie tRNATEt de la regidn
posterior de la gléndula tenia propiedades semejantes al
tRNA iniciador de eucariontes, tRNA del estadio larval V-8
fue fraccionado en una columna de BD-celulosa siguiendo idén-
tico procedimiento al utilizado en los experimentos represen-
tados en la Figura 17, excepto que la esterificacion enzimd-
tica de 3H -metionina se efectud con una preparacién cruda
de aminoacil-tRNA sintetasa de E.colir Como se muestra .en
la cromatografia de 1a Figura 19C la especie de tRNAMEt he-
teroacilada con 1a enzima de E.coli eluyd en un solo pico simé-
trico, cuya posicidn corresponde exactamente al pico de tRNA?Et
obtenido por el fraccionamiento bajo condiciones cromatogra-
ficas similares (Figuras 19A y B).

Para comparar las propiedades de las dos especies isoa-
ceptoras de tRNA"S, 107 UR,c, de tRNA del estadio V-8 fueron
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Figura 18. Composicidn gréfica: Concentracion de las iso-

especies de tRNAMEt en la regidn posterior de la glandula
de B.mori durante su desarrollo.

Los resultados obtenidos en las dos cromatografias que se

muestran en la Figura 17, se regraficaron para representar

la cantidad de pmoles de tRNA por gldndula. Para ello se

considerd el contenido total de tRNA en cada gldndula: 1,1

UA260 en V-1 y 8,0 UAZGO en V-8 (238, 240).

O——0 tRNA de V-1 y &—@ tRNA de V-8.
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Figura 19. Identificacion de la naturaleza del Metionii-
tRNA por cromatografia en BD-celulosa.

Los graficos A y B corresponden a dos cromatografias que
se realizaron como se detalla en ta Figura 17. En ambas
se examind 3H]Metionil-tRNA obtenido por aminoacilacidn
de tRNA de V-1 (A) y de V-8 (B) con una preparacidn de
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sintetasa homéloga. E1 grdfice C representa una cromato-
grafia similar excepto que la columna fue sembrada con |"H
Metionil-tRNA (21.600 cpm) obtenido por aminoacilacidn con
una preparacidn de aminoacil-tRNA sintetasas de E.coli.

la cuantificacién de la gradiente de NaCl y de la radioac-
tividad se efectud como se detalla en la Figura 17.

[24]
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cromatografiadas en escala preparativa en una columna de BD-
celulosa (Figura 20). Para aislar tRNAIi’Et y fRNAQEt las
fracciones correspandientes fueron concentradas por precipi-
tacién con EtOH y los tRNA disueltos en agua bidestilada.

A cada una de estas especies de tRNAMEt se le determind su
capacidad para aceptar metionina en ensayos de aminoacilacidn
con sintetasas de gusano de seda y de E.coli, como también su
capacidad de ser formiladas usando la preparacidn cruda de
sintetasas de E.coli que contenia actividad de transformilasa.
La cinética de aminoacilacidn de tRNAMEt y tRNAget como
también la de la formilacidn de Met-tRNA';e se muestra en la
Figura 21. E1 nivel de saturacidn-de 1la enzima de-E.coli pre-
sente en la mezcla de reaccidn catalizd la rapida formacion

de metionil- y formil-metionil-tRNA. Los productos permane- ‘
cieron estables durante los 50 min del 'ensayo. Claramente,
s61o una pequefia fraccién (12%) de tRNAgEt fue capaz de ser
aminoacilada por la sintetasa de E.coli y escasamente un 3%
del producto fue formilado. En cambio, tRNA¥Et fue aminoaci-
lado por la enzima de E.coli a un nivel correspondiente al

81% del que catalizé l1a enzima homdloga proveniente de gusa-
no de seda. Los resultados obtenidos se representan cuanti-
tativamente en la Tabla V e indican que la especie de tRNAMEt
que se incrementa selectivamente en la regidn posterior de
la glandula durante el segundo periodo del estadio larval V
donde se sintetiza s6lo fibroina, exhibe propiedades que co-
rresponden a las que presentan en general los tRNAMEt inicia-

dores en eucariontes.

Compartimientalizacidn y especializacifén de 1a poblacidén de
tRNaPI2

en B.mori.

Para investigar si la notoria modulacidn de la poblacion
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Figura 20. Fraccionamiento de tRNAMEt de B.mori en

BD-celulosa.

En una columna de BD-celulosa (0,5 x 40 cm) se cromatogra-
fiaron 107 UA260 de tRNA total de la regidn posterior de la
gldndula (V-8), usando las mismas condiciones descritas en
la Figura 17. Para determinar la capacidad de aceptacidn
de [;E]Met. el tRNA contenido en las alicuotas (50 ul) de
cada fracci6én (1,5 m1) fue aminoacilado en la mezcla de en-
sayo patrén, tal como se describe en Métodos. Las fraccio-

nes que contenian las isoespecies de trnatet (dreas sombrea-
das) se juntaron y los tRNA fueron recuperados por precipi-
tacidén con etanol frio.
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Figura 21. Cinética de la aminoacilacién y formilacidn

de trnaMet,

Se incubaron alicuotas de preparaciones parcialmente puriL
ficadas de‘tRNA?Et y de tRNAgEt (obtenidas por cromatogra-
fia en BD-celulosa, Figura 20}, 4,3 y 5,0 UA,(y respecti-
vamente, con 140 Met y sintetasas de la gldndula de B.mori,
en 1,4 m1 de la mezcia de reaccién patrdn descrita en Méto-
dos. A los intervalos de tiempo indicades se extrajeron
alfcuotas de 200 ul de cada mezcla y después de precipitar-

jas con TCA se cuantificd 1a radioactividad contenida en
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ellas (ver Métodos).

