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RESUMEN

Durante el desarrollo de este tesis se ha estudiadc la funcitn
del factor de elongacidn 1 de germen de trigo en la sintesis de protefnas,
as{ como las Interacciones de esta protefna con nucledtidos guanilicos vy
con aminoacil-tRNA .

El factor de elongacién 1 (EF1) de germen de trigo presenta di-
versas formas moleculares como se puede observar por filtracién en
gel o por gradientes de concentracifin de sacarosa. Existe una forma
de pesz molecular mayor gue 200.000 daltones y por lo menos tres for-
mas més livianas cuyos pesos moleculares son 83.000, 75.000 vy 63.000.
La fraccidn més liviana se purificd hasta homogeneidad pero, debide a
su gran labilidad, pierde gran parte de su actividad en la purificacién.

La fraccién més liviana de EF] presenta un sitio para unir GTP
y un sitio para unir el aminoacil-tRNA, Estudios de estabilidad de estos
sitios demuestran gue el sitio de unién de GTP as mucho més estable
gue el sitic de unién del aminoacil-tRNA,

EF1 forma un complejo estable con GTP. SfAlo cuando GTP se ha
unido a EF1, éste puede interactuar con el aminoacil-tRNA y formar un

complejo ternario (EF1: GTP : aminoacil-tRNA). Es posible aislar este
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complejo ternaria lo que no es factible con la mayor(a de los factores de
elongacidn de eucariontes.

EF1 también interactGa con nucleétidos guanflicos analogos al
GTP como GDP, GMP-PCP, ppGpp c con dinuclebttidos como ppGpC ©
pppGpC pern no interactda con GMP, cGMP, pGpC vy con derivados de
otras bases nuclecot{dicas.

La afinidad de EF1 por GDP es cuatro veces mayor gue por GTP,

a diferencia de lo que ocurre en Escherichia coli en que la constante de

afinidad de EFTu por GDP es 25 veces mayor que por GTP.

La forma de mayor peso molecular de EFl (EFIH) se disocia ori-
ginando una especie de bajo peso molecular (EFIL) en presencia de GTP
o de nucledsidos difosfatos anélogos del GTP como GDP o ppGpp. EFl @s
més inestable que EFlH pero presenta mayor afinidad por el amincacil-
tRNA. La concentracién de GTP necesaria para disociar la especie pe-
sada es mayor que la que se requiere para interactuar con EF1.

El complejo ternario (EF]1 : GTP : aa-tRNA) se aisld por colum-
nas de filtracion molecular y su cuantificacion se realizd empleando fil-
tros de nitrocelulosa. La unidn de GTP vy del aminoacil-tRNA a EFlL es
estequiométrica: se une una molécula de GTP y una de aminoacil-tRNA

por molécula de EF1,
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Existe cdiferente afinidad de (EF1 : GTP) por los distintos amino-
acil-tRNA : fenilalanil-tRNA tiene mayor afinicad que lisil-tRNA y éste
mayor que metionil-tRNAm por unirse a (EF : GTP).

El metionil-tRNA iniciador interact(a con (EF1 : GTP) pero for-
ma un complejo inestable que no se puede aislar por filtracién en gel.

EF1 no interact(a con tRNA o con aminoacil-tRNAs gue tengan
el grupo amino modificado como el N-acetil-aminoacil-tRNA.

Existen RNA virales de plantas que pueden esterificar enzimé-
ticamente un aminoécido en el extremo terminal 3'. Este extremo tiene
una secuencia -CCA como la del tRNA y una estructura similar a un
tRNA. Se midis la interaccion de EF1 con estos aminoacil-RNA virales
y se observA que forman un complejo tarnario (EF1: GTP : a@-RNA viral)
de propiedades semejantes al complejo con aminoacil-tRNA.

Se midid la actividad de EF] para catalizar la unién de aminoacil-
tRNA a los ribosnmas y para estimular la sintesis proteica en presencia
del factor de elongacién 2. Se nbserva que a pesar de que EF!L tiene
mayor afinidad por el aminoacil-tRNA gue EFIH, éste es més activo en
estimular la unifn del aminoacil-tRNA a los ribosomas, por 1o cual es ‘

posible que EF1 , actle catalfticamente en esta reaccién o que EFl sea

H L

deficiente en su interaccién con el ribosoma.




ABSTRACT

The function of wheat germ elongation factor 1 in protein
synthesis and the interactions of this protein with guanasine nucleotides
and aminoacyl-tRNA have been studied.

Elongation factar 1 (EF1) from wheat germ has multiple molecular
forms as seen by gel filtration and by sucrose concentration gradients.
One of the species observed has a molecular weight of over 200.000
daltons and there are at least three other species of molecular weights
83,000, 75,000 and 63,000. The lighter fraction has been purified to
homogeneity but because of its extreme lability, it looses nearly all
its activity upon purification.

The lighter form of EF1 has a site for GTP binding and a site for
the binding of aminoacyl-tRNA. Studies on the stability of these sites
show that the binding site for GTP is much more stable than the binding
site for the aminoacyl-tRNA.

EF] forms a stable complex with GTP. Only when EF1 has bound
GTP, it can interact with the aminoacyl-tRNA and form a ternary complex
(EF1 : GTP:aminoacyl-tRNA ), It has been possible ta isolate this termary
complex; this has not been passible with the majority of the other

eukaryotic elongation factors.
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EF1 also interacts with guanosine nucleotide analogs of GTP such
as GOP, GMP-PCP, ppGpp or with dinucleotides as ppGpC or pppGpC
but it does not interact with GMP, cGMP, pGpC or with derivatives of

other nuclectide bases.
The affinity constant of EF1 for GDP is four times higher than

for GTP in contrast to that which is observed in Escherichia coli where

the affinity constant of EFTu for GDP is 25 times higher than for GTP.

The heavy molecular weight farm of EF1 (EFIH) dissociates into
a lighter form (EFIL) in the presence of GTP or diphosphate nucleotide
analogs of GTP as GOP or ppGpp. EFlL is more unstable than EFlH but
presents a higher affinity for the aminoacyl-tRNA. The GTP concentration
necessary to dissociate the heavy form of EF1 is higher than the
concentration required to interact with EF1.

The ternary complex (EF1 : GTP : aa-tRNA) was isnlated by
molecular filtraticn columns and it was measured with a nitrocellulose
filter binding assay. The binding of GTP ancd aminoacyl-tRNA to EFIL is
stoichiometric: one GTP and one aminoacyl-tRNA molecule are bound
per EF1 melecule.

The binary complex (EF1: GTP) has different affinities for the

different aminoacyl-tRNAs: phenylalanyl-tRNA has a higher affinity for

(EF1 : GTP) than lysyl-tRNA and the latter interacts better than methionyl-
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tRNAm.
The initiator form of methionyl-tRNA interacts with (EF1: GTP)

but forms an unstable complex which cannct be isoleted by gel filtration.

EF1 does not interact with tRNA or with modified amincacyl-tRNAs

in its amino group as N-acetyl-aminoacyl-tRNA .

There exist some plant viral RNAs that can esterify enzymetically

an amino acid in the 3' terminus of the RNA., This enc has a 3' end
terminal secuence -CCA, as does tRNA and a structure similar to that
of tRNA.

The interaction of EF1 with these aminoacyl-tRNAs was measured
and we cbserved that it forms a ternary complex (EF1 : GTP : aa-viral
RNA) which has similar properties to the ternary complex with the
aminoacyl-tRNA,

The activity nf EF1 to catalize the binding of aminoacyl-tRNA to
ribosomes was measured as well as the activity to stimulate protein
synthesis in the presence of elongation factor 2. It can be seen that
although EFIL has higher affinity than EF1H to bind the aminoacyl-tRNA,
the latter is somewhat more active in stimulating the binding of amino-
acyl-tRNA to ribosomes; this fact suggests that EF1|_| acts in a catalytic
way in this reaction or that EF] s defective in its interaction with the

L

ribosome.
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INTRODUCCICN

Primeros Experimentos

Los primeros estudios sobre sintesis de prote{nas comenzaron &
realizarse en la década del 40, en que flotaban ideas como la de BEergman
(1) de que la sintesis proteica consistfa en una reversién de la protedli-
sis, o las de Lipmann (2) y Kalckar (3) gque hablaban de la existencia de
un Intermediario fosforilado como una via obligatoria entre el aminoécido
y la protefna. Sin embargo, pera precisar el fundamento del problema,
fue indispensable gque loe estudios sobre estructura de proteinas avanza-
ran significativamente, ya gue la infarmacién que se disponfa sobre esas
macromalécules era vaga y se relacionaba principalmente con su degrada-
cibn y con el metabolismo de los aminoécidos. En 1950, Sanger (4) en el
Simpasio de Cold Spring Harbor presentd la primera estructura primaria
de una protefna, la insulina. La complejidad de la molécula de insulina
dejd en claro gue el proceso biosintético necesario para conformar tales
moléculas deberfa ser necesariamente mucho més complejo vy especifico
que una mera reversion de la protedlisis (5).

Durante esos afios se realizaron los primeros estudios de incorpo-
racién de aminoécidos radiactivos empleando cortes de tejidos (6) o cé-
lulas enteres de E. cali (Zamecnik, Stephenson y Novelll, resultados

no publicados). Sin embargo, se realizaron numerosoe intentos para




obtener un sistema libre de células capaz de incorporar aminoécidos ra-
diactivos en protefnas y en 1951 Siekevitz y Zamecnik publicaron los pri-
meros resultados de incarporacion de 1t‘l::—-aalear'sina a protefnas en un sis-
tema de higado de rata (7,8).

Entre 1951 y 1955 se realizaron numerosos estudios empleando este
sistema con la técnica de romper suavemente el tejido y se logréd determi-
nar gque las incorporaciones de aminnécidos se efectuaban en una fraccion
microsomal gue sedimentaba a 105.000 x g, més especificamente en los
ribnsomas (9-11). Se vio en estos trabajos 1a necesidad indispensatle
de agregar ATP al sistema que incorpora los aminoécidos a protefnas, y
se postuld la idea de que se requerfa una enzime para estimular la entra-
da de cada aminoécido.

En 1955, Hoagland, haciendo una analogia con lo que habfa encaon-
trado Lipmann referente a la participacion de ATP en la formacian del
enlace peptfdico entre la f-alanina y el 4cido pentoténico, postuld que
los aminoécidos, previamente a la incorporacién en protefnas, sufrfan
una activacidn por ATP con liberacion de un pirofosfato inorgénico. El
mismo Hoagland encontrd experimentalmente que una fraccion enziméatica
de higado de rata que precipitaba a pH 5 catalizaba esta reaccidn (12,13).
La formacién de los aminoacil-adenilatos como intermedierios de la reac-
cién se confirmé con la sintesis de leucil-AMP efectuade por el grupo de

Novelli en 1956 (1&4).




Al afio siguiente, en el laboratorio de Zamecnik, Hoagland (15) y
simulténeamente Ogata y Nohara (16) descubrfan la transferencia del
aminoécido activado a un RNA, Sin embargo, fue Berg (17) gulen enfatizd
la idea de gue era una sola enzima la que cumplia la funcién de activacion
y transferencia del aminoécido al aceptor polinucleotidico.

En 1953, Wiatson y Crick (18) habfan propuesto su modelo para la
estructura del DNA. VYa desde 1947, con los experimentos de Avery (18)
sobre el DNA transformante v los de Beadle y Tatum (20) gque dieron base
a la idea "un gen = una enzima", se suponfa que la secuencia de los deoxi-
nucledtidos del DNA debfa ser 1a que determinaba la secuencia de amino-
&cidos de la protefna. Esta idea ya se aceptaba plenamente en 1951 después
de los estudios efectuados con mutaciones del DNA, infeccifn bacteriana,
conjugacién y recombinacién genética o transformacién con DNA libre,
todo lo cual producfe una modificacién en el fenotipo de la célula afectada.
Sin embargo, si como lo postulaba la teoria de Watson y Crick, las bases
del DNA estaban orientadas hacie el interior de la doble hélice, era poco
probable gue la sintesis proteica se efectuara directamente sobre el DNA,
Por otro lado, no se habfa detectado DNA en la fraccién microsomal. Es-
tos datos sugerfan la idea gque pudiera existir un intermediario gue trans-
mitiera la informacién contenida en la secuencia del DNA hasta el lugar

de sintesis de las protefnas. Ya se tenfa cierta evidencia respecto al




hecha de que el RNA podrfa transportar informacién genética, por estu-
dios realizados con el RNA del virus del mosaico del tabaco; la infeccian
de células huéspedes con RNA provocaba la sintesis de particulas virales
completas (21,22).

En este mismno perfodo se efectuaba un Simposio en Nueva York so-
bre la estructura de las protefnas, en gque Mpore dif 8 conocer 1a secuen-
cia de la ribonuclessa y los enlaces disGlfuro que en ella existen (23).
Conjuntamente con estos estudios, Anfinsen comenzaba a explicar 1a re-
lacién entre la estructura y l1a actividad de esta enzima (24).

Conjuntamente con este problema, se planted la disyuntiva de si la
sintesis de la protefna propiamente tal se realizaba uniendo los aminoéci-
dos secuencialmente o simulténeamente saobre un sitio catalftico preforma-
do o por medin de péptidos intermediarios que después se unfan entre si.
El problema se resolvid estudiando la entrada de aminoAcidos radiactivos
en protefnas en un sistema libre de células después de incubar con pulsos
de distintos tiempos. De esta misma manera, Dintzis determind un tiempo
después que la sintesis era secuencial y que comenzaba con el aminoécidn
amino terminal (25).

Alrededor de 1955 se observd la existencia de ciertas moléculas
de bajn pesn molecular que eran indispensables pare la sintesis de pro-

tefnas. El ATP puro no era capaz de estimular la sintesis del polipéptido




en un sistema previamente lavado en que se habian eliminado los compues-
tos de bajo peso molecular. Keller y Zamecnik (26) lograron determinar
gue se trataba de otro nucledtido, el GTP, que era el responsable de ac-
tivar el sistema. El GTP no era necesario para activar los amino&cidos
por lo gue deb{z necesitarse en etapas posteriores del proceso biosinté-
tico.

Hasta 1960 no se postuld l1a existencia del RNA mensajero (27,28).
Fue en ese afio cuanda el esquema de la sintesis proteica pudo bosquejar-
se en faorma més completa. No obstante, los estudios sobre el codigo
genético efectuados por Crick (29) y el descubrimienta hecho por Niren-
berg de que el polinucledtidn sintético poli U determinaba la sintesis de
polifenilalanina (30), facilitaron enormemente el camino para poder acla-
rar el problema.

En 1957 en el laboratorio de Zamecnik se nbservd por primera vez
que la adicién de un aminoécido radiactivo a un sistema libre de células
se traducfa en la unién de éste a un RNA de bajo peso molecular presente
en la fraceidn soluble, forméndose un aminoacil-tRNA (31). En el afio
siguiente, Hoagland presentd evidencias de que existfa un RNA soluble
como intermediario de la eintesis proteica.

En 1961, von Ehrenstein y Lipmann demostraban la universalidad
del codigo genético efectuando la sintesis de hemoglabina en un sistema

de reticulocitos de conejo a partir de aminoacil-tRNA de E. coll (32).




Alrededor de 1960 se observd por primera vez, en el laboratorio
de Lipmann, la existencia de un factor proteico gue estimulaba la trans-
ferencia de los grupcs aminoacilos & 1os ribosomas, y que esta protelna
era sensible a agentes que inactivan grupos sulfhidrilos (33,34). Con
la misma preparacitn enzimética se estimulaba por igual la transferencia
de diferentes aminoécidos, 1n que sugirif que la enzima de transferencia
era una sala (35). VYa el grupo de Schweet habfa empleado esta técnica
usando &cidn poliuridflico como RNA mensajero y fenilalanil-tRNA coma
(inica fuente de aminoéclidos (36,37).

También se logrd determinar en reticulocitos que durante la unifn
del aminoacil-tRNA a los ribosomas se producia la hidrlisis de GTF a
GDP y Pi. EnE. coli este mecanisma fue més diffcil de establecer (38,39).

A partir de estos datos, el conacimiento de las enzimas o factores
de transferencia avanzd rédpidamente. Se sabfa que la sintesis proteica
requerfa GTP, G5SH y factores proteicns solubles; al tratar de purificar
estos (ltimos se constatd gue existfan dos factores complementarios que
se aislaron en reticulocitos de conejo (40), en E. coli (41-43) y en hi-
gado de reta (44-46). Inicialmente se describieron dos factores de trans-
ferencia purificados parcialmente en Sephadex G-200 a partir de un sis-
tema de células sucarifticas (higado de rata), gque fueron llamados TF1

y TF2 (47,48). Sin embargn, los principales estudios realizados a partir




de las investigaciones de Allende y colaboradores fueron efectuados en
E. coli. En este sistema se describieron los factoree de transferencia
A y B que serfan més tarde denominados T vy G (43), Posteriormente se
encontré que el factar T tenfa dos actividades, ambas necesarias para la
sintesis de polifenilalanina vy fueron denominadas Tu y Ts,diferenciéndo-
las por su estabilidad (49,50). Tuy Ts existen en forma de un complejo
que se disacia en presencia de GTP, formé&ndase el complejo binario
(Tu:GTP) y liberéndose Ts (51).

A enntinuacifn se aislaron los factores de transferencia de Baci-

llus stearotermophilus (52) y de extracto de levadura (53,54).

Los factores de transferencia, actualmente llamados factores de
elongacién, han sido obtenidos en forma cristalina a partir de células
de E. coli (55,56).

Arlinghaus y colabaradores (39), trabajando en preparaciones cde
reticulocitos, separaron las reacciones de la sintesis de protefna en 2
gtapas: a) la unién del aminoacil-tRNA a los ribosomas, que requiere un
factor de transferencia y GTP y, b) la farmacifn del enlace pept{dico
que requiere el segundo factor de transferencia.

Simulténeamente a los experimentos de Schweet, se vio en E. coli
que se podfa realizar una unifn no enzimética del aminoacil-tRNA a los

ribnsomas, que ocurrfa a temperaturas relativamente bajas y que requeria




altas concentraciones de MQH (L2, 57-59).

En 1964, los estudios de la unidn de aminoacil-tRNA a ribosomas
empleando tripletes especificos para cada aminoécido, realizados por
Nirenberg y Leder (60) ayudaron enormemente en el estudio de los fac-
tores de transferencia ya que sistematizaron el ensayo para medir su
actividad. Mediante esta téenica unfan un aminoacil-tRNA a ribosomas en
presencia del triplete correspondiente sin necesidad de formar enlaces
peptfdicos por lo que sblo era necesaria la intervencian del factor de

transferencia EFTu o de altas concentraciones de Mg++.

Funcién de los factores de elongacian EFT y EFG de E. coll en la sintesis

Emteica

Los factores de elongacién EFTu y EFTs de E. coli forman un com-
plejo (EFTu : Ts) que se encuentra en la fraccidn citoplasmética soluble.
En presencia de GTR y aminoacil-tRNA, EFTu forma un complejo ternario
(EFTu : GTP : aa-tRNA). A partir de este complejo se produce la entra-
da del aminnacil-tRNA a los ribosomas (B81), de modo que el complejo ter-
nario es un intermediario en la reaccién de unién del aminoacil-tRNA a
lne ribosomas (62,63).

Cuando EFTu forma parte del complejo ternario no tiene afinidad

por GDP ni por EFTs (62, 64-67).




El GTP permanece intacts durante la formacion del complejo terna-
rin (52,65); sin embarga, al transferir el aminoacil-tRNA a les riboso-
mas, se hidraliza en GDP y Pi (68,69). Es decir, el factor de elongacian
reconoce un sitio ribosomal (probablemente las protefnas ribosomales

L,y L . coma se veré més adelante), stlo cuando esté unido a GTP. Si

T 12
el nuclebtida unido a EFTu es GDP u otro anélogo del GTP, el factor pler-
de su especificidad para unirse al ribosoma.

La hidrélisis de este GTP es necesaria para que el aminoécido pue-
da formar el enlace pept{dico con el aminoécido precedente (68,70).

Una vez que el aminoacil-tRNA se ha transferido al ribosoma, el
GTP se hidroliza v se libera el factor de elongacitn unido a GDP (71).
El factor Tu se desprende del GDP por accifn catalitica del factor Ts (72,
73).

El esguema total seria el siguiente:

(EFTu : GDP) + EFTg —— EF (Tu-Ts) + GDP
EF (Tu - Ts) + GTP + aa-tRNA — (2a-tRNA : EFTu: GTP) + EFTs

(aa-tRNA : EFTu : GTP) r'inb:_ﬁ__m_) (aa-tRNA : mRNA : ribosoma) +

+ (EFTu: GDP) + Pi

La especificidad de la interaccién del factor de elongacion con el

aminoacil-tRNA gs bastante alta ya que EFTu no interactda con tRNA




desaciladn o con aminoacil-tRNAs que tengan el grupo amino del aminoé-
cido blogueado, como por ejempla, el N-acetil-aminoacil-tRNA o formil-

metionil-tRNA (65,66,74,75).

Esquema general de la sintesis proteica en procariontes

La iniciacién de la sintesis de la cadena polipeptidica se efectla
mediante la formacion de un complejo entre el formil-metionil-tRNA, la
subunidad ribosomal 308 y el triplete AUG del RNA mensajero, con la
intervencidn de 3 factores de iniciacién: IF3, que estimula la union del
RNA mensajerc a la subunidad ribosomal 308 (76); IF2Z e IF1 que unen
el formil-met-tRNA al complejo (ribosoma (308) : mRNA) (IF1 se une al
complejo sélo en presencia de IF2, GTPy formil-met-tRNA ) (76) (Esque-
ma I).

La elongacién de la cadena peptidica en bacterias se efectla por
la accian sucesiva de los factores de elongacitn EFT (EFTu + EFTs), que
estimula la unién del aminoacil-tRNA a los ribosomas; la peptidil trans-
ferasa, que cataliza la formacién del enlace pept{dico con el aminoécido
precedente, vy el factor de elongacidn EFG o translocasa, cuya funcién
es efectuar un movimientn del mRNA-peptidil-tRNA dentro del ribosoma,
de modo de permitir que el ribosoma interactée con un nuevo codan del

mRNA (77).

10




La interaccién de los factores de elongacién con el ribosoma es
competitiva, de modo que la unién de EFG no se produce hasta no haberse
liberado EFTu; de estos datos se ha concluido que los factores de elon-
gaciAn se unen al misma sitio ribosomal o @ protefnas de funcion super-
puesta entre s{, Estudios de estructuray funcién de protefnas ribosoma-
les han demostrado que las protefnas acfdicas L,7 y le de la subunidad
505 del ribosoma estén involucradas en las funciones de estos factores
snbre el riboscma (78-81).

La terminacitn de la sintesis de la cadena proteica se produce por
una liberacién del polipéptido una vez que se ha llegado & un triplete sin
sentido en el RNA mensajero; en esta reaccitn participan dos factores

de terminacién: el factor R, que actla cuando se traducen los tripletes

1

UAA y UAG y R, que estimula la terminacitn frente a los tripletes UAA

2
y UGA. Se ha descrito ademés la participacién de un factor S que esti-

mula la velocidad de liberacitn de la protefna, disminuyendo la Hm para

los trinucledtidos terminales pero no la Uméx; podrfa ser que estimula-
ra la unién del coddn sin sentido més que la hidrélisis del peptidil-tRNA

(82).

En el esquema I se cbserva un resumen de l0s procesos gue ocu-

rren en la sintesis proteica.

11
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Otras funciones del factar de elongacidn Tu

La enzima OB replicasa, enzima gque duplica el RNA del bacterif-
fago OB estd formada por 4 subunidades diferentes, 3 de las cuales estén
codificadas por el gencma de la bacteria y una es especifica para el virus.
Se ha observado recientemente que dos de las subunidades son idénticas
a los factores de elongacién Tuy Ts de E. coli en cuantc a migracion
electrafarética, secuencia parcial de aminnécidos, presentan reacciones
antigénicas cruzadas y tienen igual actividad frente a GTP y GDP (83).
La funcién de estas protefnas como subunidades de la replicasa del fago
QB no se conoce pero podria esperarse gue facilitara la interaccifn del
aminoacil-tRNA con el RNA viral. Por otro lado se ha visto que el extre-
mo 3' terminel del fago OB tiene una secuencia semejante a la de un tRNA
(84) comn ocurre en los RNA de virus de plantas, aungue en el casn del
RNA de (B, no ha sido posible incorporar un aminoécide al extremo ter-

minal 3'.

Se ha descrito, ademés, una posible interaccion de la RNA polime-
rasa de E. coli con el factor de elongacidn EF(Tu - Ts)(85) ya que se
observé que el factar Tu se encontraba presente junto a las fracciones de
la RNA polimerasa durante su purificacién, eluyendo embas actividades
siempre juntas; se vio ademés, gue la actividad de la RNA polimerasa es

inhibida por ppGpp. Este nucledtido anélogo del GTP se une al factor de

13




elongacisn EFTu (B83) compitiendo con el GTP y de este modo inhibirfa la
actividad de EFTu para estimular la unidn del aminoacil-tRNA a los ribo-
somas. El hecho de que el ppGpp inhiba la actividad de la RNA polimera-
sa, llevh a pensar a estos autores que EFTu y EFTs tuviesen algun rol en
la sfntesls in vitrode RNA (86,87). Sin embargo estos datos de la in-
fluencia de EFTuTs en la actividad de la RNA polimerasa no han sido con-

firmados por otros autores.

Factores de elongacidn en eucariontes

A pesar de gue una de los primeros estudios sobre factores de
elongacién fue hecho en reticulocitos (36), actualmente se sabe mucho
menns de los factores de elongacidn de células eucarifticas que de célu-

las procaribticas.

En sucariontes se han alslado dos factores de elongaciton que serfan
equivalentes a los descritos en E. coli : EF] semefente a EFT y EF2 corres-
pondiente a EFG,

Se han aislado preparaciones con propiedades similares a EFT en
cerebro de ternera (88), en higado de rata (48,89,90), en reticulocitos
de conejo (91) y en levadura (92); en germen de trigo, el factor de elon-
gacifn ha sido estudiado en nuestro laboratorio (75, 93-96) y por Legocki

y Marcus (97,98).
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El factor EF1 fue purificado hasta homogeneidad en reticulocitos de
conejo (31); en este sistema EFI presenta un peso molecular de 186.000
daltones; en urea 8 M se disocia en 3 subunidades en gque la subunidad
de peso molecular 62.000 es inactiva para unir aminoacil-tRNA ; la forma
activa de EF1 puede contener 2, 3 o 4 subunidades.

Como se veré més adelante, en germen cde trigo EF1 presenta diver-
sas formas moleculares (96); lo misma se ha observado en cerebro de
ternera (99).

Debido a gue el factar EF1 es muy 14bil, gueda aproximadamente un
10 % de la actividad orioinal después de purificarlo. Esto ha retardado

su estudio en células eucaridticas.

Funcibn de EFl en la sintesis proteica

EF] de reticulocitos farma un complejo binario estable con GTR,
aparentemente mas estable gue el complejo formacdo entre EF1 y GDP (100).

El complejo ternario (EF1 : GTP : aa-tRNA) no ha sido posible ais-
larlo en higadn de rata ni en reticulocitos de conejo (100). Sin embargo,
se puede aislar de germen de trigo (75) y de levadura (92) por 1o que
ostos sistemas san Ideales para el estudio de esta etapa de l1a sintesis
proteica en eucariontes.

Los factores de elongacién y todos los componentes gue participan
en la sintesis de protefnas en plantas han sido en general muy poco estu-

diaclos.
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Estucdins efectuacdns en esta Tesis

Durante el desarrollo de esta tesis se han estudiado las propieda-
des y purificacian del factor de glongacién | de germen de trigo y se ha
observado que, a diferencia de lo gque ocurre en E. coli, EF] presenta
maltiples formas moleculares capaces de disociarse por accion de GTP,
lo que posiblemente padrfa representar un mecanisma de regulacién de la
sfntesis proteica a nivel de la traduccion en eucariontes. Se veré, ade-
més, gue aparentemente en células superiores no existe el factor de elon-
gacidn EFTs que tiene una funcitn catalitica de disociar el complejo bina-
rin (EFTu : GTP) en las células bacterianas. Es probable que esta acti-
yidad no se necesite en células superiores ya gue, como se veré, la afi-
nidad de EF] cde trigo por GDP es poco mayor que por GTP, contrariamente
a lo que ocurre en E. coli.

Se ha estuciaco la interaccion de EF1 con GTP y la especificidad de
esta interaccibn empleandn nuclebtidos andlogos al GTP. Los requerimien-
tns para GTP en la sfntesis proteica son més especificos gque los requeri-
mientos de nucledtidos para catalizar las reacciones previas como la for-
macifn del complejo binario (EF1 : GTP), del complejo ternario
(EF]1 : GTP : aa-tRNA) o la unién del aminoacil-tRNA a los ribosomas.

Se ha efectuado ademés un estudio de la farmacion del complejo

ternario gue se forma entre el factor de elongacion 1, GTP y el aminoacil-
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-tRNA en una ctapa previa a la entrega del aminoacil-tRNA a los riboso-
mas. El sistema de germen de trigo es un sistema ideal para estudiar
este complejn ternarin en eucariontes ya gque en la mayerfa de los siste-~
mas de células superiores no ha sido posible alslarlo. Se estudia la espe-
cificidad de EF1 para reaccionar con el aminoacil-tRNA y su capacidad
para Interactuar con distintos aminoacil-tRNAs, as{ como su afinidad
frente a RNA virales gue llevan un aminoécido en su extremo 35

Se analizf la capacidad de las distintas formas moleculares de EF1
para formar el complejo ternario (EF1 : GTP : aa-tRNA) y para estimular
la unidn del aminoacil-tRNA a los ribosomas.

El hecho de que EF1 interactle con aminoacil-tRNAs tiene une Im-
portancia acdicional debido @ que es una de las protefnas que reconacen
écidos nucleicos. En general, todo el mecanismo relacicnado con la in-
formacidn gque va del DNA hacia la traduccion de la protefna esté contro-
lado por interacciones entre écidas nuclelcos y protefnas,

Hay algunas interacciones poco especificas como las de poliaminas
o de polipéptidos con &cidos nucleicos v, en menor grado, las interaccio-
nes entre las histonas v el DNA; en estas asociaciones se observa poca
diferencia entre las constantes de afinidad de la molécula peptfdica y dis-
tintas regiones de los &cidos nucleicos. En cambio existen otras interac-

ciones muy especificas en gue la protefna reconoce una secuencia
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nucleot{dica o una estructura terciaria determinada en el Acido nucleico;
en la interaccién entre protefnas con el DNA se ha encontrado que existen
secuencias gue presentan simetrfa vy son las regiones en que la protefna
reconocerfa e interactuarfa con el DNA; en el caso de protefnas que
interact(an con el tRNA (aminoacil-tRNA ligasaes, factores de elongacién,
protefnas ribnsomales), se reconoce ya sea una secuencia especifica

en el tRNA o una estructura terciaria de la molécula de écido nucleico.

En todns estos casos, la constante de afinidad de la unién entre la pro-

tefna vy el écido nucleico es muy alta.
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METODGS

Preparacifn de enzimas y riboscmas de germen de trigo

Durante la realizacién de los trabajos presentados en esta tesis
se ha empleacdo el germen de trigo ya sea preparaco & partir de cepas
genéticamente puras de Triticum durum (INDAP, Chile), mediante el pro-
cedimientn de Johnston y Stern (101) o germen ce trigo comercial propor=-
cionaco por el Mnlino La Estampa, Santiago, Chile.

El germen se muele en mortero con arena y una solucidn de sacarao-
sa 500 mM, Tris-HCl1 50 mM pH 7,5, MgElz 10 mM, KCI1 25 mM y 2-mer-
captnetanol 5 mM, Este homogenizado se filtra par gasa y se centrifuga
a 28.000 x g durante 20 minutos. La solucidn sobrenadante filtrada por
lana de vidrio se centrifuga & 105.000 x g durante 2 horas. El sobrenadan-
te de esta centrifugacifn contiene los factores de elongacifn y el precipi-

taca contiene los ribosomas de germen de trigo.

Purificacién de los factores ce elongacifn EF1 y EF2 de germen de trigo

La fraccitn sobrenadante de 105.000 x g se precipita entre 40 y 80%
de saturacién con sulfato de amonio. En este estado los factores de elon-
gaciAn son estables durante varias semanas guardacos a -20°.

Para una posterior purificacidn la fraccitn preclpitada con sulfato
de amonia se disuelve en solucidn Tris-HC1 20 mM pH 7,5, 2-mercapto-

gtanal 2 mM, se dializa contra la misma solucion durante una noche y se
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snmete a una cromatograffa en DEAE celulosa equilibrada en Tris-HCI
20 mM pH 7,5, KC1 150 mM, MQBIZ 2 mM y 2-mercaptogtanol 2 mM. Las
fracciones activas en unir GTP se precipitan entre Dy B0%ce saturacifn
con sulfato de amonio. Esta fraccién se recromatografia previa diélisis
en DEAE celulosa equilibrada con solucidn Tris-HC1 20 mM pH 7,5,
M;]IZZI2 2 mM y 2-mercaptoetanol 2 mM y se eluye con una gradiente lineal
de KCI entre 0 y 200 mM, disuelto en la misma solucidn de equilibrio de
la columna.

De esta cromatograffa se obtienen dos formas de EF1 de distinto
peso molecular, ambas con capacidacd para unir 3H-GTF‘.

La forma mas liviana, oue eluye primerno, se ha purificado mediante
cromatngraffa en columna de fosfocelulosa equilibrada con solucidn Tris-
HCl1 20 mM pH 8,0, Mgl'_':lz 2 mM y 2-merceptoetanol 2 mM y se eluye
con KC1 150 mM disuelto en la misma solucién de equilibrio. Las fraccio-
nes con actividad de union de 3H—GTF’ se precipitaron entre 0 y 80 % de
saturacitn con sulfato de amanio vy se filtraron por una columna de Bio-Gel
P-150 (1,5 x 50 em), obteniéndose el factor EF1 puro a juzgar por una
electroforesis en gel de poliacrilamina al 8 %, pH 8,3 corrida durante 3
horas con una intensidad de & mA por gel donde se observa una sola banda.

El factor ce elongacidn 2 de trigo se eluye de la columna de DEAE
celulosa con una concentracién de KC1 0,3 M. No se continud su purifi-

cacifn posterior.
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Lavaric de ribosomas de germen de trigo

Los ribosomas se lavan con una solucidn de alta fuerza iAdnica que
contiene NH4C1 500 mM, Tris-HC1 50 mM pH 7,5, th;;lZ'}l:2 10 mM vy 2-mer-
cantoetanol 5 mM, se centrifugan 2 horas a 105.000 x g v el precipitado
se resuspence en la soluclion de homogenizacién y se centrifuga en la mis-
ma solucién curante 2 horas a 105.000 x g. Los ribosomas se guardan

congelados, resuspendicos en esta solucién, en una concentracion de

500 UAZGU par ml.

Preparacifn de tRNA de germen de trigo

El tRNA ce germen de trigo se prepara como se describe en el ar-
t{culo de Allende (93) a partir de germen de trigo comercial; con 600 g

de germen cde trigo se obtienen aproximadamente 500 mg ce tRNA .

Aminoacilacidn cde tRNA

La unién del aminoécido al tRNA se realizd bésicamente siguiendo
el procedimiento descrito por von Ehrenstein y Lipmann (32). Se incuba
tRNA (2 mg/ml de incubacién) con el aminoécido radiactivo (con o sin los
19 aminoécidos restantes frios) en concentracién de 2,5 x 10-5 M en
presencia de la aminoacil-tRNA sintetasa. El mecio de incubacion con-
tiene Tris-HC1 100 mM pH 7,5, l""lgCl2 10 mM, ATP 5 mM y GSH & mM.
La reaccifn se incuba durante 20 minutos a 37°, se detiene por acicién

de acetato de potasio 2 % final pH 5,0 y un volumen de fenol cestilaco,

21




saturaco con agua. Se agita y se centrifuga 15 minutos a 12,000 x g. El

Q
anbrenadante se reextrae con fenol y se precipita con gtanol a =20 duran-
te més ce 2 horas. El precipitado se disuelve en acetato de socino

5x 10> MpH 5,0 v se guarca a -20°,

Ensayo para la formacin del complejo binario (EF1 : GTP)

El complejo (EF1 : GTP) se forma por incubacién del factor de elon-
gacidn y GTP en presencia de Tris-HC1 I0 mM pH 7,5, NH&CI 50 mM,
Mg(:l2 10 mM y 2-mercaptoetanal 5 mM durante 5 minutos a Uo . La reac-
cién se cetiene por una cilucidn de 15 veces con solucidn Tris-HCI 10 mM
10 mM y 2-mercaptoetanal 1 mM también

pH 7,5, NH, Cl 50 mM, MgCl

4 2

a Da.