La aminoacilacidén heterdloga con la enzima de E.coli
se efectud en una mezcla de reaccidn patrdn como se descri-
be en Métodos, cuantificando 1a radioactividad incorporada
a los tiempos que se sefialan en el grafico. ‘

Para cuantificar la formilacidn, el tRNA se incubd por
5 min en la misma mezcla usada para la aminoacilacién hete~-
r6loga con enzima de E.coli, excepto que 14é]Met fue reem-
plazado por [}zd]Met y que después de los 5 min de incuba-
cién se agregd acido N5,10" C|meteniltetrahidrofolato
(34 cpm/pmole) para alcanzar una concentracidn final de
0.,6mM. A los tiempos indicados se extrajeron alicuotas en
las que se cuentificd la radioactividad, de la misma manera
que para los ensayos de aminoacilacion. .

A.- incorporacién de Met; 0—0O tRNA?Et y —e tRNAget

cargados ambos con enzima de B.mori. O——>7> tRNA?Et y
——u tRNAQEt, aminoacilados con enzima de E.coli.

Met Met

B.- formilacidon de o———o0 tRl\l.’J\1 y &—@ 1‘.RNA2 .
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. de 1os tRNA correspondientes a los aminodcidos que constitu-
yen a la fibroina, se refleja en una clara especializacion
de tRNA especificos respecto a la compartimientalizacidn bio-
16gica estructural y/o funcional, se caracterizaron las espe-
cies de tRNA‘!\.la tanto de la regidn posterior como de la re-
gion media de la gldndula del gusano de seda.

Como se observa en la Figura 22, al cromatografiar en
BD-celulosa [SH]-A]a-tRNA obtenido aminoacilando tRNA extrai-
do de la porcidn media de la gldndula en el estadio tarval V
(6° dia), se resolvieron claramente dos picos (I y I1) de ra-
dioactividad. Lo mismo ocurrid cuando se examind el compor-
tamiento de 3&]-A1a—tRNA proveniente de 1a regidn posterior
de 1a gléndula (estadio larval V, 6° dia) en una columna de
BD-celulosa bajo condiciones similares (Figura 23). La can-
tidad de tRNAPT® en el pico I y II fue de 23 & 3% y 77 = 3%
para la regidén posterior y 38 Yooy y 62 I 2y para la regidn
media de la glandula, respectivamente.

Cuando se examinaron los dos picos principales (Pico II)
de tRI\IA‘LVIa de ambas regiones de la gldndula mediante electro-
foresis en geles de poliacrilamida en urea, se encontrd que
el pico II obtenido de 1a parte posterior contenia dos espe-

. ¢cies isoaceptoras de tRNAA1a, tRNAgla y tRNAgga, en una ra-
26n de 2:1, mientras que el pico II de 1a porcidon media con-

tenfa s6lo una especie, tRNAg;a, cuya movilidad era idéntica

a la isoespecie tRNAgla de Ta regidfn pesterior de 1a glandu-

la (Figura 24). Un andlisis preliminar del pico I (no se

muestra) reveld en la parte posterior de la gldndula sé-

1o una isoespecie tRNA?;a. En cambio, en la region media

aparentemente existian dos especies, tRNA?;a y tRNA?;a, la

primera con una movilidad similar a la observada con tRNA?;a

de 1a regidn posterior.

o
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Figura 22. Cromatografia de [14é]AIa-tRNAA]a de la re-
gién media de la gliandula de B.mori.

Una muestra de 300 pmoles de [?4é]A1a-tRNA (92.000 cpm)
de la regidn media de la gldndula de B.mori (V-6), fue
disuelta en 6,5 ml de l1a solucidon equilibrante y aplica-
da sobre una columna de BD-celulosa (0,5 x 64 cm) previa-
mente equilibrada en una solucidn compuesta de acetato

de sodio 10 mM, pH 4,5, acetato de magnesio 10 mM, B-mer-
captoetanol 1 mM y NaCl 0,3 M. La elucidon se efectud a
4° con la misma solucidn, usando una gradiente de NaCt
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como se indica en el grdfico. Se colectaron fracciones de
1,5 m1 y se cuantificé 1a radioactividad contando alicuo-
tas de 0,5 m1 en una solucidn de centelleo que contenia
tolueno y Tritén. La recuperacidn de la radioactividad al-
canzd al 88%.
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Figura 23. Cromatografié de [Bé]Ala-tRNAA1a de la parte
posterior de la glédndula de B.mori.

Una muestra de 374 pmoles de [BH]A]a—fRNAA]a (2,9 x 10% cpm)
de 1a regidn posterior de la gldndula del gusano de seda
(V-6), fue disuelta en 0,9 ml de la solucidn equilibrante

y colocada sobre una columna de BD-celulosa (0,5 x40 cm}.
La elucidn y andlisis de las fracciones se realizé como se
describe en 1a leyenda de la Figura 22, excepto que se usa-
ron alfcuotas de 0,5 ml para medir la radioactividad. Lla
recuperacidn de las cpm fue de 87%.
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Figura 24. Electroforesis en gel de acrilamida de
tRNAA]a de 1a regibn medja y posterior de la gldndula
del gusano de seda.

La electroforesis se efectud en un gel de acrilamida

al 20% en urea 4 M y tampdn Tris-borato pH 8,3 como

se detaiia en Métodos.

a) tRNA total de la regidn posterior de la gliandula
(v-6).

b) tRNA contenido en el pico II (Figura 23) obtenido
por fraccionamiento del tRNA analizado en (a).

c) tRNA contenido en e1 pico II (Figura 22) obtenido
por fraccionamiento de tRNA de la regidn media de
la gidndula de B.mori (V-6).
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La heterogeneidad del pico I de la columna de BD-celu-
losa correspondiente 2 la regidn media de la glanduia (ver
Figura 22) se hizo evidente, cuando el correspondiente tRNA
deacilado fue examinado cromatogrdficamente. En efecto,
cuando se cromatografid en BD-ceiulosa tRNA deacilado junto
a [3H] Ala-tRNA de la regién media, como se muestra en ia
Figura 25, se observaron tres picos_de actividad en el per-
fi1 de la capacidad aceptora de 3H Ala de las fracciones,
los dos primeros coincidiendo con la posicién de elucion del
pico I. Para estudiar si las diferencias que_se observaron
34] Ara-trNA y
el tRNA deacilado. provenientes de la parte media de 1a glan-
dula, se podrian reflejar también en la conducta de las iso-
especies de tRNA de la regidn posterior de la glandula, e.g.

en el comportamiento cromatogrdfico entre

deteccion de dos picos coincidiendo con el pico II, se cro-
matografid en forma conjunta [3H] Ala-tRNA y tRNA descargado
provenientes de la parte posterior. La Figura 26 muestra el
resuitado obtenido en 1a columna de BP-celulosa. A través
del ensayo de aceptacidn de amincdcidos se resolvieron nue-
vamente sdlo dos picos; Sin embargo, 1a elucidn del
tRNA deacilado precedid a la del aminoacilado, siendo noto-
ria la diferente magnitud del desplazamiento que ocurrid en‘
cada uno de los dos picos. En efecto, en el pico II el re-
tardo de 3H] Ata-tRNA respecto al tRNA deaciiado fue bastan-
te mayor que el observado a nivel del pico I.

Tanto el examen cromatogrdfico como el efectuado a tra-
vés de electroforesis en geles de poljacrilamida, indican
con bastante certeza que la especializacion de isoespecies
de tRNAAIa en 1a glindula del gusano de seda, estd asociada
a la compartimientalizacidn estructural de esta iltima 1la
que a su vez estd Tntimamente relacionada a una marcada di-
ferenciacidn funcional.
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Figura 25. Cromatografia de tRN}!\A.Ia y [qu]Ala-tRNA de
la regidn media de la gidndula de B.mori.

Una muestra con 148 UA,., de tRNA deacilado y 504 pmoles
de [*%c]A1a-tRNA (147.000 cpm) ambos de la regién media
de la gldndula de B.mori V-6, el Giitimo obtenido al ami-
noacilar 8,7 A,crp UA260 de tRNA total con 146]A1a como

se describe en Métodos, fue colocada sobre una columna
_de BD-celulosa (0,5 x 64 cm). La cromatografia se 11evd

a cabo de la misma manera que la descrita en 1a Figura 22.
La aceptacidn de aminodcidos de las fracciones que conte-
njan los tRNA deacilados se mididé incubandc alicuotas de
75 ul con 146]A1a én mezclas de reaccidn patrdn, de
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acuerdo a los procedimientos sefialados en Métodos. La ra-
dipactividad de las fracciones (presencia de [}4é]A1a-tRNAA]a)
se midié con alicuotas de 0,5 ml por fraccidon usando una mez-
cla de centelleo de tolueno y Tritdn. La recuperaéién de Ta

radioactividad fue del 84%.
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Figura 26. Cromatografia de tRNAMa deacilado y [3H]A1a-
1:RNA‘Ma de 1a regidon posterior de 1a glandula de B.mori.

Una muestra de 17 UA268 de tRNA deacilado y 180 pmoles de
[3H]A1a—tRNA (1,2 x 10° cpm), ambos de la regidn posterior
de la gléndula de B.mori (V-6), _el_@ltimo obtenido al ami-
noacilar 0,8 UA, .y de tRNA con 3H Ala como se describe en
Métodos, fue aplicada sobre una columna de BD-celulosa

(0,5 x 64 cm). La cromatografifa y andlisis de las fraccio-
nes se realizdo como se describe en 1a leyenda de la Figura
25, excepto que la radioactividad se midid en alfcuotas de
0,1 m1. La recuperacidn de 3H]A1a-tRNA fue del 103%.



114,

Modulacidn de los niveles intracelulares de aminoacil-tRNA
asociados a la aclimatacidn del pez Cyprinus carpio.

Se sabe que la sintesis proteica estd involucrada en la
adaptacidén de los animaies ectotérmicos acuaticos, a cambios
naturales de temperatura (241). Sin embargo, se desconoce
si durante este proceso existe una modulacion de la poblacidn
de tRNA.

Para estudiar el comportamiento de la poblacidn de tRNA
durante la aclimatacién (entendido este términoc como el pro-
ceso de adaptacidn al que los animales se someten frente a
los cambios naturales del medio, e.g. variacidn estacional),
se procedid a aislar tRNA de higado de carpas de verano y de
invierno, estaciones en que 1a temperatura de su habitat era
de 9-10° y 16-18° respectivamente {242-244). Como se muestra
en la Tabla VI, la cantidad de tRNA gque se obtuvo a partir
de higados de carpas aclimatadas a verano fue 70% mds alta
que la que se obtuvo con los animales adaptados a invierno.

E1 estudio del contenido in vivo de especies de amino-
acil-tRNA es de particular interés por cuanto los aa-tRNA
son los precursores inmediatos de 1a incorporacidén de los
aminoicidos a la cadena polipeptidica. Consecuentemente,
las variaciones de &stos podrian reflejar un mecanismo de
regulacidén que actia sobre la sintesis de proteinas.

Los niveles in vivo de Val-tRNA, Ala-tRNA y Met-tRNA
contenidos en los higados de carpas aclimatadas a verano e
invierno, se determinaron en base a la propiedad que tiene
el 10; de inactivar las especies de tRNA deaciladas de acuer-
do al procedimiento detallado en Métodos. La capacidad de
aceptacifén de aminodcidos que se obtiene después del trata-
miento con IOE permite cuantificar las moléculas que se en-
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TABLA VI

CONTENIDO DE tRNA EN EL HIGADO DE LA CARPA

tRNA
- * -
UA260/9 de higado

VERANO 5,58 = 1,17 (7)
INVIERNO 3,28 £ 1,04 (9)
P < 0,001

* Tejido himedo.