El factor de elongacién EF1 tiene la propiedad de ser retenido en
filtros de nitrocelulosa (102). Debido a esto el complejo bimario se de-
tecta y se cuantifica facilmente empleanco GTP raciactivo, filtréndolo en
filtros ce nitrocelulosa y contando la radiactividad de los filtros en un
sistema ce centellen, en 5 ml de solucian de tolueno con Omnifluor (4 g/1).

La eficiencla del contador es de 85 % para lht: y 15 % para 3H.

Deteccién cel complejo ternario (EF1 : GTP : ae-tRNA) en filtros de

nitrocelulosa

El complejo (EF1 : GTP : aa-tRNA) se forma per incubacion de fac-

tor EF1 con GTP y aa-tRNA en presencia de Tris-HC1 10 MM pH 7,5,
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MgCl,, 10 mM, NH C1 50 mMy 2-mercaptoetanol 5 mM, durante 5 minu-

2 4
tos a 0°. La reaccién se detiene por una dilucién del medio de reaccifn
de 15 veces tal como se efectud para el complejo (EF1 : GTP). Sin em-
bargo, el complejo ternario, a diferencia del complejo binario, no es re=~
tenido en filtros de nitrocelulosa por lo que su cuantificacidn se hace por
disminucién de las cuantas de GTP radiactivo retenido en los filtros., A
mayor concentracion de aminoacil-tRNA hay menor cantidad cde cpm e

(EF1 : 3H—GTF’) retenicos en el filtro. Dichos filtros se secan y se cuen=

tan en un sistema de centelleo.

Aislamienta del complejo (EFEGTP: aa-tRNA) en columnas de filtracidn

molecular
El complejo ternario se puede aislar en columnas de Sephadex
G-200 o Bin-Gel P-150 equilibrada con cacodilato de sodin 50 mM pH 7,0,

NHQCI 100 mM, MgCl,, 10 mM, ditiotreitol 1 mM vy GTP 75 uM. Para ello

2
se incuba el factor EF1 con 100 pmoles de aa-tRNA y GTP 0,15 mM en pre-
sencia ce cacodilata de sodio 50 mM pH 7,0, NHL}CI 50 mM, MgE:l2 10
mM y citiotreitol (DTT) 1 mM durante 10 minutos a DO, se coloca en la
columna y se eluye con una solucidn que contenga la misma concentracién
de sales y del tampdn cacodilata.

Las fracciones ce la columna se precipitan con TCA frioal 5 %

para cetectar la elucifn del aminoacil-tRNA, se filtran en filtros cde
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lana de vidrio y se cuentan en un sistema de centelleo. La aparicion de
radiactivicad en fracclones que eluyen antes del aminnacil-tRNA libre

es una mecida de la formacion del complejo ternmario.

Unién cde aminoacil-tRNA a ribnsomas

La unién ce fenilalanil-tRNA a ribosomas se realiza por incubacifn
a 20° durante 20 minutos, ce una mezcla de 0,1 ml gue contiene Tris-HCI
20 mM pH 7,5, NHQEI 100 mM, Mgl:.’.l2 7,5 mM, DTT 10 mM, GTP 0,5 mM,
40 ug ce poli U, entre 2 y 3 unidaces AZEU ce ribosomas de trigo y entre
10 y 15 pmoles de th-fEﬂllElEnil-tRNF\ (ae 100 mCi/mmol). La reaccién
se cetiene por una cilucién de 30 veces con solucidn fria de Tris-HCI
20 mM pH 7,5, NH&EI 100 mM y Mt_:}t?;l2 7,5 mM y se filtra inmediatamen-
te a través de filtros de nitrocelulosa. El filtro se seca y se cuenta en

un sistema ce centelleo.

Polimerizacidn de fenilalanina a partir de fenilalanil-tRNA en presencia

de poli U y de ribosomas

La sintesis de polifenilalanina se realiza por incubacidn durante
15 minutos a 379 de una mezcla ce 0,1 ml que contiene: Tris-HCI! 20 mM

pH 7,5, NH, C1 100 mM, I\f'll_:gl.:l2 8 mM, DTT 1| mM, GTP 0,5 mM, 5 ug de

A
creatin fosfoguinasa, creatin fosfato 5 mM, GSH 2 mM, 40 ug de poli U,
entre 2 y 3 unicdacdes AZSU de ribosomas de germen de trigo lavados y al-

rededor de 15 pmoles de lL’l’.".-l"enilal.\imil-tRNIil'\ (ae 100 mLi/mmaol). La

2L




reaccidn se cetiene por precipitacién con 5 ml de TCA frinal 5%y se
filtra e través ce filtros de fibra de vidrio Whatman GF/A. Los filtros

se secan y se cuentan en un sistema de centelleo.

Anélisis del factor de elongacién de germen de trigo en oradientes de

concentracion de sacarnsa

Las dos formas del factor de elongacitn, EF1 liviana y EF1 pesada,
se separan mecdiante una centrifugacifn de 18 horas a 37.000 rpm en gra-
ciente lineal de sacarosa; caca gradiente contiene 5 ml de solucitn; se
centrifuga en el rotor SW 39.

La concentracifn de sacarosa empleada va e 5 a 20 % cisuelta en
golucién Tris-HC1 10 MM pH 7,5, NHqu 50 mM, Mgli‘.l:2 10 MMy DTT ImM.
En aguellos casos en que se indica, se agregaron cistintos nucletticos
a 1o largo de toda la gradiente en concentracidn de 5 x 107" M.

Se recngen de 23 a 25 fracciones ce 6 gotas cada una y se analiza
la actividad ce EF] por retencién de 314~GTP en filtros de nitrocelulosa

como se describid anteriormente.

Deteccibtn de lipidos por croma@graffa en capa fina (103)

La solucién del factor EF1 (2,46 mg/ml) se dializd durante la nache
contra & litros ce agua bidestilade; posteriormente se llevd a8 sequedad
por liofilizacién. El residuo se cisolvid en 1 ml de HC1 6 N y se mantuvo

O
durante una noche a 104 en una ampolla cerrada, después de lo cual se
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liofiliz4 nuevamente a sequedad.

El residuo se disolvié en cloroformo:metanol = ik,

Las placas (de 250 p ce espesor) se prepararon con una suspen-
sidn ce 10 g cde sflica gel HF en 25 ml de agua y se guarcaron a tempera-
tura ambiente. Antes ce usarlas se activaron por calentamientn durante
45 minutas a 160°.

La cémara cromatogréafica se saturd con butanol :4cido acético:
agua = 3 : 1 : | con papel filtro interior para asegurar una saturacion
total; se colocaron las muestras y se corrieron con la misma mezcla.

Las placas se revelaron con vapares de Iz y con una solucién de

dicromata ce potasio en HZSDL}.

Fraccionamiento ce metionil-tRNA en columna ce DEAE-celulosa benzoi-

laca

El fraccionamiento de 3H-met-tRNA se realizé en una columna de
DEAE celulosa benzoilada segln la técnica descrita por Tener (104)
(1,5 x 35 cm) equilibrada con golucidn de acetato de sodio 10 mM, pH

5,2, MgCl, 10 mM, 2-mercaptoetanol 0,5 mM y NaCl 400 mM y se eluyd

2
con una gradiente lineal de NaCl entre 0,4 My 1 M, disuelto en la misma
solucién (con 400 ml en cada cédmara). Se analizan al{cuotas de las frac-

ciones de la columna por precipitacién con 5 ml de TCA frinal 5 % o se

cuentan cirectamente en solucién de Bray (105).
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Farmilacidn de metionil-tRNA

La formilacién del metionil-tRNA se realizd tal coma 1o describen
Dickerman y Weissbach (106), empleando como fuente ce la enzima trans-
tormilasa un sobrenadante e 105,000 x g ce E. colitrataca previamente
con protamina para gliminar los &cicos nucleicos. El grupo formilo ra-

510

diactivo proviene del N7’ rnetaniI-MB-tetrahIdmfolatm; gste compues-

to se empled con una actividad especifica de 28 mCi/mmol.

Extraccion ce RNA viral

La suspensidn del virus TYMV o TMV (cdonacidn de los Dres. L.
Bosch ce Leiden y H. Mundry de Tiibingen) se adiciona ce igual volumen
de fenol al 90 % y se agita a Intervalos durante 5 minutos en frio. Se cen-
trifuga a 10.000 x g durante 5 minutos y se separa la fase acuosa. La
fase fendlica se reextrae con el mismo volumen de cacacilato ce socio
0,01 MpH 6,0. Se extrae el restn de fenol de las 2 fases acuosas juntas
con &ter 3 veces consecutivas; el éter se evapora con vacio v el RNA
viral se precipita con 2,5 volimenes ce etanol a -ZCIO agregando previa-
mente 0,1 volumen de acetsto ce potasio 20 % pH 5,0. Se deja durante la
noche 8 -200 y el RNA se centrifuga 15 minutos a 12.000 x g. El RNA se

cisuelve en cacodilato de sodin 0,01 M pH 6,0 vy se guarcda a -2[]0.
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Aminoacilacién del RNA viral (107)

La psterificacién del RNA de TYMV con valina o del TMV con his-
ticiina se realizd incubando Tris-HC1 50 mM pH 7,5, Mgl::l2 5 mM, 2-mer-
captoetanal 5 mM, ATP 5 mM, 1a 2,5 mg/ml ce aminoacil-tRNA sintetasa
ce E. coli o de levadura parcialmente purificaca, 1 x 10-5 M de e his-
ticina (ae 45 mCi/mmol) o de lLﬁ[‘.‘--walina (ae 100 mCi/mmal) y 250 pmoles
por ml de RNA de TMV o de TYMV. La incubacidn se efectud durante 30
minutos a 35(J y la reaccibn se detuvo por acicion del mismo volumen de
fenol. La fraccién acuosa que contiene el aa-RNA se separt por centri-
fugacibn a 10.000 x g. El RNA aminoacilado se purifica tal como se des-
cribe para el aminoacil-tRNA, precipitando varias veces la fraccién

acupsa con etanol a —20".

Farmacién cel complejo ternario (EF1 : GTP @ aa-RNA viral)

El complejo (EF1 : GTP : aa~-RNA viral) se form6 por incubacién

6 M (ae 1000 mCi/mmal) y distintas

de 50 ug ce EF1 con >H-GTP 2,5 x 10°
canticades ce aa-RNA viral en 0,2 ml durante 5 minutos & 0% . Se mice
igual como se describe para la formacién del complejo (EF1 : GTP : aa-

tRNA) en filtros de nitrocelulosa.

Analigis cel aminoacil-RNA viral proveniente del complejo ternario

El aa-RNA viral se incubd con 3!--I-ETF‘ y EF1 ce germen de trigo en

cantidades limitantes como se ha descrita, de moco que todo el

28




aminnacil RNA viral presente esté formando parte del complejo ternario.
El complejn se pasa por filtro vy se recoge el filtraco. Para el anélisis
cel aa-RNA viral, el complejo ternario se trata con cimetil sulfoxido en
concentracién final de 80 % (v/v) durante 15 minutos a 20, El RNA se
nrecipita con etanol a -ZDOV el preeipitada se disuelve en soluciin 10 mM
de cacodilato de sodio pH 6 v 100 mM ce NaCl. Se agrega formaldehido
en concentracién final ce 1 % (v/v), se incuba durante 10 minutos a 0%y
se somete & una filtracién en Sephadex G-100 (2 x 90 cm) equilibrada en
la misma solucién de cacodilato-NaCl. Se analiza la densidad Gptica a

260 nm v la radiactividad ce las fracciones.

Acetilacion del valil-HNATVMV

La acetilacidn del grupo amino ce la valina cel Vam-RNATVMV se
efectud siguiendo bésicamente la técnica de Haenni y Chapeville (108)
empleaca para acetilar el aminoacil-tRNA. A 47 pmoles de mB-valil-—RNF\
disueltos en 0,5 ml ce agua se le adiciond el mismo volumen ce acetatc
de potasio saturacdo (pH 5,2) y se agregd 0,12 ml de anhidrido acético en
porciones de 20 ul caca 10 minutos agitendo suavemente, en frfo. Después
de aproximadamente 1 hora se agregd 1,5 ml de agua y 6 ml de etanol a
-20°% Se cejb a esta temperatura una noche y el N-acetil—valil-RNATVMV
precipitado se separd por centrifugacion durante 20 minutos a 28.000xg.

Se disolvid en agua y se guardd a 20",
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Preparacifn re 3H---tRNF’t de levarura

Las levacuras (se empled una cepa U™) se crecen en un medio es-
téril que contiene 6, 17 g ce extracto nitrogenadc de levacura, 10 g de
&cico succinico, 6 g de NaOH, 20 g de glucosa, 40 mg ce L-lis, L-tri,
L-his, L-tre, 10 mg de uraciloy 1 g de extracto de levacura por litro de
agua. Se ajusta a pH 5,0 con HC1 y se filtra con materiales estériles.

Se toma un indculo de 0,5 ml y se agrega a 50 ml del mismo medio
pero gue contiene 1 mg de uracilo/litro y 100 uCi de 3H-uracllu. Se crece
durante 3 dfas a 30° y las levaduras se recogen por centrifugacion, Las
células se rompen con una presion de 12.000 lil:nr‘Eis/r.Jl.l!g:aa:'.a2 empleando
una prensa francesa y se centrifuga a 28.000 x g durante 10 minutos. Las
células del precipitado se vuelven a romper en la prensa francesa. El
sobrenadante ce ambas centrifugaciones se centrifuga durante 2 horas a
105.000 x g sobre 2 ml de sacarosa 2 M. El sobrenacante de esta centri-
fugacitn se trata con el doble ce valumen de fenol cestilacdo, se agita y
se centrifuga extrayendo la capa acuosa. Se reextrae con fenol y se pre-
cipita con etanol a -20° durante una noche, después de lo cual se centri-

fuga y el precipitado se cisuelve en agua bidestilada.

Analisis del H-tANA de levadura en gel ce poliacrilamida

El gel ce poliacrilamica (al 7,5 %) se prepard empleando las si-

guientes soluciones: Solucién A (poliacrilemica al 30 % P/vy
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bis-acrilamica al 0,8 % PN para dar una razin poliacrilamida:bis-acrila-
mica = 37,5. Solucién B (Tris (base) 890 mM, ED‘!’P\-NEI2 28 mM y écido
bArico 880 mM ajustaca a pH 8,3 con NaOH 1 N). Solucidn C (persulfato
e amonio al 0,4 % P/v). Se mezclaron 5 ml de solucidn A con 2 ml de
solucidn B y 1 ml de solucién C y se agregaron 20 ul de N,N,N,N TEMED
y 12 ml de agua.

El gel ce 18 cm e largo se hizo en 2 veces con un intervalo de 10
minutos para evitar la formacién de burbujas en el interior del gel. Pre-
vio a la aplicacién de la muestra el gel se precorre curante 45 minutos
con una Intensidad de 2 mA/gel para eliminar el exceso ce persulfato de
amonio. El 3H-t’.RNF\ (50 ul) se coloch sobre el gel junto con 10 ul ce la
solucidn Tris-EDTA-4cico bArico, 2 ul de azul de bromofenol y 30 ul de
glicerol. La electroforesis se realizé con una intensidacd ce 4 mA/gel
con refrigeranién durante aproximadamente 4 horas empleando como so-
lucién tampén de corrica la solucién B diluica 10 veces.

Una vez corrica, bsogeles se congelaron, se cortaron en trozos
re 1,5 mm, se cisolvieron en 1 ml de HZGZ al 30 % por incubacién con agi-

tacion a 50° durante una noche y los trozos disueltos se cortaron en 10 ml

de la solucibn descrita por Bray (105).
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FUENTE DE LOS MATERIALES

Acetato de potasio
&cico succinico

&cida tricloroacético
aminoécicos radiactivos
ATP

Bin-Gel P-150
Bis-acrilamicla
cacocilata de sodio
cloruro de amonio
cloruro de magnesio
cloruro cde potasio
cloruro de sodio
creatin fosfato

creatin fosfoquinasa
DEAE-celulnsa
DEAE-celulosa benzollada
dimetil sulfoxico
citiotreitnl

EDTA-Na

&

gxtracto de levadura

Baker

Baker

Merck

New Englanc Nuclear

Sigma
Bin-Rar!
Sigma
Sigma
Merck
Baker
Baker
Sigma
Sigma
Calbiochem
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma

Difco
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fenal

filtros de nitrocelulosa
filtros ce lana ce vicrio
fosfocelulosa
fosfolipasa A, C, D
GDP, GTP

GMP, GMP-PCP
glicerol

glucnsa

GEH

hicraxilo de sodio
l-aminnécidos
2-mercaptoetanol
N,N,N,N TEMED
nucledticdos raciactivos
Omnifluor

persulfata de amonic
poliacrilamida

poli U

sacarosa

Sephadex G-50, G-100, G-200

May - Baker

Millipcre

Whatman

Wwihatman

Sigma

Sigma

Schwarz JMann Research
Sigme

May - Baker
Schwarz | Mann Research
Baker

Sigma o Calbiochem
Sigma

Sigma

New England Nuclear
New Englanc Nuclear
Sigma

Sigma

Sigma

Baker

Pharmacia
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Sepharosa 4 B Pharmacia

Sulfato de amonio Sigma
Tris (base) Sigma
tRNA de levadura, ce E. coli Sigma
uracilo Calbiochem
uracilo radiactivo Calbiochem

Baker: Baker Chemical Co., Fhillipsburg, N.J., U.S.A,

Bio-Rar': Bio-Rac Laboratories, Richmonc!, California, U.5.A.
Calbinchem: Calbiochem, San Diego, California, U.S5.A.

Difco: Difco Laboratories, Detroit, Michigan, U.S.A.

May-Baker: May-Baker Ltc., Dagenham, Inglaterra

Merck: Merck, Darmstadt, Alemania

Millipore: Millipore, Becford, Mass., u.s.A,

New England Nuclear: New England Nuclear, Boston, Mass. U.5.A.
Pharmacia: Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Suecia

Schwarz/Mann Research: Schwarz/Mann Research, Orangeburg, N.Y .
U.S.A.