E1 nimero de experimentos se indica en
paréntesis. ET tRNA fue extraido de
hfgados completos de acuerdo al proce-
dimiento descrito en Métodos.
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cuentran aminoaciladas in vivo. Si el valor resultante se
compara con el obtenido aminoacilando la misma muestra no
oxidada, se tiene la proporcion de moléculas presentes como
aa-tRNA en la poblaciodn total.

La Tabla VII muestra que el contenido intracelular de
Tos aa-tRNA examinados fue notoriamente mds bajo en los ani-
males de verano. Respecto a los peces de invierno, el nivel
de Val-tRNA fue 68%, el de Ala-tRNA 47% y el de Met-tRNA 54%.

Estos resultados constituyen la primera evidencia acer-
ca de la ocurrencia de cambios en los niveles intracelulares
de aa-tRNA en funcién de la aclimatacidn estacional y refle-
jan ademds el posible rol regulatorio de l1os tRNA en la sin-
tesis macromolecular, como se discutird en la seccidn corres-
pondiente,




TABLA VII

NIVELES DE AMINGACIL-tRNA in vivo EN HIGADO DE C.carpio

* l %
INVIERNO (%) VERANO (%)
Val-tRNA 92,89 % 9,19 (8) 63,00 ¥ 9,77 (8)
Ala-tRNA 69,22 ¥ 21,06 (5) 32,95 ¥ 11,40 (6)
Met- tRNA 81,18 ¥ 16,66 (4) 43,53 ¥ 13,30 (7)°
P < 0,001

* la extensidon de la aminoacilacidn se ensayd usando la
mezcla de reaccidén patrdn para C.carpio como se descri-
be en Métodos. '

Los tRNA fueron oxidados con 10; y sometidos a hidrdli-
sis no enzimdtica tal como se detalla en Métodos. Los
puntos experimentales que se obtuvieron de cada .animal,
tanto para los tRNA control como para los tratados, re-
presentan al menos el promedio de dos diferentes alicuo-
tas. E1 niimero de peces usados (nimero de experimentos)
se sefiala en paréntesis.

117.




118.

DISCUSICN

Los resultados descritos en el capitulo primero demues-

tran que tanto tRNA‘{a.l

te aminoacilados por la Fen-tRNA sintetasa de N.crassa, con-

. comp tRNAA]a de E.coli son errdneamen-

firmando lo informado originalmente por Barnett (108, 252).

La extension de la amincacilacién errdnea medida en las
fracciones obtenidas al cromatografiar en BD-celulosa tRNA
total de E.coli (Figura 3), fue distinta a la que se obtuvo
en los picos de actividad correspondientes, después de aisla-
do el tRNA contenido en ellos. En efecto, en las fracciones,
la esterificacidon de fenilalanina por la enzima de N.crassa
fue de un 70% respecto a la que se alcanzd con el aminodcido
y sintetasa homéloga al tRNA, en cambio, el nivel de hetero-
aminoacilacidon del tRNA aislado fue muy cercano al 90% (246).
E1 menor valor que se detectd a través del barrido de la co-
lumna, podria deberse al contenido de sal en las fracciones,
cuya accién inhibitoria es conocida (257).

Las propiedades cromatogrdficas de tRNAga] de E.coli ¥y
la de su forma heteroaminocacilada con fenilalanina demuestran
que la esterificacidn con el aminodcido aromidtico es suficien-
te para retardar de manera apreciable la elucidn de este tRNA.
Estas propiedades fueron utilizadas para obtener '(‘.Rl\hf\‘lla.I
altamente purificado usando s¢6lo dos etapas cromatograficas
en BD-celulosa. La primera, en que se enriquece tRNAga] de
E.coli, y 1a segunda, donde se produce el retardo selectivo
del Fen-tRNAY®! (Figura 6).

Si se introduce un ciclo cromatografico intermedio, se
pueden ademds separar nitidamente dos especies de tRNA de

E.coli, las que pueden ser esterificadas errdoneamente con fe-
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nilalanina. En efecto, tRNAga1 y tRNA?la

claramente a través de una cromatografia en Plaskon. La he-
terogeneidad del pico correspondiente a ‘cRNP‘\i’a.l (Figura 7)
sugiere la presencia de al menos dos poblaciones de tRNAVa .

fueron separadas

E1 pico menor podria deberse a la forma entrecruzada de tRNA‘{a‘l

donde los residuos 4sU8 y C13 originan una unidn covalente
como resultado de la irradiacidn (natural) del tRNA a 335 nm
(70-73). Aun cuando los resultados de la columna de RPC-5
pudieran atribuirse a otros factores, es de interés sefialar
que se ha determinado que 1a poblacidn de tRNAl;Et de E.coli
con sus residuos 4sU8 ¥y 013 entrecruzados, se puede separar
especificamente en una cromatografia de BD-celulosa (258).
E1 entrecruzamiento no altera la formacién del derivado amino-
acilado valil-trnaY31 (73-73, 250).

La introduccidn del residuo hidrofébico tanto en la frac-
cidn enriquecida de tRNAga] como en la de tRNA?]a

aislar cada una de estas especies usando un ciclo cromatogra-

sirvid para

fico adicional. Como se indica en el capitulo correspondien-
te, la actividad especifica de aceptacidn de aminoacidos fue
de 1368, y 1301 pmoles por UA260 para_1‘.Rl\hi\"1"-“.I y tRNA?la respec-
tivamente.

Este proced?mienfo de purificacidn ofrece una alternati-
va muy atractiva respecto a otros métodos, entre ellos el des-
crito por Krauskopf y col. (32) el gue requiere fenoxiacetila-
cion del Valil-tRNA para retardar selectivamente su .elucidn
en una cromatografia en BD-celulosa. La modificaciodn quimici
(30-32, 230, 231) se evita introduciendo el intermediario ami-
noacilado errdneamente con la enzima heterdloga. La modifica-
.cién quimica presenta varias dificultades. Entre ellas, no .
siempre se alcanza una reaccidn completa (31) 1o que a menudo
ocasiona considerables bajas en el rendimiento del producto
que se obtiene. Algunas especies de tRNA purificadas usando
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derivados fenoxiacetil-aminoacil-tRNA, son menos activas (32,
72) (i.e. su capacidad de aceptaci6n de aminodcidos medida
después de hidrolizar el residuo fenoxiacetil-aminoacilo, es
menor que la actividad especifica que exhibe el fenoxiacetil-
aminoacil-tRNA aislado, referido a pmoles de aminodcido unido
por UA260). Esta pérdida de actividad seria el resultado de
alteraciones quimicas (260). Se ha demostrado que el ester
N-hidroxisuccinimida del &cido fenoxiac&tico reacciona con al-
gunos nucleésidos menores, modificando ciertas especies de
tRNA (261, 262). Estas desventajas se superan ampliamente con
1a heteroaminoacilacidon heterdloga. Aun mds, esta Gltima per-
mite discriminar una poblacion de tRNA esencialmente inaltera-
da. En efecto, se ha demostrado que la aminoacilacidn errdnea
de ‘!:RN}J\M.l de E.coli se bloquea cuando tRNA con el entrecruza-
miento sU8 - C;3 se usa como sustrato (259). Asi, el tRNA
modificado fotoquimicamente se elimina cuando el tRNA enrique-
cido es hetercaminoacilado para introducirie el residuo hidro-
fébico que permite su separacidén posterior.

Se sabe que varios otros tRNA pueden ‘también esterificar-
se con fenilalanina utilizando una enzima heterdloga (110,
111). Kern y col. (110) han demostrado que casi todos los
tRNA de E.coli podrian heteroaminoacilarse con Fen-tRNA-sinte-
tasa de levadura. Estos autores usaron la fenoxiacetilacidn
de 1os Fen-tRNA de E.coli aminoacilados errdneamente para ca-
racterizar las especies involucradas, separando les aminoacil
tRNA modificados de las moléculas deaciladas por cromatografia
en BD-celulosa. )

Las ventajas del procedimiento descrito hacen de particu-
lar interés extender estos estudios para purificar especies
de tRNA distintos a los examinados en esta tesis.

Los resultados que se presentan en el capitulo primero
muestran ademds que los aminoacil-tRNA exhiben distintas pro-
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piedades cromatogrdficas en BD-celulosa, cuando se estudian
en presencia o ausencia de M92+. A pH 4,0, Fen-tRNAgaT no
fue afectado por la ausencia de Mgz+, en cambio Va]-tRNAga]
se retardd al omitir el catidn bivalente desplazando su posi-
cién de elucidén de una concentracidn de NaCl 0,73 M a una de
0,77 M. EI tRNAJZ! deacilado se desplazd desde NaCl 0,68 M a

0,74 M en ausencia de Mg Las diferencias en la conducta

2+ presente, podrian reflejar una

cromatogrdfica con o sin Mg
diferencia en la configuracidn asumida por el tRNA al esteri-
ficarse con valina o fenilalanina.

La conducta cromatografica de tRNAAla de la glandula del
gusano de seda, exhibe caracteristicas que conducen a una in-
terpretacidn similar. En efecto, Tos resultados que se pre-
sentan en el capitulo tercero, muestran que el perfil de elu-
cidon del 1:RM}5\‘LVla deacilado es distinto al aminocacilado. Los
picos que se obtuvieron ensayando la aceptacidn de alanina en
las fracciones de la columna de BD-celulosa, eluyeron antes
que los de los Ala-tRNA correspondientes (Figura 26). E1 des-
plazamiento entre el tRNAAla (pico II) aminoacilado y deacila-
do, en la regién posterior de la gldndula, fue mayor que el
que se produjo entre ambas formas contenidas en el pico I.

F1 efecto de la aminoacilacidn fue aun mds significativo en

el tRNA obtenido de la regidn media de 1a gléndula. La reso-

lucién de los dos picos de aceptacion de alanina (tRNA?;a y

tRNA?;a Figura 25) contrasta notoriamente con el pico I, de

forma pobre y mds bien ancho, que contiene a las especies de

Ala-tRNART2
Cuando se fracciona tRNA de Halobacterium cutirubrum en

correspondientes.

BD-celulosa, se resuelven dos isoespecies isoaceptoras de fe-
nilalanina (257). Como lo observara Griffiths (257), la ami-
noacilacidén de una de estas isoespecies no produce un despla-
zamiento de la-posicidén de elucidn, lo que indica que la afi-
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nidad con la BD-celulosa depende de ambos, la naturaleza es-
tructural del tRNA per se y la del aminodcido.

Nuestros resultados sugieren que el aa-tRNA se distingue
configuracionaimente del tRNA deacilado y que no sélo la es-
terificacién del aminodcido, sino que también la naturaleza
de este G1timo determina (al menos en parte) la estructura de
que asume e] aa-tRNA.

Las investigaciones acerca de los posibles cambios estruc-
turales que podrian resultar de la aminoacilacidn del tRNA,
generaron una gran cantidad de resultados controvertidos, ya
que muchos de los métodos utilizados carecian de la sensibili-
dad necesaria para la deteccién de estos cambios (32, 49, 246,
263). Recientemente, Potts y col. (264) usando la dispersion
de luz de laser que puede informar acerca de la forma hidrodi-
nidmica y la carga electrostdtica de las macromoléculas, ademds
de la atmdésfera ib6nica asociada, demostraron que en efecto el
aa-tRNA y el tRNA deacilado, poseen diferentes configuraciones.