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

Whatman: Whatman, W. and R. Ealston Lic., Inglaterra,
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RESULTADDOS

CAPITULDO 1

PROFIEDADES DEL FACTOR DE ELONGACION 1 DE GERMEN DE TRIGO

El factor de elongacién 1 (EF1) tiene la propiedad de gstimular la
unién del aminoacil-tRNA & 1os ribnsomas en una reaccidn que requiere
GTP. A diferencla de los sistemas bacterianns, EF1 cle trigo es un com-
plejo proteico de alto pesc molecular capaz de disociarse en presencia
de GTP.

Por su funcién en la sintesis proteica, el factor de elongacidn |
gs una protefna que interact(a a la vez con GTP y con aminoacil-tRNA
para posteriormente entregar el aminoacil-tRNAal complejo (ribosoma-
mRNA) e hicrolizar el GTP a GDP y fosfato inorgénico. Es asf como es
posible merdir la actividad de EF] por su interaccifin con aminoacil-tRNA,
por su unidn con GTP (aGDP) o por su actividad de catalizar la transfe-
rencla de los aminoacil-iRNA a los ribosomas en presencia del triplete
correcpondiente. La formaciGn cel enlace peptidien v, por ende, la sin-
tesis ce un polipéptico requiere ademés de la presencla de mRNA vy del
factor ce elongacién 2 (EF2) o translocasa. Por ello, también es posible
mecdir la actividac del factor EF1 por su capacidad de estimular la sintesis
e un polipéptido o de una protefna en presencia cde EF2, de los ribosomas

y del RNA mensajero apropiado.
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1. Determinacién de actividar del factar de elongecitn 1 de trigo

a) Por unitn a GTP

La actividad re unir GTF se mide aprovechando la propledad cel fac-
tar ce elongacifn | de gquedar retenicn cuantitativamente en filtros
ce nitrocelulnsa (75). Empleando GTP raciactivo se puede medir la
canticac ce EF1 presente por filtracidn cel complejo (EF1 : GTP). La
Tabla I muastra la retencifn del complejo binaric (EF1 : GTR) en
filtros de nitrocelulosa. Como se veré més acdelante, la afinidac de
EF] por GDP es también alta, por lo gue se puede medir su actividad
por unifn de GOP radiactivo a la protefna; en cambio, nuclebtidas
monofosfatos como GMP no interact(en con EF1,

b) Por interaccidn con aminoacil-tRNA

Debicn a que EF1 interactla ademas con el aminoacil-tRNA, es posi-
ble medir su actividad por la unidn con el tRNA acilado, en presen-
cia de GTP; efectivamente la unién con el aa-tRNA requiere la inter-
accibn previa con GTP. En la Tabla Il se observa la actividad de
EF1 medica por su capacidad de unirse con el 3H-mEtiDnﬂ'tRNPﬁm

en presencia de lL’I::-E:‘TF‘ formando asf{ un complejo ternario

(EF1 : GTP : metionil-tRNA ). En este casoc se utiliza el ensayo de

filtros de nitrocelulosa cescrito en el capitulo de Métadns.
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TABLA 1

Ensayo de EF1 por formacién de compleje binario can GTP o GDP

14

(EF1: 'C-GTP) formado
Sistema
(pmoles)

Completo 1,02
-EF1 0,12
+EF1 calentado 5' a 50° 0,23

14 14
- 'C-GTP + C-GDP (12,6 pmoles) 2,33

14 14
-'C-GTP + ¢ C-GMP (10,5 pmoles) 0,09

El sistema completo contiene Tris-HCI 10 mM pH 7,5, NHACI 50 mM,
M1;|I:212 1" 1nM, citiotreital 1 mM, 120 ug de EF1 parcialmente purificaco
y 9,6 pmoles de lhl‘.’:—GTF‘ (ae 174 mCi/mmol) en un volumen de 0,2 ml.
El ll’l:-i:iDF’ tiene una ae de 27 mCi/mmol y el l"C:-GM!‘J de 54 mCi/mmol.
Se incuba durante 5 minutos a o° , se detlene por una dilucién ce 15 ve-
ces cori una solucidn saling que contlene Tris-HCI 10 mM pH 7,5,

NHQIZ‘I 50 mM, MgCl, 10 mM y 2-mercaptoetanol 1 mM y se filtra en

2

filtros ce nitrocelulosa (ver Métodos).
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TRABLA 11
Actividad ce EF1 mecida por su interaccién con aminoacil-tRNA: Forma-

cién ce un complejn ternarin (EF1 : GTP : metionil-tRNAm) en filtros de

nitrocelulosa
- 14 14 3
H-met-tRNAm agregado = C-GTP retenido  (EF1: C-GTP: H-met-tRNAm)
(pmoles) (pmnles) formado (pmoles)

0 18,0 0
7 11,4 6,6
14 8,5 55
21 0,6 17,4
28 0 18,0

La reaccion contiene Tris-HC1 10 mM pH 7,5, NHQCI 50 mM, M'.;;;IZZI2 10 mM,
ditiotreitol 1 mM, ll'E:—r.‘:iTF‘ (ae 174 mCi/mmol) 2,5 x IU-G M, aproximaca-
mente 100 ug de EF] parcialmente purificaco y 3H-met!nnil-tRNArn (ae

1000 mi2i/mmol). Se incuba durante 5 minutos a g° y se cuantifica por
filtracion en filtros de nitrocelulosa va que la unién cel aminoacil-tRNA

madifica el complejo (EF1 : GTF) impidiendo su retencion en nitrocelulosa.

En ausencia de Il'[:-l:iTF’ na se retiene el 3H-met—-tRNF\.

38




c) Por estimulacién ce la unién de aminoacil-tRNA a ribosomas

Una vez formaco el complejo ternarin, EFI entrega el aminoacil-tRNA
a los ribosomas en presencia cel triplete corresponciente al aminoé-
cidn que esté esterificanco al tRNA, Posteriormente es probable que
se nroduzea la hidrélisis del GTP en GDP y Pi como ocurre en siste-
mas bacterianos. Mediante esta reaccién se puece medir la actividad
de EF] por su capacidac de entregar el aminoacil-tRNA a los ribosomas.
La Tebla 11l muestra las condicionee necesaerias para medir la activi-
dad de EF] por su capacidar de estimular la unibn de lL’G--\"sszl-dlaleanil--
tRNA 2 ribosomas ce trigo en presencia de &cido poliuridflico. La
reacciin reqguiere Mg'H' v NH;. En la tabla no se observa la depen-
dencia de amonio debico a la presencia de este i6n en la preparacion
enzimética, perc si se elimina el amonio de 1a fraccidn proteica que
contiene EF1 se provnca una gran inactivacion del factor ce elonga-
cién.

Como se puece observar, el requerimiento de GTP no es absoluto ya
que se necesita una concentracién muy baja de este nucledtico para
catalizar la unién y puede estar presente como un contaminante de los

ribosomas o de ntros componentes de la mezcla.
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TRBLA III

Ensayo ce EF1 por la capacidad ce entregar aminoacil-tRNA a ribosomas

Sistema lh[: - fen - tRNA unido
(pmoles)
Completo L,66
-EF1 1,02
-mMgtt 0,58

+

-NH“ 4,28
-Poli U 0,45
-Ribosomas 0,09
-GTP 2,32

El sistema completo contiene Tris-HCI 20 mM pH 7,5, NHL’EI 100 mM,
Mt;|l2312 7,5 mM, DTT 10 mM, GTP 0,5 mM, 40 ug de poli U, 2 & 3 unica-
ces AZED de ribosomas cle trigo, 10 a 15 pmoles de mt‘.-fsn-tRNF\ y alre-
dedor ce 50 ug de EF1 parcialmente purificado en un volumen de 0,1 ml,

La reaccién en ausencia de enzima se realizd con una concentracion de

Mg++ de 7,5 mM que es Aptima para la reaccifin enzimética (95).
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¢) Por estimulacién ce la sintesis de un polipéptido

Tembién es posible mecir la actividad ce EF1 por su capacidad para
estimular la sintesis de un polipéptica en presencia ce ribosomas y
el factor complementario EF2, La Tabla IV muestra las condiciones
en gue se sintetiza polifenilalanina a partir ce lhE-fenllalanil—tRNA
en presencia ce EF1 y EF2, ribosomas de trigo y écido poliuridilico.
La reaccidn es totalmente depenciente cde GTF (2 diferencia de 1o que
se observa para la unifin c'e aminoacil-tRNA a los ribosomas) ya que
EF2 requiere una concentracién més alta de GTP que EF1. La presen-

cia de esparsomicina inhibe completamente la sintesis prnteica.
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TABLA 1V

Ensayo ce EF1 por farmacién de polipépticos

Sistema pmoles ce fenilalanina polimerizados
Completo 5,85
-Factores de elongacion 0,87
-GTP 0,65
-Poli U 0,90
-Ribosomas 0,60
+Esparsomicina (1 x lﬂ-u M) o,
El sistema completo contiene Tris-HCI 20 mM pH 7,5, NHAL‘.I 100 mM,
Ml_:|1312 7,5 mM, ditiotreitol 1 mM, GTP 1 mM, 40 ug de &cido poliuridfli-

COy 245 UAZEU de ribosomas de trigo iavadns#, alredecdor de 300 ug de
una fraccion proteica que contiene EF1 y EF2 y B pmoles de lhc-fenllala—
nil-tRNA (ae 100 mCi/mmol) en un volumen final de 0,1 ml. La reaccidn
se incuba durante 15 minutos a 37° , se cetiene con TCA al 5 % y se filtra
previa destruccién del exceso de ll’l::-i"tan--t.“'lNF’« por calentamiento (ver

Métocns).

#UR se cefine como la canticdad de RNA gue absorbe 1 unidac de den-

260
sidad Aptica a 260 nm,
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2. Purificacidn del factor ce elongacion | de germen ce trigo

Como se puece leer en el capitulo de Métodos, EF] se purifich mecian-
te una cromatograffa en DEAE-celulosa equilibrada con KCI1 150 mM y
una recromatograffa en DEAE-celulosa eluyenco con una gradiente lineal
de KCl entre 0 y 200 mM. De esta cromatografia se obtienen dos formas
de EF1 de distinto peso molecular. La forma liviana se purificé por croma-
tngraffa en fosfocelulosa y filtracién en gel. Después ce esta Gltima eta-
pa se efectud una electroforesis en gel rle poliacrilamicda en la que se
observd una sola banda ce protefna. Sin embargo, debico a la gran
labilidad cel factor, no fue posible recuperar la actividad del gel de poli-
acrilamica.

En la Tabla V se observan las diversas stapas de purificacion en las
cuales se midid la actividad por la capacicdad ce retener 3H—BTP en fil=
tros ce nitrocelulosa, eliminando previamente el exceso de sulfato cde
amnnio por diélisis o por filtracién en Sephadex G-25 antes de efectuar
las cromatograffas en DEAE-celulosa o en fosfocelulosa. La cantidad ce
protefnas se cetermind por el método de Lowry (109). La purificacion
se comenzd a partir de 30 g ce germen ce trigp comercial. Sin embargo,
debico a la labilidad de EF] se procduce una inactivacidn de esta protelna
a mecida que avanza su purificacién y no es posible medir su graco de

purificacién. Se puece proteger levemente su actividar efectuando la
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TRABLA V

Purificacién del factor de elonoacion 1 de germen de trigo

34-GTP unica  Protefna total Rencimiento

Procecdimiento (pmoles) (mg) %)
Centrifucacion a 105,000 x g 157.000 1.460 100
Precipitacion con (NHL')ZSDA\ 149,200 830 95

(40-80 % r'e sat)
Cromatograffa en DEAE-celu~ 24,080 493 15,3

losa (KCI1 150 mM)

Recrnmatografia en DEAE-ce- 15.300 373 9,8

lulosa (KCl1 0-200 mM)

Fosfocelulosa 7.300 123 4,6
Bio-Gel P-150 2.580 49 1,6

La actividad e EF1 se micid por la capacidad de retener 3H-L“:TP en
filtros ce nitrocelulosa, previa diélisis o filtracion por Sephacex G-25

para eliminar el excesc de sulfato de amonio que Inhibe la reaccién.
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purificacién en presencia ce glicerol al 10 %. Una vez que EF1 esté puro
no ha sico posible mantenerlo activo por més de 2 dfas a(in guardéndolo
a —Zﬂoen presencia ce glicerol. Weissbach, al purificar EF] de cerebro
de ternere abtiene una preparacitn que contiene un 10 % ce la actividad
que ceberfa obtener si el factor fuera estable (99).

La recromatograffa en DEAE-celulosa utilizando elucién con una
graciente lineal ce KCI resulta en la separacion de dos formas ce EF]
que eluyen con cistinta concentracién salina (Figura 1). La primera
fraccion gue eluye corresponde a EFlL (liviano) y la segunca a El‘-‘l'__l
(pesarn) coma se comprobd posteriormente por centrifugacion en una
graciente lingal ce sacarosa.

Snlamente se ha purificaco la especie més liviana que eluye con una
concentracidn ce KCI fe 0,05 M. La otra forma eluye con concentracio-
nes de KCl mayores que 0,1 M.

Debido a la cificultad para mantener el EF1 activo una vez purificacio,
en la mayorf{a de los experimentos se empled el factor parcialmente puri-

ficar'o que se obtiene después ce la cromatografia en DEAE-celulosa.
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Figura 1. Separacitn de dos especies el factor de elongacién | por
cromatografia en DEAE-celulosa.
La columne (2,5 x 15 em) se equilibra con Tris-HCl 20 mM pH 7,5,

MgCl,, 2 mM y 2-mercaptoetanol 5 mM. La fraccion proteica de trigo

2
que contiene aproximacamente 800 mg e protefna se dializa previamen-
te curante la noche contra 2 litros de la solucifn empleada para equili-
brar la columna. Se coloca la muestra en la columna, se lava con 100 ml
ce la misma solucién vy se eluye con una graciente lineal ce KCI entre O

y 200 mM. Las fracciones con actividad cle EF1 se analizan por su capa-

cicar para retener 3H—GTF’ en filtros de nitrocelulosa.
g———qg unifna 3H-GTP

&——e concentracidn molar de KCl
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3. Perfil de elucién del factor de elongacion | en columnas de Sephadex

G-200

La filtracién ce EF1 por columnas ce Sephacex G-200 demuestra la
existencia ce varias formas ce distinto peso molecular, todas ellas con
caracicad para unir GTP (Figura 2); sin embargo, la interaccidn de las
distintas especies con aminoacil-tRNA y la capacidad para catalizar la
unién del aminoacil-tRNA a ribosomas son diferentes, como se veré més
adelante.

En la Figura 2 se observa la existencia de una forma de peso molecu-
lar mayor gue 200.000 daltones que eluye en el volumen vacio de la co-
lumna y una actividad més liviana gue contiene por lo menos 3 formas mo-
leculares cistintas cel factor de elongacion.

Para determinar el peso moleculer de estas especies c'e EFl, se e~
fectud una calibracién de la columna con deshidrogenasa aleohélica, sero-
albdmina ce bovino, renina, tRNA y citocromo c y se determind que las
tres especies livianas tendrfan un peso molecular de 83.000, 75.000 y
63.000 respectivamente (Figura 3). El fen—tRNF«fen por el sobreenro-
llamiento de su estructura secuncaria es un buen patron para la determi-
nacién de pesos moleculares. Le curva de calibracion se grafict como

1o describe Andrews (152).

48




60

50

volumen (ml)

30

Soplusial 4 19 -He 9dp mm_oEa

PO, " S

Figura 2

49




Figura 2. Filtracion de EFl en Sephadex G-200

La columna de Sephadex G-200 (1,5 x 55 cm) se equilibra con Tris-HC1

10 mM pH 7,5, NH, C1 50 mM, Mgt::l2 5 mM y 2-mercaptoetanol 1 mM.

b
El factor de elongacidn (contenido en 30 mg ce fraccion sobrenacante
de 105.000 x g precipitaca entre 40 y 80 % de saturacién con sulfato de
amonio) se eluye con un flujo de 12 ml por hora. Se recogen fracciones
ce 1 ml y se determina su actividad por la capacidad ce retener 3H-—GTF‘
en filtros de nitrocelulosa. En el volumen vacio de la columna (35 ml)

eluye la fraccién pesaca ce EFl y las 3 formas ce EF[L eluyen entre un

volumen ce 50 a 65 ml.
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Figura 3. Determinaci6n cel peso molecular ce EFlL de trigo por

filtracifn en gel.

Se emplea una calumna ce Sephadex G-200 (1,5 x 55 cm) equilibraca en

Tris-HCI1 10 mM pH 7,5, NH, Cl1 50 mM, MgCl, 10 mMy 2-mercaptoetanol

4 2

5 mM. Las protefnas de referencia utilizadas son deshidrogenasa alen-
hélica (peso malecular 150,000), cuyo volumen de elucion se determina
midiendo la actividad ce reduccién del napt (153) , seroalblimina de bo-
vino (peso molecular 63.000) y renina (pesa molecular 34.000), meci-
das por su absorbancia a 280 nm, lhE-fen-tRNﬂfen (peso molecular
25.000) cuyo volumen de elucién se mide por la aparicién e la raciacti-
vidad precipitada con TCA al 5 % y citocromo c© (peso molecular 12.500)
medico por su atsorbancia a 395 nm. EFIL ce trigo parcialmente purifi-
carn en una columna de DEAE-celulosa, se mide por su capacidad de

retener 3H-GTP en filtros ce nitrocelulosa (ver Métodos).
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. Estabilicac cel sitio de unifn de GTP y de aminoacil-tRNA

El aminoacil-tRNA es capaz de interactuar con EF1 s6lo cuando éste
se ha unido previamente al GTP. El aislamiento de un complejo (EFl:aa-
tRNA) en ausencia ce GTP no es pnsible, 1o que incdicarfa que el factar
de elongacian sufre una macificacién en su estructura después ce la
unién del GTP que permite la entraca cel aminoacil-tRNA.

La estabilidad del sitio de unidn de GTP se midid por la formacion
del complejo binarin (EF1: GTP) retenido en filtros de nitrocelulosa. La
incubacidn de EF1 durante 2 minutos a 37° inhibe en aproximacamente un
20 % la formacidn cel complejo binarin (Tabla V1), lo que demuestra una
relativa estabilidad ce este sitio dada la labllidac cel factor de elonga-
cifn.