Otro aspecto.que se estudio a través de la presente tesis,
se relaciona con la biisqueda de los sitios del tRNA comprome-
tidos en la expresidn de un proceso que lo-involucra. La mul-
tiplicidad de actividades bioldgicas que requieren la partici-
pacién del tRNA, implican la interaccién de este iltimo con
una gran variedad de macromoléculas. Por haber sido la prime-
ra enzima relacionada a Ta actividad del tRNA que se descubrie-
ra, y mis aln, por su importancia para la fidelidad de 1a tra-
duccién del mensaje genético, el reconocimiento entre aminoacil-
tRNA sintetasas y tRNA, probablemente es el que ha sido mids
investigado (ver rev. en ref. 49, 94, 95).

La obtencidn del producto de la aminoacilacidn errdnea
mediada por Fen-tRNA sintetasa, permitid el examen de las ba-
ses moleculares del reconocimiento, entre una enzima reciente-
mente descubierta, la N-AcFen-tRNA hidrolasa y el sustrato de
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ella NﬂAcFen-tRNAFen. Aunque aun se desconoce la funcidn de

AFen en

esta enzima que hidroliza el residuo N-AcFen del tRN
levadura y Artemia salina (223, 232) su existencia promueve
particular interés ya que se sabe que N-AcFen-tRNA es el ini-

co aa-tRNA, que aparte del tRNA iniciador fisioldégico, es re-
conocido tanto por los factores de iniciacidn de procariontes |
como de eucariontes (265, 266}. Existen algunas evidencias

acerca de la acetilacidén de algunos aa-tRNA {267, 268). Colo-

ma y Heredia (225) plantean la posibilidad que 1a accidn de

esta hidrolasa se relacione al proceso de sintesis proteica.

Especificamente, esta enzima mantendria bajos los niveles in-
tracelulares de N-AcFen-itRNA, evitando asi interferencias con
el proceso de iniciacién. : |

Nuestros estudios demuestran que N—AcFen-tRNAFen de leva- ‘
dura, y N-AcFen-tRNAFen y N-AcFen-tRNA\{a1 ambos de E.coli son
hidrolizados por 1a N-AcFen-tRNA hidrolasa de Tevadura. Colo-
ma y Heredia (225) publicaron'recientemente que N—AcFen-tRNAFen
de E.coli era hidrolizado a una velocidad mucho més baja (25%)
que la que se observa con el sustrato homdlogo. Nosotros he-
mos' encontrado en forma consistente y repetitiva la misma ci-
nética de hidrélisis con N-AcFen-tRNAT®" tanto de E.coli como
de levadura, usando el extracto crudo y la preparacidn purifi-
cada de hidrolasa (189, 269). Aun cuando la peptidil-tRNA hi-
drolasa es una enzima diferente, es de interés mencionar que
ella no presenta especificidad de especies ya que el tRNA de
ambos, E.coli y levadura pueden ser usados para conformar su
sustrato (227).

Los resultados descritos en el capitulo segundo indican
que la N-AcFen-tRNA hidrolasa de levadura no presenta requeri-
mientos estrictos por una molécula de tRNA especifica, ya que
‘I:Rl'\hﬂx‘“'a.I de E.coli sirvié para configurar un sustrato adecuado

para la enzima, y sugieren que la base molecular que otorga

’
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especificidad a esta hidrolasa es el residuo N-AcFen esteri-
ficado a 1a ribosa de la adenosina 3' terminal de la molécula
de tRNA. Los tres tRNA utilizados para sintetizar los sustra-
tos que proveerian las caracteristicas requeridas para el son-
daje de las regiones implicadas en el reconocimiento de la en-
zima poseen algunas secuencias comunes. En efecto, como se
puede observar en la Figura 27, existen secuencias comunes en
el tallo y parte del asa D, fuera de la secuencia GTYCG amplia-
mente conservada en el asa TYC (44). La posibilidad que estas
secuencias fueran responsables del reconocimiento puede descar-
tarse ya que recientemente se ha encontrado que N—AcVaT-tRNAFen
no sirve de sustrato para esta hidrolasa (225).

ET estudio de 1a regulacion de los procesos biomolecula-
res reviste un interés muy especial ya que si- no se conoce
como se reguid un sistema bioldgico no se puede comprender
integralmente el mecanismo molecular que 1o rige. Numerosos
hailazgos han impiicado a las moléculas de tRNA en procesos
regulatorios de la expresidn génica (150, 156-169). Nuestros
estudios acerca del posible rol del tRNA en estos procesos se
realizaron en dos organismos con caracteristicas funcionales
muy particulares.

Un par de gidndulas (regién posterior) del gusanc de se-
da B.mori, estd formado por aproximadamente 1.000 células que
sintetizan cerca de 300 mg de fibroina durante la segunda mi-
tad del quinto estadio larval (233, 237). Cada célula contie-
ne cerca de 0,2 pg de DNA (233, 235) del cual alrededor de
0,0022% codifica para la fibrofna de la seda {235). Durante
el periodo de desarrollo el mRNA de la f1bro1na se acumula
hasta constituir un 1% del RNA celular (10 mo]eculas de
mRNA) {235). Puesto que el mRNA es estable (76) las molécu-
Tas de mRNA traducen 1015 moléculas de proteina en 4 dias
(235, 237) a una velocidad 60 veces superior a la de Ta sin-
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NAYY Ecoli

Estryctura primaria y secundaria de tRNAFe"

de levadura y E.coli y de tRNAY2T ge E.coli (44).
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tesis de albimina en higado de pollo (237). Para satisfacer
tan alta eficiencia, la célula tiene que contar con una pro-
gramacién de su poblacién de tRNA, tanto respecto a su sinte-
sis como a su utilizacidn, que responda adecuadamente a los
exigentes requerimientos de estas células tan especializadas.

Los resultados que se presentan en el capitulo tercero,
confirman 1a existencia de una adaptacién de la poblacidn de
tRNA durante el periodo secretor de fibroina, ya que no sdlo
se observa un claro enriquecimiento de algunas especies de
tRNA (Figura 16) sino que 1a naturaleza de éste conlleva ‘una
especializacidn a nivel de las isoespecies de tRNA comprome-
tidas en la sintesis de fibroina.

Nuestros estudios demuestran que la poblacidon de tRNAMe
estd sometida a profundos cambios durante el desarrollo de la
gldndula. La capacidad del tRNAI\fEt de amincacilarse y formi-
larse con enzimas de E.coli indican una similitud de este
tRNA con tRNA?et de E.coli. Ishizuka y col. (270) examinaron
péptidos nacientes de peptidil-tRNA aislado de la regién pos-
terior de glandulas de B.mori y demostraron que el residuc
N-terminal era metionina. Los resultados del capitulo terce-
ro que muestran el incremento preferencial del nivel de tRNATet
en la etapa en que ocurre exclusivamente sintesis de fibroina,
proteina que no contiene metionina (234), sugieren con bastan-
te claridad que tRNATEt seria el tRNA iniciador en B.mori,

La modulacién del nivel de esta iscespecie aceptora de metio-
nina, no s6lo reviste interés por la adaptacidén funcional (167)
a la que se encontraria sometida, sino que ademds por el hecho
de que aparentemente la etapa de iniciacidn de 1a sintesis po-
lipeptidica se encuentra sujeta a un control en células euca-
riontes (271, 272).

Daillie, Garel y colaboradores (273, 274) distinguen dos
grupos de tRNA en la regidn posterior de la glandula. Los

t




127.

tRNA que participan en la sintesis de fibroina y que se en-
cuentran en mixima concentracidén al 7-8° dia del quinto esta-
dio larval, y aquellos que no estdn implicades en la sintesis
de esta proteina y que alcanzan su miximo ai 4° dia del esta-
dio. Puesto que no hay evidencias de ampiificacidon de genes
de tRNA en la gldndula de B.mori (235, 240) los cambios selec-
tivos en la poblacién de tRNA podrian ser el resultado de una
accidén génica diferencial o alternativamente, de un mecanismo
selectivo a nivel post-transcripcional que pudiera actuar so-
bre la maduracién y procesamiento de los precursores de tRNA,
Varios laboratorios han investigado cuantitativamente
los cambios de.las especies de tRNA correspondientes a los
aminodcidos que componen 1a fibroina (237-240, 273, 274).
Nuestros resultados, aparte de confirmar la existencia
de una adaptacion de la poblacidn de tRNA, necesaria para
asegurar la mdxima eficiencia de la sintesis de la fibroina
de la seda, ponen en evidencia la compartimientalizacion del
tRNA asociada a la especializacidn morfo-funcional de las cé-
Tulas. En efecto, se detectaron notables diferencias en los
isoaceptores de tRNAAla en Tas dos regiones de Tla gldndula
del gusano de seda, la posterior y la media. La fibroina de
la seda (35% alanina, 43% glicina y 10% serina) (234) se sin-
tetiza exclusivamente en la parte posterior, mientras que la
sericina de la seda (6% alanina, 17% glicina y 37% serina)
(239) se produce en la regitn media de la gldandula. Llas es-
pecies predominantes de tRNAA]a, tRNAgla ¥ tRNAgla en propor-
cidén de 2:1, estdn presentes en la regidén posterior durante
el periodo de produccién de fibroina, en cambio en la region

media se encuentra solo tRNAgga.

Por otra parte, en la region
media existe una isoespecie, tRNA?ga que no estd presente en

| 1a parte posterior de la gldndula. En el tejido de cubierta
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de 1a larva {que contiene proteinas de composicién uniforme),
se encuentran todas las iscespecies de tRNAAIa a excepcidn de
tRNAQ;a (239). Aunque ambos tRNA';‘.la poseen el mismo antico-
dén IGC, difieren estructuralmente. Sprague y col. (58) de-
terminaron la secuencia de las isoespecies A]aZa y A'Ia2b de

la glandula de B.mori y encontraron que una de ellas contenia

U (o ¥) en Tugar de C en la posicién 40. Ya que no se conocen

modificaciones enzimdticas que conviertan C a U (o ¥) o vice-
versa, se estima que estas isocespecies se originan en distin-
tos genes y no son el producto de modificaciones post-trans-
cripcionales,

Fuera de la notable compartimientalizacidn que exhiben
las isoespecies de '(:RI\UJAMa de B.mori, se han descrito compar-
timientalizaciones intracelulares de componentes implicados
en la sintesis de proteinas. Gatica y col. (275) pudieron
determinar que una fraccidn importante de la Fen-tRNA sinte-
tasa presente en oocitos de anfibios, se encontraba en un
compartimiento celular al que no tenia acceso tRNA inyectado
exbdgenamente. Por otra parte, se sabe que en oocitos previ-
telogénicos el tRNA y RNA 5S se encuentran asociados princi-
palmente a dos proteinas constituyendo una particula de alma-
cenamiento que sedimenta a 42 S (276, 277) hasta que los conm-
ponentes, como el RMNA 55 sean requeridos para la biogénesis
de los ribosomas.