La presencia de GTP durante la incutacion de EF1 a 37° protege
totalmente el sitio de unién ce GTF.

En cambio el sitio fe unidn del aminoacil-tRNA es muy inestable;
la preincubacién de EF1 durante 2 minutos a 37° inactiva en un B0 % la
unién del aminoacil-tRNA, La estabilidac cel sitio de unién del aminoacil-
tRNA se micid por el ensayo enfiltpo ce nitrocelulosa ya que a cdiferencia
del complejo binaria (EF1: GTP), el termario (EF1: GTP : aa-tRNA) no es
retenido en estos filtros. La canticdad de complejo ternario formaco se

3

determind por ciferencia ce los pmoles de (EFl: "H-GTP) retenidos en

el filtro al agregar el aminoacil-tRNA (Figura 4).
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TABLA VI

Estabilidac del sitin de unidn de GTP en el factor ce elongacion 1 de

germen de trigo

3

Tratamientn de EFI H-GTP unicdo Inactivacién
(pmoles) (%)
Ninguno 18,5 -
21237 1,4 55
21 a 37° con GTP 18,2 1,5

La reaccifn se realiza por incubacidn de 50 ng e EFI con S-GTP
cdurante 5 minutos a 0” en las condiciones cescritas en Métodos.

La concentracién de GTP empleaca es de 2,5 x 10-6 M.
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Figura 4. Estabilidad de EF] en el sitio de interaccién con aminoacil-tRNA

por formacién cel complejo (EF1: GTP: fenilalanil-tRNA).

Se incuba EFI con 3'H—t‘:‘TF’ (ae 1000 mCi/mmol) 2,5 x 10_6 M vy ml‘.."-fenll-

alanil-tRNA (ae 100 mCi/mmol) en las concentraciones incdicadas en un

volumen total cde 0,2 ml (ver Métoc'os) curante 5 minutos a )

o——o (EF] : GTP) sin preincubar

o ———-u (EF]1 : GTP) preincubado cdurante 2 minutos a L
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Para estuciar la establlidad cel sitio de unién del aminoacil-tRNA
se preincubd EFl curante 2 minutos & 37° en presencia de GTP (se agregb
GTP ya que el complejo binarin es més estable que EF1). La preincuba-
cién de EF1 sin GTP en las mismas condiciones inactiva parcialmente la
unidn de GTP, como se observd en la Tabla VI, por lo que no es posible
estudiar la estabilidad de la unién cel aminoacil-tRNA sin haber protegi-

¢n previamente el sitio ce unidn ce GTF.

5. Centrifugacion del factor de glongacian EF1 en gradiente de sacarosa

La separacidn de dos especies de EF] se puece observar también
por centrifugacién del factor en gradientes de concentracion de sacarosa
entre 5 v 20 % p/p segln se ha descrito en el capitulo de Métodos.

En la Figura 5A se observan las cos formas presentes en una frac-
cidn del sobrenacante 105.000 x g que ha sido precipitada entre 40 y 80%
de saturacién con sulfato cde amonio; las mismas formas estén presentes
después ce efectuar una cromatografia ce la fraccion precipitada con sul-
fato ce amonin en DEAE-celulosa equilibrada y elufca con KCI 0,20 M (Fi-
gura5B8). Los picos de las figuras A y B no son coincidentes pues se ana-
lizaron en centrifugaciones separacdas. La cromatograffa ce EFl en una
columna ce fosfocelulosa retiene o provoca una inactivaclén cde la forma
pesara ya que sdlo es posible eluir la especie més liviana, como se puede

demostrar al analizar esta actividad en una gradiente ce sacarosa (Fig.5C).
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Figura 5. Separacifn de EF !L v EFlH por centrifugacién en graciente de

concentracion de sacarosa.

Se efectlie una separacién de las dos formas del factor de elongacion
por centrifugacién en graciente de sacarosa entre 5y 20 % p/p, centri-
fuganro durante 18 horas a 37.000 rpm en un rotor SW 39 (ver Métodos).
Se recajen fracciones de 6 gotas caca una y la actividad de EF1 se mice
por su capacidac ce retener 3H-|3TF' en filtros de nitrocelulosa.

A: centrifugacién de una fraccitn del sobrenadante 105.000 x g precipi-

taco previamente entre 40 y 80% ce saturacin con sulfato de amonio.

B: centrifugacién de una fraccién proveniente de una cromatograffa en

DEAE-celulosa elufda con KC1 0,2 M.

C: centrifugacién de una fraccibn proveniente de una cromatografia en

fosfocelulosa elufda con KC1 0,15 M,
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Se ha observado que la razén entre las actividades de la fraccién
liviana y la fracci6n pesaca var{a en las distintas preparaciones enzimé-
ticas, dependienco aparentemente del tiempo de almacenamiento a -200
del factar de elongacién. Con el envejecimiento de las preparaciones va

disminuyendo EFlH en relacion a EFIL.

6. Estabilidac de las formas EFIH (de mayor peso molecular) y EFlL

(ce menor peso mnlecular)

Las farmas EFlH y EF1 aisladas presentan diferente estabilicad al

%

ser incubacas a 37° , medidas ambas por su capacidad para unir 3H—GTP.

Como se observa en la Figura 6, la incubacion de EFlL a 37° durante 10

minutos produce una inactivacién de alrededor de un 75 % de la actividad
cel factor para unir 3H-ISTF‘; en cambio la fraccién de mayor peso mo-

lecular, EFl ,, al ser incubaca en las mismas conciciones pierce sdlo un

H
12 % cle su activicad original. De estno se decuce que la fraccion de bajo
peso molecular presenta una estatilidad muy disminuida frente a EFlH.

En estos experimentos se utilizaron concentraciones proteicas similares

de ambas formas de EFl.
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Figura 6. Estabilidac ce EFl_ y EFl de germen de trigo

H L

Se emplean concentraciones proteicas similares ce EFlH v EFIL. Se mide
la capacicac de ambas preparaciones para unir3H—GTF'(lDU % correspon-
de aproximadamente a una capacidad para unir 8,5 pmoles de 3H-GTP en
el caso de EFiL y 10,4 pmoles para EFlH). Después ce la incubacién a
37° se mide la actividad remanente agregando 3I--i-l:i‘f P, incubando 5 mi-

nutos a 0° y filtranto el complejo en flltros de nitrocelulosa (ver Mé-

tocons).
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7. Presencia ce fosfolipicdos en el factor de elongacion EF1

En los (ltimos afios se ha postulado repetidamente la icea de que
gran parte de los complejos multienziméticos existentes en las células
mantendrfan su estructura meciante la presencia ce \{pidos gque interac-
tuarfan con los grupos apolares de las moléculas proteicas.

Weissbach y colaboracores observaran gue en tejico de cerebro
¢e ternera la fraccidn EF1 de alto peso molecular contiene colesterol y
ésteres ce colesterol mientras que la fraccion liviana no los contiene
(110).

En un intento por determinar la presencia cde fosfolipidos en los
factores de elongacidn y su influencia en la actividac, se estucit la ca-
pacidac ce EFl para unir GTP en presencia e diversas fosfolipasas. La
fosfolipasa C hidroliza el enlace fosfoéster del fosfolipido y la fosfoli-
pasa D hidroliza el enlace entre el fosfato y la base cel fosfolipicdo (111).

Se preincubd el factor de elongacidn con distintas concentraciones
de fosfolipasa C curante 15 minutos a 20° en presencia ce i.'.:at:l2 2 mMy
se centrifugd en una graciente de sacarosae para analizar posteriormente
la activicac ce unién a GTP de las especies liviana y pesaca separadas
por la graciente. En la figura 7 se observa el efecto de distintas con-
centraciones de fosfolipasa C sobre EF1. A cdiferencia ce lo que se habfa
encontrado en cerebro la fosfolipasa inactiva la fraccién liviana del

factor ce elongacion.
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Figura 7. Efecto de fosfolipasa C sobre la actividad ce las especies
EFiL v EFlH separacias por centrifugacion en gradiente de
concentracion de sacarosa y medicda por su capacidad de rete-

ner 3H-IZETP en filtros de nitrocelulosa.

Se centrifugan 5 mg ce una fraccion sobrenadante ce 105,000 x g ce
germen e trigo precipitada entre 40 y 80 % de saturacién con sulfato
de amonio incubacdns previemente con fosfolipasa C, en una gradiente ce
sacarnsa. Se recogen fracciones y se analizan en su actividac para
unir GTP. Para ello se incuban 50 ul de cacda fraccion con 1.000 pmdes

de 3H-GTP (ae 1000 mCi/mmol) durante 5 minutos a 6°.

A: sin fasfolipasa C
B: con 300 ug de fosfolipasa C

C: con 700 ug de fosfolipasa C
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Aparentemente la fraccitn pesada es un complejo enzimético tan
grande que la fosfolipasa es incapaz cde inactivarlo. En cambio la frac-
cién liviana gue presenta varias formas, como se pudo ver por filtracién
en Sephadex G-200 (Figura 2), es inactivaca ostensiblemente por la fos-
folipasa C. Es muy probable que la fraccidn liviana conste de dimeros v
monémeros de EF1 como 1o ha descrito Legocki (97), en que los fosfoli-
pidos jueguen un papel importante en la mantencion de la actividad del
factor. La Incubacién de EF 1L con la fosfolipasa C puede provocar una
hidrélisis fe los lipidos existentes en EFl, de modo de producir como
consecuencia una inactivacion cde la fraccian liviana del factor. Es posi-
ble que esto no ocurra con la fraccion pesaca ya que por su alto peso
molecular y por la complejicacd de la maolécula es cificil que la fosfolipasa
pueca llegar al fosfolfpido y causar su hidrdlisis.

En la Figura 7 se observa ademés que la cantidad de la fracclion pe-
sarla se mantiene invariable (el Area bajo las curvas de la fraccidn pesa-
da son précticamente iguales), lo que permitirfa afirmar la ausencia de
proteasas en la preparacion de fosfolipasa C.

La fosfolipasa D tiene el mismo efecto da Inactivar la fraccibn li-
viana de EF1 como se muestra en la Figura 8 en que el factor cde elonga-

cifin fue preincubacdo con fosfolipasa D y sus especies fueron separaclas

por medio ce centrifugacién en graciente ce secarosa. Se observa gue
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Figura 8. Efecto de fosfolipasa D sobre la actividac de las dos formas
de EF1 separacas per centrifugacién en una graciente lineal

ce sacarosa.

El factor e elongacifn proveniente ce una fraccion sobrenacante ce una
centrifugacién a 105.000 x g v precipitaco entre 40 y 80 % de saturacion
con sulfato ce amonio, se preincuba con 300 ug de fosfolipasa D durante
15 minutos a 20° y se centrifuga en una gradiente ce concentracién ce
sacarosa entre 5y 20 % p/p. Se recogen fracciones de 6 gotas y se
analizen por su capacicac para retener 3H-GTP en filtros ce nitrocelu-

losa.

A: sin tratamiento con fosfolipasa

B: preincubaco con 300 ug de fosfolipasa D
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bastan 300 ug ce fosfolipasa D para inactivar casi totalmente EFIL.

El efectn de la fosfolipasa A sobre EF1 no se puc'o medir debido a
la gran cantidac de proteasas que contienen las preparaciones comercia-
les de esta enzima.

El andlisis directo de 1{pidos por cromatografia en capa fina previa
hidrélisis total de EF1 con HC1 6 N (ver Métocos) reveld la presencia ce
3 manchas de dlistinto Ry que se tifien con vapores ce iodo. No se conti-

nud la iderntificacién de los lfpicos por no contar con los patrones nece-

sarios.
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CAPITULDO 11

INTERACCION DE EF1 CON GTP ¥ ANALDGOS DE GTP

1. Complejo (EF1 : GTP)

En el Capftulo I se vio que una de las farmas ce medir la actividad
del factor ce elongacién es por su interaccién con GTP. EFly GTP forman
un complejo bastante estable a 0° que es retenico en filtros de nitrocelu-
losa. Empleands GTP raciactivo es posible cuantificer la actividad ce
EF1 ya que la unién ce GTP a la protefna es estequiométrica,

La Figura 9 muestra la formacion del complejo binario medido por
su retencidn en filtros de nitrocelulosa. Se observa que con una concen-
tracifn ce alrededor de 2,5 x 107% M se obtiene una saturacién del factor
de elongacidn. La canticad ce complejo binario formaco es directamente
nroporcional a la concentracin ce EF1 presente como se muestra en la
Figura 10.

La formacién del complejo binario es muy répida y la reaccién se
completa totalmente en menos de 5 minutos de incubacién a 0° , por lo
gue las mediciones efectuacas se refieren a reacciones en el equilibrio

y no a velocidades iniclales.
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Figura 9. Formacidn cel complejo binario (EF1 : GTP)

La cuantificacién del complejo binario se efectda incubanco EF] parcial-
mente purificaca con 3H--[.':'TF' (ae 1000 mCi/mmol) en las condiciones
salinas habituales durante 10 minutos a 0°. La reaccion se detiene
diluyenco 15 veces el volumen de incubacitn con solucifn salina (ver
Métacos) vy el complejo (EF1 : GTP) formarlo se mide por retencién en

filtros ce nitrocelulaosa y se cuenta en un sistema de centelleo.
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Figura 10. Formacién del complejo binario (EF1 : GTP) en funcibn de

la concentracién ce EF1.

La reaccifin se efectia por incubacién en 0,2 ml de distintas concentra-
clones ce una preparacitn enzimética que contiene EF1 (la canticad de
protefna se varié ce 0 a 600 ug aproximadamente) 3}-i-l'.‘;;TF-‘ 2,5 x lU-SM
(e 1000 mCi/mmol) en las condiciones habituales. La incubacion se
efecttia a 0° curante 5 minutos; se detiene por una dilucién de 15 veces

y se filtra en filtros de nitrocelulosa.
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2. Estabilicad del complejo (EF1 : GTF)

E] complejo binario es estable por més ce | hora a 0° cuando hay un
exceso de GTP en el mecio ce Incubacién. Es decir, - gue existe un equi-
librio entre el GTP unico al factor y el GTP libre. En ausencia de GTP,
lo que se logra por cilucién del medio de reaccidn, disminuye levemente
la estabilicad del complejo binario. En 20 minutos se observa una cegra-

dacidn menor que un 10 % (Tabla VID).

3. Constantes de disociacién del complein binario (EF1 : GTP) y (EF1: GDP)

El factor ce elongacidn interact(a con gran afinicad no solo con el
guanosin trifosfato (GTP) sino también con el GDP y ambos nuclebtidos
se unen en el mismo sitio cel factor. Es probable que en el momento en
que EF1 eiireoa el aminnacil-tRNA a los ribosomas se produzeca concomi-
tantemente la hicralisis de GTP a GDP y Pi liberéndose por lo tanto EF]
unido @ GDP, como ocurre en E. coli.

Las constantes ce cisociacién c'e los complejos (EF1 : GTP) vy (EFl:
GDP) su midieron en suiuciones dilufdas de EF1y GTP o GDP respectiva-
mente vy el equilibric se eatablecid diluyencn una mezcla de (EF] : GTP)
y GTP o (EF1 : GDP) y GDF con solucion salina. La canticad de nucledti-

14

o unido a EF1 se micib empleando IL’C-GTF’ o [C-GDP respectivamente,

segln el esquema cle Miller y Weissbach (71).
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TABLA VII

Estabilicdad cel complejo binario (EF1 : GTF)

Tiempo a 0" (minutos) pmoles ce (EF1 : GTP)
0 15,2
5 14,3
10 13,8
15 14,5
20 14,2

El complejo binario (EF1 : GTP) se forma por incubacidn
ce EFl y H-GTP 29 % 10-6 M (ae 1000 mCi/mmol) durante
5 minutos 2 0° en las conciciones habituales. La reaccifn
se cetiene por una ilucién de 15 veces cel volumen ce
reaccién y se mide la estabilidac el complejo después

de mantenerlo dilufdo cdurante distintos tiempos.
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Las constantes de disociacién se calcularon segln la ecuacion
(EFl : GTP) — EFl+ GIP
en el equilibrio se tiene:

e (EF1 - (EF1 : GTP)) (GTP - (EFl : GTP))
d (EF1 ¢ GTF)

Para el caso cle GDP:
(EF1 : GDP) — EFI1 + GDP

en el equilibrio se tiene:

i« o EFL- (EF1: GDF)) (GDP - (EF1 : GDP))
d (EF1 : GDP)

Las constantes ce cisocliacidon se midieron a varias concentracio-

nes ce GTP o de GDP y con concentraciones limitantes ce EF1.

3a) Constante ce disociacién cel complejo (EF1 : GTF)

La constante de disociacién cel complejo (EF1 : GTP) se mici6 en
presencia de écido fosfoenol pirdvico (4 x IIZI'-3 M) v 10 ug ce fosfoenol
pirQvico quinasa para evitar una posible hidrdlisis esponténea del GTP.
Se cetermind la concentracién méxima ce enzima de modo que estuviera
limitante y que no hubiera inhibicién ce la reaccitn por sulfato de amonio;
no es conveniente eliminar el sulfato de amonio por ciélisis o por filtra-
cibn en gel va que ello provoca una gran inactivacién de EF1. Se empled

una concentracién de EF] capaz ce unir 12,9 pmoles de GTP/ml. Se midid
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la formacién del complejo (EF1 : GTP) varianco la cancentracion de
lt’E:—L‘:TF’ cesce 0 hasta 60 pmoles/ml (Figura 11). De los valores de

la curva se obtuvo un valor ce Hd &= | % 10_7 M.

Figura 1. Determinacion ce la constante cle clisociacién del complejo

(EF1 : GTP)

La reaccién se efect(ia por incubacifin ce 12,9 pmoles ce EFl (medico por
su actividad para unir GTP) con cantidaces variables de lL‘E‘.--GTP

(ae 174 mGCi/mmol), Tris-HCI 10 mM pH 7,5, MgCl, 10 mM, NH, CI

50 mM, citiotreitol 0,5 mM, 100 ug de seroalbimina e bovino, & x107> M
e fosfoenol pirdvico y 10 ug de fosfoenol pirGvico quinasa, en un volu-
men final ce 1,0 ml durante 15 minutos a o,

De cada ensayo (1 ml) se tomaron 3 alfcuotas ce 0,3 ml cada una y se
filtraron separacamente por lo que cada punto ce la curva es un prome-
dio cde 3 ceterminaciones. Cacda alicucta se agregd directamente sobre

los filtros que se lavan con 10 ml cde solucifn salina, se secan y cuentan

en un sistema de centelleo.
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35) Constante de cisociacidn cel complejo (EF1 : GDP)

El comnlejo con GDP se efectut por incubacifn de EF1 con lhl::—GDF’
en presencia ce 50 ug fe seroalbimina de bovino. Se empled una canti-
rac fe enzima capaz ce unir 7,4 pmoles c'e GDFP/ml. La constante cde
disnciacidn cel complejo, calculada usando varias concentraciones de

GDP fue de 2,5 x 108 m (Figura 12).