La presencia de tRNAg;a, exclusijvamente en el comparti-
miento donde se acumula la productién de fibroina, podria ex-
plicarse frente a los recientes hallazgos que evidencian el
efecto del contexto del coddén en la traduccidn del cddigo ge-
nético (150, 168, 169). No obstante que ellos no estdn aso-
ciados tan claramente a una compartimientalizacidn morfo-fun-

cional, se han descrito varios casos en que una isoespecie
determinada de tRNA es fundamental para optimizar la sintesis
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de una proteina en particular. Zilberstein y col. (278) en-
contraron que extractos de-c&lulas tratadas con interferdn
traducian en forma incompleta el mRNA de la globina, a menos
que se le suministrara una isoespecie de Leu-tRNA que se en-
contraba en baja cantidad. Guthrie y McClain (279) demostra-
ron que .una isoespecie de Ile-tRNA de T4 era imprescindible
para la traduccidon del mensaje viral en E.coli, aun cuando la
bacteria posee un tRNA capaz de reconocer el mismo coddn que
el tRNA de T4.

A1 parecer la dptima traduccidn del mensaje genético im-
plica un proceso mds compiejo que el simple apareamiento de
bases (84), las restricciones y libertades impuestas por Ta
base oscilante {85) y la lectura selectiva conocida como “"dos
de tres” propuesta por Lagerkvist (144).

La espectacular e histérica determinacidn de la secuen-
cia del primer genoma humano (mitocondrial) lograda por el
grupo de Cambridge (280) permitié detectar la existencia de
22 genes de tRNA. Aparte de Tas consideraciones que estable-
cen la evidente qu{ebra de 1a universalidad del codigo gené-
tico, el limitado nimero de especies de tRNA impone el uso de
reglas, o combinaciones de ellas, cuyo conocimiento serd fun-
damental para interpretar hallazgos que hasta ahora sb6lo se
han podido comprender parcialmente.

Los resultados que se presentan en el capitulo tercero,
incluyen estudios con un segundo organismo, cuyas caracteris-
ticas funcionales, afectadas exdgenamente, hacen de interés
determinar el rol de la expresion génica en la respuesta a
los cambios que se encuentra sometido. E1 pez Cyprinus carpio,

como otros ectotérmicos acudticos debe adecuar respuestas com-

pensatorias {adaptativas) frente a las variaciones estaciona-
les que sufre su habitat (241-244). Aunque parece evidente
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que la sintesis proteica estd implicada en el proceso de
adaptacién a temperatura, no estd claramente establecido si
su velocidad o extensidn aumenta en el verano como ha sido
sugerido por algunos autores (ver rev. en ref. 241).

' Se sabe que el hepatocito de la carpa exhibe considera-
bles cambios en la distribucidn de organelos asociados a la
sintesis de proteinas cuando se comparan los higados de ani-
males provenientes de verano e invierno. En los primeros,
1a citoarquitectura corresponde a una célula francamente ac-
tiva en sintesis proteica (241, 244, 246). Bouche (281) ob-
servd que durante el invierno el higado de 1a carpa presenta
menores niveles de RNA, rRNA y tRNA, y una poblacidn poliso-
mal que corresponde a un estado deprimido de la sintesis de
proteinas. En nuestro laboratorio Sdez (282), detectd una
mayor velocidad de sintesis de proteinas, usando hepatocitos
aislados de animales aclimatados a verano.

Consecuentemente, los resultados del capitulo tercero
que demuestran el aumento de los niveles intracelulares de
Val-tRNA, Ala-tRNA y Met-tRNA en los peces de invierno, po-
drian estar asociados a la disminucidén de 1a actividad de
sintesis macromolecular. De acuerdo a Litt y Weisser (283)
cuando un aminodcido no es utilizado en la sintesis de pro-
teinas, el tRNA correspondiente tenderd a acumularse total-
mente aminoacilado. Por el contrario, en respuesta a una
gran demanda, el estado estable de 1a aminoacilacidn tende-
rda a disminuir.

En el cerebro, a medida que procede 1a maduracién neu-
ronal, la sintesis de proteinas disminuye en un 70%, sin em-
bargo, la proporcidn de los aa-tRNA casi no varia (284). En
cambio, durante las etapas en que ocurre maxima sintesis, en
B.mori se han determinado incrementos en los niveles de tRNA

_aminoacilados con los aminodcidos que se requieren para 1la
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sintesis especifica de proteinas (238, 285). Lo mismo en
gliandula mamaria (286).

De acuerdo al conocimiento existente, no estéd claro co-
mo se relaciona el nivel intracelular de los aminoacil-tRNA
con la eficiencia de la sintesis de proteina. No obstante,
las diferencias de la poblacitn de aa-tRNA entre los dos es-
tados adaptativos de la carpa, sugieren la participacidn del
tRNA en los mecanismos que determinan la respuesta compensa-
toria.

Para conocer mis de esta respuesta compensatoria, hemos
comenzado a estudiar la mitocondria del hepatocito de la car-
pa. Se desea aislar el genoma mitocondrial y determinar si a
este nivel se pueden detectar cambios en la expresidn de los
genes de tRNA durante las variaciones estacicnales. De esta
manera, se podria obtener informacidn respecto al rol de 1la
expresidon génica en la respuesta compensatoria y conocer ade-
mi3s las caracteristicas moleculares de los tRNA mitocondria-
les, sean o no el producto de una expresidon diferencial. EIl
sistema recién mencionado, podria proveer ademds informacidn
acerca de la posible actividad reguladora de los tRNA o amino-
acii-tRNA sobre la expresidn génica.

Aparte de contribuir al conocimiento del tRNA con el di-
sefio de un nuevo procedimiento para purificar tRNA especificos
y de determinar las bases moleculares del reconocimiento entre
una enzima y el tRNA, los resultados gue se presentan en esta
tesis permiten asociar la participacidon de los tRNA al proceso - |
de expresibn génica durante diferenciacidn celular, desarrollo i
y adaptacién al medio ambiente en ectotermos euritermales y
reflejan l1a posibilidad que el tRNA juegue un rol en la regu-

lacién de la sintesis de macromoléculas.
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