En las mismas condiciones rlescritas anteriormente se determinaron

las constantes ce cisociacion de los complejos (EFTu @ GTP) vy (EFTu: GDP)

de E. coli. La Tabla VIII muestra los valores de las constantes de liso-
ciacién obtenicos para los sistemas de trigco y ce E. coli. Se observa gque
en el sistema de trico el factor EFI tiene una afinicad 4 veces mayor por
GDF que por GTP; en cambio en el sistema bacteriano la afinidacd por
GDP es aproximadamente 23 veces mayor que por GIP.

El hecho ce que en E. coli la afinicac par GDF sea mucho mayor que
por GTP explica la necesicad ce que exista un factor EFTs capaz ce ac-
tuar catalfticemente cisociando el complejo (EFTu : GDP) y regenerar
EFTu libre o unido a GTP. En cambio en trigo, la afinicad cde EF1 por GOP
es sélo 4 veces mayor gue por GTP; es posible que por este hecho no sea
necesaria la existencia de un factor semejante a Ts pare disociar el com-
plejo (EF1 : GDP). Se han efectuaco numerosos intentos para cetectar

una activicad semejante a Ts en diversos sistemas de eucariontes y no se
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Figura 12. Determinacién ce la constante ce disociacién cel complejo

(EF1 : GDP)

El ensayo ce reaccidn contiene en 1 ml, Tris-HC! 10 mM pH 7,5, Mgl::l2
10 mM, NHhCl 50 mM, ditiotreitol 0,5 mM, 100 ug ce sernalbdmina de
boving, lhl:?-Gt)F’ (ae 27 mCi/mmol) en canticaces variables y 7,4 pmoles
de EF1 (medicdo por su activicad para unir GDP). La reaccidn se incuba
durante 15 minutos a E]0 en las condiciones habituales; se toman 3 ali-
cuotas ce 0,3 ml que se colocan directamente en filtros ce nitrocelulosa,
se lavan con 10 ml de solucién salina (ver Métodos) y se cuentan en

un sistema de centelleo.
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ha encontrade dicha actividad. La existencia de cos formas ce EF1 ce
distinto peso molecular parecfa indicar que una ce ellas tuviera otra
actividad unica a EF] pero no ha sido posible detectarla.

Weissbach (99) describe la existencia de ros formas de EF] ce clis-
tinto pesa molecular en cerebro ce ternera, EFIF\ y EFIB interconvertibles
entre s{ meciante la accifn de GTP y aminoacil-tARNA y plantea la posibili-
dac ce que una ce ellas contuviera una activicac semejante a EFTs. Lo
mismo propone Kaziro (112) trabajando con los factores de elongacion de
higaco de cerdo en conce encuentra cos factores, EFl« vy EFls , cuya ac-

cién se complementa al estimular la unién de fenilalanil-tRNA a ribosomas.

4, Interaccion de EF1 con ppGpp

Desde el aislamiento cel ppGpp en E. coli (guanosin 5'-difosfata,
31 (g 2')-difosfato) por Cashel y sus colaboradores (113-115), se han
efectuaco numerosos estucios para determinar la importancia de este com-
puestn en la regulacién ce la sintesis proteica. Se ha observaco que el
ppGpp se sintetiza por transferencia de un pirofosfato desde el ATP a
GDP (116) (c GTP en el casa de sintetizarse pppGpp), en una reaccion
gstimulaca por un factar restrictivo que esté asociaco a los ribosomas de
cepas restrictivas ce E. coll (117). En estas cepas se cetiene la sinte-
sis de RNA al privarlas de un aminoécico para el cual son auxotrificas y

conjuntamente con este hecho se procduce la sintesis de ppGpp v pppGpp (18).
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TABLA VIII

Constantes de disociacién de (EF1 : GTR) y (EF1 : GDP) de trigo y de

E. coli

Constante de disociacion de: ia (EF: GDP)

(EF1 : GDP) (EF1 : GTP) Ra(EF:GTP)

EF1 ce trigo (2,540,2) x100°M (1,0 40,1 x0T M 4

EFTu c'e E. coli (1,1:0,3)::10“31\4 (z,uiu,z)xlu’7M 23

El factor de elongaci6n de E. coli se prepara como lo describen Ravel y
colaboradnres (131). Les constantes de cisociacion de los complejos
(EFTu : GTP) y (EFTu : GDP) se determinan igual que las constantes de

disociacién de los complejos binarios (EF1 : GTP) y (EF1 : GDP).
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La analogfa estructural cel ppGpp con el GDP llevd a Blumenthal y
colaboracores a estuciar la posible interacci6n de EFTu de E. coli con
este nucledticdo (83).

A pesar ce la importancia de este compuesto y su anélogo el gua=-
nosfn pentafosfato (pppGpp) en la regulacién de la sintesis de RNA en
sistemas bacterianos, en general no ha sira posible cetectarlo en siste-
mas superiores. S6lo Klein (119) ha encontraco que en reterminacas

gtapas ce la diferenciacifn del hongo mucoso Dictyostelium discoideum

se sintetiza ppGpp, pero es el Gnico caso ce células eucariGticas en que
se ha podido detectar.

Sin embargo, por su estructura semejante al GDP, hemos probacdo
su interaccifn con el factor re elongacion | fe trigo y hemaos visto que
es capaz ce unirse a EF1 y competir eficientemente con el GTP (120).

La Figura 13 muestra la inhibicion e la unién ce 3H-GTI" a EFl por
el ppGpp. La presencia e cos pendientes en la curva pocdrfa indicar
que existen rlos formas de EF] en que la afinicac del ppGpp es diferente
para caca una; en este caso se tencria una mayor afinicac cel nucledti-
o por la forma gue existe 8 baja concentracién de nucleftido va que la
penciente es mayor. Si suponemos que en estas concentraciones bajas
de nucleftido la mayor parts ce EF] estéd como su forma cde mayor peso

molecular (EFIH) y que al aumentar la concentracion de nuclebtidos
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Figura 13, Competencia entre ppGpp y GTF por unirse a EF1

Se incuban 90 ug cde EF] de trigo parcialmente purificado y 3H--GTF’ en
concentracién de 2,5 uM, durante 5 minutos a 0° en las condiciones
salinas habituales. El valor de 100 % (cuanco no se agrega ppnGpp) co-
rresponde a 18 pmaoles de H-GTP retenidos por EFl. No se efectud estu-
dio estadistico para trazar la curva.

La unién e 3H-GTP (ae 1000 mCi/mmol) a EF] fue hecha por el ensayo

en filtros ce nitrocelulosa en presencia de concentraciones crecientes
ce ppGpp.

El ppGpp (conacién del Dr. M. Cashel) se clisolvif en Tris-HCI 2,5 mM
pH 7,5y EDTA 0,1 mM en una cancentracion de 10 mM y se guardd conge-

lafio a -20°. En estae concliciones no sufre degracacién,
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sobre 7,5 x ll:l-6 M, éstas se cdisocian, podrfamos concluir que el ppGpp
tiene una mayor afinidad por la forma H que por la forma L. La concen-
tracion de nucleétido de 7,5 x lD_s M es la que se tiene cuando la razon
ppGpp/GTP es 2. De hecho como se veré méas adelante (Tabla X), a

esta concentracidn de 7,5 x ll:l"E M sblo guerla aproximadamente un 25 %

de la forma pesaca cle EF1.

5. Inhibicién ce la unién ce GDF a EF] por ppGpp

Ya gque GDP se une con mayor afinicac a EF1 que GTP, se midio la
competencia en la unidn de GDFP a EF1 por el anélogo ppGpp. Para ello se
empled 3H--l'_“-nDP de ae 1370 mCi/mmol y en una concentracitn final de
2,9 x lﬂ's M. La Figura l4 muestra gque al medir la unidn de 3H--IBDP a
EF1 en presencia ce ppGpp, se tiene casi un 50 X cde inhibicion cuando la
concentracion cde ppGpp es précticamente igual que la de GDP lo que in-
dica que la afinidacl de ambos nuclebtidos por EF1 es muy semejante.

La aclicifn ce la misma cantidad de ppGpp hidrolizado (por trata-
miento con KOH 0,3 N curante 18 horas a 3‘70) no produjo inhikicién ce
la unidn de GDP a EF1,

Como la afinidad de GDP por EFl es 4 veces mayor que la de GTP, y
GDP compite con ppGpp con igual afinidac, se puede suponer gque ppGpp

ceberé unirse a EF1 con una afinicac 4 veces mayor que GTP.
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En la Figura 13 se puece observar que efectivamente la afinidad de
ppGpp por EF1 es mayor que la de GTP en aproximacamente 4 veces. Es
decir, 8 una razon ppGpp/GTP de | la inhibicion es de aproximacramente
un 70 %, bastante mayor que lo que se tencrfa si las afinicdaces fueran
iguales; en esfa caso la inhibicidn serfa de un 50 %.

La inhibicifn tebrica en caso que la afinicac e ppGpp por EF] fuera

4 veces mayor que por GTP serfa ce un 80 %.

6. Interaccibn del dinucleétido pppGpC y anélogos de éste con EFL

Los resultarios descritos en 1a seccion anterior cemuestran gue una
substitucién en la posicién 3' de la ribosa cel GDP no influye en la inter-
accitn e EFI1 con el nucleftido. Este hecho y la presencia de la estruc-
tura 7 me GpppGp.... enel extremo 5' de varios RNA (121,122) nos
incujo a estuciar la posible interaccidn de EF1 con compuestos andlogos
a la estructura terminal 5' ce los RNA. De hecho, el grupo de Blumen-
thal (83) encontré gue una de las subunidaces e la replicasa c'el fago
QP (fago gue contiene RNA como material genético) es el factor ce elon-
gacién de E. coll EFTu. Acemés recientemente, Zimmern (123) cemostro
gue el nuclebdtico del extremo terminal 5' cel RNA del virus TYMV es

GTP.
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Figura 14, Competencia ce GDP y ppGpp por unirse a EF]

La unién ce 3H--[3Dl'—’ (ae 1370 mCi/mmol) a EFl se mice por la cantidac
el nucleftica retenido en filtros ce nitrocelulosa después ce incubar
aproximacamente 100 ug r'e EF1 con H-GODP (2,5 x 1078 M) y cistintas
concentraciones ce ppGpp curante 5 minutos a 0° en las condiciones
habituales usacas para la determinacidn cel complejo binario.

La reaccidn, en un volumen de 0,2 ml, se cetiene por clilucién de 15 ve-

Cl 50 mM y 2-mer-

ces con Tris-HC1 10 mM pH 7,5, MgCl, 10 mM, NH

2 &

captoetanol 1| mM, se filtra en filtros e nitrocelulosa y se cuenta en

un sistema cde centelleo.
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Como andlogo del extremo terminal 5' de los RNA se empled el dinu=-
cleftico pppGpC. La sintesis ce este compuesto y de sus anélogos
npGpC, pGpC v pppGp, fue efectuaca por Simonesits y Tomasz, en Hun-
grfa, mediante el uso cela enzima ribonucleasa Tl en conciciones en gue
la enzima actfia en la reaccin inversa a la hidrélisis cel RNA (124).

En la Tabla IX se analiza la interacci6n de estas dinuclebticos con
el factor ce elongacién EF1 de trigo. Se puece observar gue tanto el
pppGpC como el pppGp son capaces de inhibir la unidn ce GTP a EF1. Lo
mismo ocurre con el dinuclettico difosfato ppGpC; no asf con el cinucled- |
ticlo monofosfato pGpC o el GpC. Es decir, agquellos compuestos que tie- ;
nen 2 o 3 fosfatos en el carbono 5' de la ribosa ce la guanosina interac-
than con EF1 sin importar qué sustituyente haya en el carbono 3' e la

ribosa.

7. Efecto de GTP v nuclebticos andlogos sobre la estructura c'el factor

fe elongacion |

Como se vio en la seccién anterior, la centrifugacion c'el factor
EFl en gracientes ce concentracion e sacarosa permite observar la exis-
tencia fe cos formas del factor ce elongacion capaces de unirse 2 GTP.
Lo mismo se logra al someter EF1 a una filtracion en columnas de Sepha-

dex G-200.
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TABLA IX

Efecto ce dinuclefticos andlogos al GTP en la unitn de 2H-GTP a EFI

3

Exp. Acicion H-GTP retenicos Inhibicién

(pmoles) (%)

1 - 15,85 0
GTP 0 100
rppGpC 0,8l 95
ppRGP 1,55 90

pGpC 16,50 0

2 - 18,03 0
pnGpC (12,5 uM) 6,05 66
ppGpC 1,20 93
GpC 17,50 3

Se incuban 80 ug ce EF1 con 3H-GTP (ae 1000 mCi/mmol), 2,5 x 1[3-6 M
en presencia de los cistintos dinucletticos en concentracion ce 125 uM
(exceptn donce se indica otra concentracién). La incubacidn se efect(a
curante 5 minutos a 0” , se cetiene por cilucién de 15 veces cel volumen

de reaccion, se filtra y se cuenta en un sistema ce centelleo.
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Estucios ce la separacion e EF1 en sus dos formas, después de
incubar el factor con nucleftticos como GTP y GDFP, dieron como resul-
taco la desaparicion de la forma pesada ce EFl como se observa al cen-
trifugar EF1 en graciente ce concentracion de sacarosa en presencia te
los nuclefticdos (Figura 15). La concentracifn e nucle6tico empleada
en la preincubacitn cel factor fue ce 5 x lD-u My se centrifugh en una
graciente ce sacarosa que contenfa una concentracion de nuclebtido cle
9 x 10-5 M ademés rlel medio salino habitual. Mecliante este métacdo se
probé el efecto ce GTP, GDP, GMP, ATP y el nucleftido tetrafosfato
ppGpep (guanosin-5'-difosfato 3' (o 2')-cdifosfato). Como se observa
en la Figura 15, el efecto de resaparicion de la forma pesaca es bastante
especifico ya que no ocurre en presencia de GMP o ATP, La preincuba-
cién con ppGpn también procdujo el mismo efecto como se puere observar
en la Figura 16. Este hecho ratifica la idea de que EF] interactla bésica-
mente con guanosinas que tengan un raclical pirofosfato o trifosfato uni-

do a la posicion 5' de la ribosa.
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Figura 15, Efecto de nuclefticos andlogos el GTP sobre la estructura

de EF1

Se centrifugan 60 ug de EF1 en gradientes de concentracidn de sacarosa
(5 - 20 % p/p) curante 18 horas a 37.000 rpm en un rotor SW 39 (ver
Métocos) cespués de haber sido incubacios durante 10 minutos a o° en
presencia del nuclebtido correspondiente. Se recogen fracciones cde

6 gotas cada una y se analiza la capacidad de retener 3H-GTP en filtros
re nitrocelulosa por incubacién de 0,1 ml de cada fraccidn con 3H-GTF‘
(ae 1000 mCi/mmol) 2,5 x 10" M durante 5 minutos a 0°. En los casos
en que la graciente contenfa GTP o GDP se consicers la dilucién causaca
por el nuclebtico frio.

El gontrol empleaco para mecir el efecto de GMP y ATF es distinto que el
usario al mecir el efecto de GTP y GODP. En los casos en que se midié el
efecta ce GMP y ATP no hubo disociacion respecto a los controles.

La reaccién se cetiene por cilucién de 15 veces cel volumen rle reaccian
con una solucidn salina, se filtra en filtros de nitrocelulosa y se cuenta

en un sistema e centelleo.
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Figura 16. Disociacidn ce EF] en presencia de ppGpp: enélisis por

centrifugacién en gradiente de sacarosa.

Se preincuban 60 ug ce EF1 con ppGpp (5 x ID—“ M) durante 10 minutos
a 0°y el volumen ce reaccién se centrifuga curante 18 horas a 37.000
rpm en un rotor 8W-39 en una gradiente ce concentracion de sacarosa
(5 - 20 % p/p) (ver Métodos) gque contiene ppGpp a lo largo rle toca la
grariente en una concentracién re 5 x 10-5 M. Se recogen fracciones
e 6 gotas y se analiza la presencia de EF] por la actividad ce retener
3H---GTP en filtros de nitrocelulosa, incubando 0,1 ml de caca fraccion
con “H-GTP (ae 1000 mCi/mmal) 2,5 x 10~% M curante 5 minutos a 0°.
La reaccién se cetiene por cilucién ce 15 veces cel volumen c'e reaccién
con una solucibn salina, se filtra en filtros de nitrocelulosa y se cuenta
en un sistema cde centelleo.

El célculo ce los pmoles ce GTP retenidos considera la cilucion causaca

por el ppGpp que, como se vio, interact(a también con EFL.
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8. Transformacién c'e la especie EF1 pesaca en liviana

Se aisld la especie EF1 pesaca libre de la liviana meciante una gra-
diente ce concentracién de sacarosa (5 - 20 % p/p) preparativa (ce 25
ml, empleandno un rotor SW-25). La recentrifugacian de esta forma en
las mismas condiciones demostrd gue estaba libre ce la especie liviana
(Figura 17 A); la incubaciény centrifugacifn ce esta fraccién en pre-
sencia cle GTP en concentracion de 5 x 10-5 M provact una disociacion
ce la forma pesaca en liviana, como se observa en la Figura 17 B. Esto
cemuestra que la desaparicion ce la forma pesada no se rfebe a una inac-
tivacién por GTP sino que a una transformacion en la forma liviana. 5in
embargo, como se observa en la Figura 17, esta conversifn no es total
como ocurre al preincubar una fraccidn que contiene EFIL v EFlH juntos
con GTP, lo que pocria deberse a la necesicad de que esté presente el
factor més liviano o ce que algln factor de bajo peso molecular estimule

esta conversion.

9. Efectn re la concentracidn de GTP en la disociacién de 1a forma

pesada de EF1

Se efectuaron centrifugaciones ce EF1 en gradientes cle concentra-
cifn de sacarosa con distintas concentraciones de GTP y se micid la

canticac relativa de EF1 pesaco que se disocia.
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Figura 17. Disoclacion por GTP de EFlH alslaco

EFlH se aisla mediante una gradiente preparativa de toncentracion de
sacarosa (5 - 20 % p/p) que se centrifuga en un rotor SW-25 durante

24 horas a 24.000 rpm. Las fracciones que contienen activicac de EFlH
se juntan y se precipitan entre 0 y 80 % de saturacion con sulfato c'e amo-
nio. 100 ug ce esta fraccidn se centrifugaron nuevamente en una gracien-
te entre 5 y 20 % de concentracion ce sacarosa clurante 18 horas a 37.000
rpm en un rotor SW-39 en ausencia ce GTP (Figura 17 A) y en presencia
ce 5 x 107> M de GTP (Figura 17 B); en este caso EF1, se preincuba du-
rante 10 minutas a 0° con GTP 5 x lﬂ-h M.

Se recogen fracciones ce 6 gotas caca una y se analiza la actividad de
EF1 por su capacicac para retener 3H-GTF' incubancn 0,1 ml cle cada

fraccidn con 3H-ETFJ (ae 1000 mCi/mmol) 2,5 x ll:l"G M durante 5 minutos

a0”.
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La Tabla X muestra la cantidac ce EFlH remanente al preincubar
EF] con concentracinnes crecientes de GTP consiceranco un 100 % la suma
ce EFlL + EFlH existente en caca caso. La forma pesaca se disocia en
un 80 % shlo con concentraciones ce GTP mayores que 1 x 10_5 M aln
cuandn la concentracién cde GTP necesaria para unirse al factor es ce
2,5 % lt]"ls M (Figura 9). Es cecir, se reqguiere una menor concentracion
fe GTP para unirse a EF1l que para cisociar EFl. Este hecho se comprabd
preincubancio EFI con 3H---GTF’ en una concentracidn de 2,5 x 10-6 My
centrifugénciolo en una graciente cle sacarosa que contenfa 3H-L‘:‘TF en la
misma concentracién a lo largo ce toda la graciente. Les fracciones de
la graciente se filtraron directamente en filtros ce nitrocelulosa. En
la Figura 18 se observa gue a esta concentracion de GTP aparecen las
dos formas de EF1; es decir que la unidn de GTP por sf sola no es capaz

de disociar el factor ce elongacién ya que hay moléculas ce EFlH que

sedimentan como tales y sin embargo tienen GTF unico a ellas.
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TABLA X

Efectn ce la concentracidn ce GTP en la disociacion de EF1

(GTR) x 105 M EFl, = remanente
H

(%)
0 52
0,05 53
0,25 45
1:0 23
5,0 0

El factor EF1 (50 ug) se incuba con concentraciones crecientes ce GTP

y se analiza su cisociacién por centrifugacion en gradientes ce concen-
tracifn de sacarosa, entre 5 y 20 % (p/p) en las condiciones cescritas
en Métodos.

La cantidacd de EFIH presente cdespués e la centrifugacian en la gradien-
te ce concentracién de sacaraosa se mice como porcentaje cel total de
actividad ce unién a GTP (100 ¥ corresponce a la cantidac ce GTP unida
por EF1L+ EFlH en presencia re las distintas concentraciones re GTP).
La activicad ce las c'os especies de EF1 se mide por la capacicacd ce las

fracciones e la graciente cle sacarosa para retener 3H-GTF’ en filtros

ce nitrocelulosa.
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Figura 18. Existencia c'e las clos formas ce EFl en concentraciones

bajas de GTP

Se incuban 100 ug e EF1 con 3H-GTF’ a una concentracidn e 2,5 x llll"6

M curante 10 minutos a D° v se centrifugan en una graciente cle concen-
tracién de sacarosa (5 - 20 % p/p en solucidn salina) durante 18 horas a
37.000 rpm en un rotor SW-39 que tiene la misma concentracion de
3H-[3TP a Io largo cel tubo. Se recogen fracciones de 6 gotas, se dilu-
yen con 3 ml de una solucién de Tris-HCI 10 mM pH 7,5, Mt_:;II:l2 10 mM,

NHQCI 50 mM y se filtran directamente en filtros ce nitrocelulosa.
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CAPITULD II11

INTERACCION DE EF1 CON AMINDACIL-tRNA EN PRESENCIA DE GTP

1. Aislamiento vy cuantificacidn del complejo ternario

la) Cuantificacién del complejo ternario (EF1: GTP.: aa-tRNA). La

interaccién del factor de elongacién | con aminoacil-tRNA requie-
re la unién previa del factor proteico a GTP formancio el complejo
binarin (EF1: GTP). Sin embargo, el complejo ternario (EF1: GTP:
: aa-tRNA ), a diferencia cel binario, no es retenido en filtros de
nitrocelulosa por lo que su cuantificacion se puece realizar mi-
dienco la disminucidn de raciactividad ce 3H—GTF proveniente cel
complejo binario retenico en el filtro (Figura 19). Como se obser-
va en la Figura, la unién ce GTP y de fenilalanil-tRNA al factor EF]
es estequiométrica ya que una molécula de l£+C-i"en-tRNH titula a

e _tenilalanil-tRNA

une molbouls del complads (EF1 3 “H-GT8). €l
solo o con EF1 no es retenico en el filtro. Se emplea aa-tRNA ra-
diactivo para cuantificar la cantidad agregacda. Como el ll"li-i’enil-

alanil-tRNA libre y el complejo (EF1: 3H--GTF' : M

C-fenilalanil-tRNA)
no son retenicos en el filtro de nitrocelulosa, no es necesario con-
tar la coble marca; s6lo se mice el 3H-GTF1 que forma parte cel

complejo binario. Al emplear tANA praoveniente de fenilalanil-tRNA

no se forma comnlejo ternario lo gque corrobora datos ce Ravel (62)
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Figura 19. Cuantificacién cel complejo (EF1 : GTP : fenilalanil-tRNA)

en filtro re nitrocelulosa.

La formacién del complejo ternario se efectda por incubacion de 3H-GTP

lL*l::—ﬁanilalemil-tﬂl\hﬂ-\ (ae 100 mCi/mmol)

(ae 1000 mCi/mmol) 2,5 x 107° M,
y aproximaramente 80 ug de EF] durante 5 minutos a 0°. La reaccifin se
cetiene por rilucifn de 15 veces del valumen de reaccion con solucion
Tris-HCI 10 mM pH 7,5, Mgl:Il2 10 mM, NHL}E‘.I 50 mM y 2-mercaptoetanol

1 mM, se filtra répicamente en filtros c'e nitrocelulosa y se cuenta en

un sistema cle centellea,
14
g0 con C-fenilalanil-tRNA

J—— oo tRNA fesacilaco
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y Garcon (67) en E. coli y ce Jerez y colaboracores (75) en trigo.

1b) Atslamiento cel complejo (EF1 : GTP : as-tRNA) por columnas

de filtracifén molecular. El complejo (EF1 : GTP & 3H--fenlit—::lanli-—

-tRNA) se aislé por filtracién en columnas ce Sephaclex G-200 ya
gue la unifn c'el tRNA al factor e glongacion procuce un complejo
con un peso molecular aproximaco de 95.000 lo que permite que
eluya antes que el aminoacil-tRNA libre (pesn molecular 25.000).
La Figura 20 muestra que al Incubar EF1 con GTP y “H-fenilalanil-
tRNA y aislar el complejo ternario, éste eluye antes que el fenil-
alanil-tRNA libre cuyo volumen de elucién esté indicac'o por la
flecha (gréfico inferior). Cuando el aminoacil-tRNA, en cambio,
se incuba con EF] en ausencia fe GTP no se forma el complejo
termario y el 3H-i’anilalanll-—tl’%Nf-’- eluye en la misma posicién que

el tRNA libre (parte supericr ce la Figura 20).

2, Activicar ~e las cos formas ce EFl en la formacian el complejo ter-

nario
Las formas liviana y pesaca cel factor de elongacién difieren enor=-
memente en su reactividacd frente al aminoacil-tRNA y GTP para formar el
complejo ternario. En la Figura 21 se puece observar gue EFIL tiene una
mayor capacidad gue EFIH para interactuar con fenilalanil-tRNA en pre-

sencia de GTP. EF]L une GTP y aminoacil-tRNA en forma estequiométrica;

109




pmoles de *H-fen— tRNA

| |

40 60 80 100 120

Volumen ( ml!)

Figura® 20

©

110

140




Figura 20. Aislamienta del complejo ternario (EF1 : GTP : fenilalanil-

~-tRNA ) en columnas de Sephaclex G-200

El factor ce elongacién se incuba con 3H-fenllalanil-—tRNPA y GTRPy se
aisla en Sephacex G-200 como se describe en Métoros. Cuanco se incu-
ba con GTF, se agrega acemés el nuclettico en la solucién de elucion de
la columna en concentracion de 7,5 x 10™" M.

Se recogen fracciones ce 1 ml con un flujo ce 36 ml/hora.

El complejo ternario y el fenilalanil-tRNA libre se miden por precipita-
cifén con TCA frio al 5 %, se filtra en filtros de fibra de vidrio y se

cuenta la radiactivicac proveniente rlel 3H—fenilalanil—tRNR.

La flecha indice el volumen de elucidén cael tRNA libre.
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Figura 21. Capacidac de las cos fracciones ce EF1 para formar complejo

ternario

Las r'os formas r'e EF1 se separan por centrifugacitn en gradiente de
onncentracidn de sacarosa (ver Métacos); las fracciones con activi-

cac ce EFl, y EF1_, se precipitan entre Dy 80%ce saturacidn con sulfato

L

fe amonio. Se analizf una misma canticad ce EFlL y EF!H (capaz cCe unir

H

2,6 pmoles de 3H—GTP cada una) en su capacicac para formar el comple-
jo ternario, incubéncolas con 3H-EiTP (ae 1000 mCi/mmol) 2,5 x lD'E M
v ll‘l'.‘.-1’eru-t’.l7ill\llﬁ\; el ensayo se mide por filtracion en filtros de nitroce-
lulosa. La cantidad de complejo ternario se mide por la diferencia ce
pmoles e 3H—BTF’ retenicos en el filtro al no agregar fen-tRNA y al

agregar cistintas concentraciones cel aminoacil-tRNA,
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no asf{ EF!H cuya afinicar! par el aminoacil-tRNA gs mucho menor.

3. Proteccidn de la desacilacidn cel aminoacil-tRNA al formar parte cel

complejo ternario

La incubacitn del aminoacil-tRNA en presencia ce la aminoacil-
tRNA sintetasa respectiva estimula la resacilacion del aa-tRNA segln 1a

reaccion

aa-tRNA + AMP 4+ PPi —— aa + tRNA + ATP

Seglin este esquema, por lo tanto, la cesacilacién catalizada por
estas enzimas cebe estimularse por la acicion e pirofosfato.

Se mirid la cesacilacién de l""l.'.“.--tr-ecmll-tRNﬂ por incubacifn con
treonil tRNA sintetasa curante 15 minutos a 30°. La presencia de la sin-
tetasa provoca una desacilacifn de més cle un 40 % del treonil-tRNA; sin
embargo, si el treonil-tRNA esté formanco parte cel complejo ternario
(EF1 : GTP : treo-tRNA), no se produce cesacilacion cdel aa-tRNA (Tabla
X1). Se observa una pequefia cesacilacion rlel treonil-tRNA en presencia
rle EF1, sin GTP, rebico probablemente a contaminacién del factor de elop-
gacién con algo e treonil tRNA sintetasa.

La acicién de EF1 solo o e GTP solo, no protegen la desacilacion

por la sintetasa.
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TABLA XI

Desacilacifn ce treonil-tRNA por accldn de treonil-tRNA sintetasa

Exp. Adicibn lhB—tremnIl-tRNi—\ Desacila-

remanente (pmoles) cién (%)

1 Ninguna b | 0
EF1 3,3 2.5
EF1 + GTF 3,9 0
tre-tRNA sintetasa 2l L4
tre-tRNA sintetasa + EFl - 2,1 Li
tre-tRNA sintetasa + EF1 + GTP 347 0

2 Ninguna L,b 0
tre-tRNA sintetasa 2y5 43
tre-tRNA sintetasa + GTP .5 L3

La incubaciftn cel luG-trennil-—tﬂNH se realiza en presencia de Tris-HCl
80 mM pH 7,2, I'VIgI:l‘2 10 mM, AMP 1 mM, PPi | mM y en los casos indica-
dos, GTP 0,1 mM, 10 ug e treonil-tRNA sintetasa purificada ce higado

de rata, preparada comn se describe en Allende y colatoracores (125)

y 450 ug ce EF] de trigo parcialmente purificaco. En experimento ]l se

incuba 15 minutos a 30 y en experimento 2, 30 minutos a 30°.
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4, Propiecaces ce un metionil-tRNA como .iniciador ce la sintesis proteica.

En sistemas bacterianos la sintesis proteica se inicia por la union
con el ribosoma de un metionil-tRNA que tiene el grupo amino formila-
do (126).

En células eucarifticas se encontraron rlos especies citoplasmé-
ticas ce metionil-tRNA gue reconocen el mismo triplete AUG, vy se penad
gue una de ellas pocria actuar coma iniciador de la sintesis proteica.

Para estudiar esta posibilidac se prepard met-tRNA de trigo vy se
separaron las fos formas del metionil-tRNA en una columna cle DERE-ce-
lulosa benznilaca (104). En la Figura 22 se observa el fraccionamiento
cel metionil-tRN~ en sus 2 especies que inicialmente fueron llamacas

met-tRINF \1, v met=tRNA_ y que como se verf més adelante corresponce-

2
rfan al met-tRNA iniciador y met—tRNAm respectivamente.

El primer pico de raciactividad que eluye muy temprano en la
columna corresponde a 3H-metinnlna libre proveniente ce la desacilacin
del 3H—met-tRNl—\. El tRNA se eluyd con una graciente lineal de NaCl
entre 0,4 y | My las dos especies de metionil-tRNA eluyeron con concen-
traciones de NaCl ce 0,7 y 0,9 M respectivamente.

Cuancio se aminoacilé el tRNA ce trigo con metionina y se empled

como fuente ce sintetasas una fraccion enzimética de E. coli sblo se

cargd una de las especies ce tRNA de trigo con metionina. Para anelizar
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Figura 22. Fraccionamiento ce 3H—metinnil-tHNF\ de trigo por cromato-

graffa en columna c'e DEAE-celulosa benzoilaca.

La columna f'e DEAE-celulosa benzollada (1,5 x 35 cm) se equilibra con
snlucidn c'e NaCl 0,4 M, Mgl:lz 0,0l M, acetato cle potasio 0,01 M pH
5,2 y 2-mercaptoetancl 0,005 M. El 3H—-met—tRNF\ aminoacilacdo como se
cescribe en Métocos se coloca en la columna y se eluye con una gra-
diente lineal de NaCl entre 0,4 y 1,0 M en la misma solucibn, (400 ml
fe cada una). Se recogen fracciones de 10 ml y se analizan alfcuotas ce

0,1 ml conténcolas cirectamente en 5 ml re solucién de Bray (105).
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este hecho se cargd tRNA de trigo con ll*l::-rnns:tll:mlma y con sintetasas ce
E. coll y se fracciond en una columna ce DEAE-celulosa benzoilada con-
juntamente con un 3H-metionil-tRNF\ rle trigo cargario con sintetasas ce
trigo vy que, por lo tanto, contiene las dos formas del met-tRNA esterifi-
carlas con metionina., En la Figura 23 se observa el fraccionamiento en
DEAE-celulosa benzoilada cel H-met-tANA y | C-met-tRNA cargados con
sintetasas de trigo v ce E. coli respectivamente; como se puede ver en
la figura, la raciactividad cel ll'l:--rnet-i:RNf-‘« aparece sdlo en el primer
pico gue corresponce al met—tRNP\I lo que indicarfa que existe una gran

especificicad en las aminoacil-tRNA sintetasas de E. coli para reconocer

los tRNA de trigo.

5. Formilacion de las cos especies ce metionil-tRNA de trigo

Para estuclar el posible rol iniciador de alguna ce las dos formas
de metionil-tRNA de trigo se intentd formilarlas enziméticamente ya que
era probable que la especie iniciacora uniera el grupo formilo, como su-
cede en sistemas bacterianos. Para la reaccion de formilacién se empled

5’Iu-metenll-qu-—tetrahic‘.r‘nfnlatn y una enzima transformilasa presente

N
en un sobrenacante c'e una centrifugacion a 105.000 x g proveniente ce
E. coli ya que la fraccion citoplasmética de germen ce trigo no contiene

gsta enzima,
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Figura 23, Fraccionamiento de 3H-matlnnll-tRNP~ de trigo (amincacilado
con sintetasas de trigo) vy MC—metlnnli-tRNﬁ. de trigo (amino-
acilato con sintetasas de E. coli) en una columna de DEAE-ce-

lulosa benzzilada.

Los 3H-met-tRNF\ (ae 1000 mCi/mmol) vy l“I::--rnet-\‘.Rl\M:'u (ae 100 mCi/mmal)
se mezclan y se cargan en una columna de DEAE-~-celulosa benzoilaca

(1,2 x 20 cm) equilibraca y elufca en las mismas condiciones descritas
en la Figura 22, Se recogen fracciones de 5 ml y se analizan alfcuotas
de 0,1 ml directamente en 5 ml ce solucién de Bray con el contacor call-

brado para retectar la coble marca raciactiva.
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La formilacién se mice por la incorporacion de MC-furmila en el
_ 5,10 14
grupo amino libre de la metionina a partir rfle N -metenil-" C-tetra-
hicrofolats. Como se observa en la Tabla XII, ninguna ce las dos espe-~
cies ce met-tRNA cle germen rle trigo incorpor6 ll'l:‘.-i’m"milcl. Sélo el
met-tRNA, ce E. coli vy el met-tRNA no fraccionado e E. coli se formi-

f

laron.

6. Interaccidn entre EFl, GTF vy metionil-tRNA de trigo

Asf como el factor de elongacion EFTu ce E. coli es Incapaz de
formar un complejo ternario con el matianll-tRNAf (la especie iniciadora
que se formila)(63), se postuld gque la especie iniclaciora de la sintesis
proteica en eucarliontes tampoco pocria formar un complejo estable con
EFl y GTP, Es as{ como, a pesar ce que ninguna de las dos especies de
met-tRNA de trigo se puede formilar, se penst que una de ellas podria
actuar como iniclador de la sintesis proteica. Para analizar esta posibi-
licad, se cetermind si habfa interaccifn re cara una de las especies ce
metionil-tRNA de trigo con EF1 y GTP,

Se Incubd met-tRNA vy met-tRNA 2 (o met-tRNA

1 Vv rnet—tRNf-\m)

i
con EF1 y GTP en las condiclones cescritas en Métodos y se separaron los
pnsibles complejos ternarios por filtracién en Sephadex G-100. En la

Figura 24 se observan los perfiles e elucibn de los cistintos experimen-

tos en que se empled met-tRNA, o met-tRNFam.

i
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TABLA XII

Farmilacion de met-tRNA con transformilasa de E. coli

Exp. tRNA empleaco lt'l:-formlln incorpora-
do (cpm)
I met-tRNA de E. coli (8 pmaoles) 320
met-tRNF‘\m de E. coli (9,2 pmoles) 59
tRNA total cesacilaco ce E. coll
(2 UAZGD) S
2 met-tRNA no fraccionado de E. coli (20 pmoles) 304
met-tRNA no fraccionado cde trigo (23 pmoles) 25
n'u;zt-i'.l‘\’l\lafi\i de trigo (24 pmoles) 32
met—tRNr’%m e trigo (22 pmoles) 31
sin tRNA L2

La reaccidn se efect(la como se rescribe en Métodos, con una incubacién
cle 30 minutos a 37(’, se detiene por precipitaciéon con TCA frioal 5 %,
se filtra en filtros cde nitrocelulosa y se cuenta en su sistema de cen-

tellen.
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Figura 24, Aislamiento del complejo ternario (EF1 : met-tRNA : GTP)

por filtracién en gel.

Este complejo se filtra en una columna de Sephacex G-100 (1,45 x 55 cm)

equilibraca con cacodilato de socio 50 mM pH 7,0, MgEl2 10 mM, NHL'DI

150 mM, 2-mercaptoetancl 1 mM y GTF 75 uM que se lava con esta misma

solucidn salina (Flujo 10,8 ml/hora). El complejo ternario se forma por

incubacion curante 10 minutos a 0° de 100 ug de EF1, 40 a 100 pmoles ce
met-tRNA, GTP 150 uM, cacocdilato de sodio 50 mM pH 7,0, Mgl:lz 10mM,

NHACI 150 mM, ditiotreitol | mM en un volumen total de 1 ml. Se toman

alfcuotas de | ml y se precipitan con TCA al 5%, se filtran en filtros de

fibra cle vidrio y se cuentan en un sistema r'e centelleo.

A: volumen e elucifn de EF1 medico por su capacidad de union a 3H—[3TP
o—u0 y volumen de elucién del tRNA libre determinacio por filtra-
citn re laE-fen-tRNP\, pm———— o

B: Incubacién ce EFI con 3H-mat—tRNHm en presencia (o——u) 0 ausen-
cia (p===-=, \) ce GTP, medido por precipitacién con TCA al 5 %.

C: incubacién e EF] con GTP y met-tRNA‘i
D: incubacibn e EF1 con GTP, con 50 pmoles ce 1L’IZ:--mts:i:--f.Rl‘\lH1 y con
50 pmoles ce 3H-mat--tRl’\le a la vez. Las alicuotas cde 0,1 ml se

precipitan con TCA al 5 % y se cuenta la rioble marca en un sistema

cle centelleo.
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La Figura 24 A es una normalizacidn ce la columna; se nbserva
que el factor EF1 meclico por su capacicac ce unir 3H-GTP eluye bastante
antes que el tRNA litre, el cual se micid por precipitacian ce u'I'_':-f’enil-
alanil-tRNA con TCA frio al 5 %. La Figura 24 B muestra el complejo for-
macio entre met—tRNF\m, GTP y EFl. En ausencia ce GTP no hay interac-
cién entre EFl y el met—tRNP\m. En cambio, el n’uat-tRNf—'\i no forma com-
plejo ternario con el factor de elongacion y GTP (Figura 24 C) y toda la
raciactividac eluye en el volumen corresponciente al tRNA libre. Cuando
se incubb met-tRNA i marcacio con ll‘\CZ v met-tRNAm marcacio con 3H, con
EF1 en exceso y GTP, y se analizaron en un mismo experimento, se obser-
vh claremente que solo el met—tRNF\m es capaz c'e formar el complejo
ternario (Figura 24D).

Estos resultar'os demuestran que no hay formacién ce un complejo
estable (EF1 : GTP : met-iRNP\i) por lo que es probable que, por analogfa
can lo que ocurre con E. coli, el met-tRNF-‘i tenga propiecades de Inicia-
cor de la sintesis ce protefnas (127). En E. coli el met-tRNA, no inter-
actia con los factores ce elongacion pero s{ lo hace con los factores de
iniciacién de la sintesis proteica (128).

Sin embargo, un estucio hecho por Richter y Lipmann (129) sobre

la formacibén cel complejo ternario con EF1 ce levacura, GTP y los met-

tRNA e levacura en que micieron la formacion de los complejos por
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filtracidn en columnas ce Sephadex G-50 clemostrd que ambas formas ce
met-tRNA son capaces de interactuar con EFl. Este hecho nos llevd a
gstucliar la estabilidad ce los complejos (EF]l : GTP : met-tRNPui) y
(EF1 : GTP ¢ met—tRNRm) de trigo pues era probable gue el complejo con
met-tRNA ; 58 formara pero no fuera posible aislarlo por su baja estabi-
licad ya que la filtracién en columnas de Sephacex G-100 demora alrece-
dor cle 5 horas.

Para estuciar la formacién ce ambos complejos se empled el mé-
tado de cuantificacién del complejo ternario en filtros de nitrocelulosa,
que por ser un métoco répico ce anélisis, permite cetectar los complejos
ce baja estabilidacd. Con este tipo cle ensayo se observb gue ambas espe-
cies -le met-tRNA forman el complejo ternario con EF1 y GTP lo que pare-
cerfa indicar que difieren en estabilicac y que en columnas de Sephacex
G-100 el complejo con el met-tRNA iniciacor se degraciarfa y no es posi-
ble aislarlo (130).

En la Figura 25 se observa la formacion de ambos complejos detec-
tacos en filtros ce nitrocelulosa. Como se puede ver, las pendientes son:

1,0 para el met-tRNf-‘\m y 0,59 para el met-tRNA _, lo gue incica que los

I!

complejos cifieren en estatilicac o positlemente pocdrian tener distinta

afinicad por el factor EF1 ya que la unibn el met-tRNA, y ce GTP al fac-

I

tor no es estequiométrica.
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Figura 25, Interaccibn de las dos especies de mlat-i:FlNﬁ.met can EF1 y

GTP medido por retencién en filtros de nitrocelulosa.

Se forma el complejobinario por preincubacion en 0,2 ml de 20 ug e
EFly lb'E-—GTP (ae 374 mCi/mmol) 3 uM, en Tris-HCI 10 mM pH 7,5,
lVlgCl2 I0mMy NHhEl 50 mM durante 5 minutos a 0° , fespués de lo cual
se agrega 3H—met-tﬁNF«m o 3H-met—tRNﬁ.i (ae 3470 mCi/mmol) y se
incuba 5 minutos a 0% La reacci6n se detiene en la forma habitual y la

raciactivicdad ce ll'[:—IBTF‘ retenicdo se cuenta en un sistema e centelleo.
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7. Especificidad ce EF] de trigo para interactuar con met-tRNA heterd-

logos.

Se estucid la especificicac de EF1 de trigo para interactuar con
otros met-tRNA analizando la capacidac de formar complejo ternario con
las cios especies cde met-tRNA ce E. coli en presencia ce GTP. Para ello
se incubf EFl ce trigo con GTP y lhB—met—tRNAm ce E. coli ocan ll’f::-m\ezt--
tRNA, de E. coll, este Gitimo sin formilar y se analizd la formacion cde
complejo ternario por filtracién en Sephaclex G-100. En la Figura 26 se
observa que EF] puece formar complejo ternario con ambos met-tRNA de

E. coll lo que indicarfa que la protefna EF1 rfe eucariontes no es capaz cde

distinguir las ciferencias estructurales ce los tRNA heterblogos.

8. Especificidac ce EFTu re E. coli para interactuar con met-tRNA

homélogos v heterblogos

As{ como el factor EF1 de células eucaridticas no tiene capacidac
para distinguir entre cos especies ce met-tRNA de E. coli, el factor ce
elongacidn EFTu de E. coli puede distinguir entre las dos formas de
met-tRNA de eucariontes y por ello, sblo forma complejo ternario con

el met-tRNiZ«m de trigo.
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Figura 26. Formacidn ce complejo ternario con EF1 e trigo y las cos

especies re met-tRNA cde E. coli

Se incuban 80 ug ce EFI de trign con GTP y met-tRNA e E. coli v se
analiza la formacion ce complejo ternario por filtracion en Sephadex
G-200 en las condiciones habituales. Les caracter{sticas de la colum-
na son las mismas que las c'escritas en la Figura 25. La formacian cel
cemplejo ternario se mice por precipitacién de las fracciones ce la

columna con TCA al 5 %.
A: incubacifn con 120 pmoles de ll’I::--rmat--tRNF\m cde E. coli

B: incubacién con 40 pmoles de th-—met—tRNF\f ce E. coli
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Figura 27. Interaccién ce EFTu ce E. coli con distintas especles ce
met-tRNA medica por la capacicad de formar complejo terna-

rio.

Se mire la especificicad de EFTu por su capacicad para formar complejo
ternario con los met-tRNA homéalogos y met-tRNA heterdlogas por filtra-
cién en Sephadex G-100 (ver conciciones en la Figura 25), por incuba-
cibn ce 40 ug ce EFTu ce E. coll con GTP (150 uM).

A: ll‘[:-m.et-tl'w!t\h‘f%m ce E. coli (100 pmoles)

B: H-met-tRNA_ de E. coll (50 pmoles)

C: mC—met—tRNF\m ce trigo (50 pmoles)

D: lL‘ll:-mrat--tRNP.I ce trigo (50 pmoles)

Las flechas incican el volumen ce elucidn de EFTu de E. coll
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Para estucliar esta especificicad el factor de elongecion de E.
coli, se prepar EFTu seg(n la técnica de Ravel y calaboracdares (131) vy
se midifd la interaccibn el factor con las dos especies re met-tRNA de
E. colly de trigo por formacién de complejo ternario en Sephadex; como
ara e esperar, EFTu distingue entre el met-tRNFxm v met:-!:i't‘Nvfkf homalo-
go y no forma complejo ternario con la especie iniciacora (Figura 27 A
y 27B). Pero acemés se nbservt gue también es capaz e distinguir en-

tre el met-—tRNﬁm y el met-tRNA de trigo y sblo forma complejo ternario

i
con el primern e éstos (Figura 27C y 27D).

El hecho de que EFTu de E. coll puere cistinguir entre los met-
tRNA ce células eucarifticas y el factor EF1 c'e trigo no sea capaz de di-
ferenciar entre las formes de met-tRNA de proceriontes puece ceberse a
que EFTu tenga una mayor especificidac por sus sustratos que EF1. Sin
embargo, como normalmente una de las especies r'e met-tRNA ce E. coli
actie en la sintesis proteica con su grupo amino formilaco y no as{ las
dos formas ce met-tRNA e trigo, se puede pensar que existe una mayor

fiferencia estructural entre el met-tRNP\m y el met-tRNf-\l de trigo v

que éste sea la razfn rel reconocimienta diferencial de EF1 y EFTu.
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9. Unién de metionil-tRNA a ribosomes en presencia cel triplete RUG

Para corrnborar la propierard de iniciador del metir:mil--tRl\hf’si se
estucis la interaccién de ambas formas de met-tRNA de trigo con riboso-
mas re trigo en presencia cel triplete ApUpG. El trinucleotido AUG se
prepard partiendo ce un cimero y agregando otros nuclebticos, emplean-
do la polinucledtido fosforilasa, segln el métado de Thach (132); la unién
de los met-tRNA a los ribosomas se efectud en las mismas conciciones
gue la unidn no enzimética fen-tRN/A a ribosomas en presencia ce poli U,
es decir, a una concentracion ce Mg'H alta (20 mM) (ver Métoclos).

La unién de los met-tRNA a ribosomas cemostrd que efectivamen-
te existe una mayor efinidac fe la especie iniciaclora por los ribosomas
que la que presenta el met—tRNFAm (Tabla XIII).

Estucios posteriores efectuacos por Richter y Lipmann (129) de
la unitn e las cos especies ce met-tRNA a ribosomas en presencia de
AUG catalizada por el factor ce glongacién demostraron gue en estas

conciciones se estimula la unibn re la especie ne iniciadora, met-—tRNF\m.

10. Especificidad rle la interaccion ce EF1 y GTP con los distintos amino-

acil-tRNA
En contraste con el hecha de que existe una aminoacil-tRNA sin-
tetasa para caca aminnécico, el factor e elongacitn es el mismo para

tacns los eminoacil-tRNA. Sin embargo, hemos observaco gue hay
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TABLA XIII
Unién ce los fiferentes metionil-tRNA cle trigo e ribosomas ce trigo

en presencia del triplete AUG

Sistema pmoles ce met-tRNA unicos
met’.-tRNFii met-tRNA »
Completo 0,42 o,ll
- AUG 0,08 0,07
- ribosomas 0,04 0,05

La reaccién se efectla tal como se cescribe en Métodos. Se emplea
3H-met-tRN+’-‘\ (ae 1000 mCi/mmol) separarcio en c'os fracciones por cro-
matograffa en DEAE-celulosa benzoilaca,

Se emplean 2,5 UA fe ribosomas y 1,3 pmoles ce cada especie ce

260
met-tRNA por ensayc. La reaccibn se realizd con una concentracién ce

Mg++ e 20 mM para medir espec{ficamente la uniGn no enzimética cel

metionil-tRNA a los ribosomas (94).
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diferencias en la afinidacd de EF1 para los ciferentes amincacil-tRNA ,

Para estuciar este fendmeno hemos analizaco la Interaccibn ce
2 aminoacil-tRNA (empleanco aminoécirios marcacos con is6topos rife-
rentes) con EF1 y GTP de modo de medir la afinicar relativa ce ellos por
gl factor ce elongacién. Para ells se incubaron fos aminoacil-tRNA en
igual concentracion con una canticad limitante ce EF1 y con GTP curante
5 minutos a IJO y se micih la canticac de ambos complejos ternarios for-
mados, por aislamiento en columnas de Bio-Gel P-150. El complejo
(EF1 : GTP : aminoacil-tRNA) eluye antes que el aminoacil-tRNA libre.
La Figura 28 muestra los perfiles ce elucién de cistintns pares de amino-
acil-tRNA al ser incubacos con EF1 y GTP.

En la Figura 28A se incubd lhc-fanllalanll—tRNF\ y 3H-metinnil-
tRN:‘-\I (100 pmoles ce caca una) con EF1y GTP. El 1'1191;--t[~'!N.C‘1i es el
aa-tRNA iniclador ce la sintesis proteica y no interacta con EF1 en pre-
sencia de GTP, por lo que la mayor parte ce la racdiactivicad proveniente
cel 3H-met-tRNF\ i eluye como eminoacil-tRNA. El pequefio pico que se
observa en la zona de elucién cel complejo ternario se cebe probable-
mente & una contaminacién del met-tRNA[ con la otra especie no Inicia-
cora, met-tRNF\m.

La Figura 288 muestra la competencia entre 1!'*L':-fna’nllalar'lll--tRNﬁt

y 3H-rnet-tRNAm por unirse a EF1 y GTP. Se observa gue la razén
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Figura 28. Esturlio comparativo de la afinicad ce EF1 por cistintos amino-
acil-tRNAs mecidos por la formacidn de complejo ternario,

aislacio por filtracién en gel.

Los fiferentes complejos ternarios se filtraron en una columna ce Blo=
Gel P-150 (1,5 x 60 cm) eguilibracia con Tris-HCl 10 mM pH 7,5, Mr_:]IZ‘.I2

10 mM, NH, C1 50 mM, 2-mercaptostancl 1 mM y GTP 75 uM,

4
El tRNA de trigo se aminoacila con los distintos aminoécidos raciactivos
empleanco como fuente de sintetasas una fraccién parcialmente purifi-
cera ce trigo.

En caca caso se agrega EF1 cde trigo en cantidaces limitantes (suficiente
para unir 100 pmoles ce GTP) con GTP 150 uM y rlos aminoacil-tRNA (100
pmoles c'e car'a uno) marcacos con distinto isbtopo. La columna se eluye
con la misma solucibén empleada para equilibrar la columna y se recogen
fracciones ce | ml.

Las fracciones cle analizan por precipitacian con TCA al 5 %, se filtran

y se cuentan con el contacor calibrado para cetectar la c'oble marca de

raciactividac.
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lL’E‘./3H es constante a lo largo de toda la columna, lo que refleja que
existe la misma capacicac de EF] para interactuar con ambos aa-tRNA .,

A1 comparar la afinidad de “*C-1isi-tRNA y “H-metionil-tRNA
(Figura 28C) se observa que el lisil-tRNA forma mejor el complejo ter-
nario que el rnet-tRNl-—\m a pesar ce que existe la posibilidad que el met-
tRNF\m se resacile en mayor graco que el lisil-tRNA (no hay met-tRNA
litre eluyencoen la zona cel tRNA y hay menor canticac cle met-tRNA uni-
do a EFl y GTP).

En la Figura 280 se demuestra que la afinicad ce EF] por lL'l:--
fenilalanil-tRNA es mayor gque por 3H-glutamll-tRNﬂ ya gue toco el fenil-
alanil-tRNA forma complejo ternario con EF1 y GTP; en cambio, sdlo un
50 % cel glu-tRNA se ha unido a (EF1 : GTP).

Sin embargn, un anélisis comparativo de este tipo tiene limita-
ciones ya que ademés de medir las afinicaces relativas hay gue consice-
rar la estabilidac cel complejo ternario, Se ha observaclo que 18 establ-
lidad fe estos complejos es baja y como su aislamiento en columnas es
lento (ce &4 a 5 horas), es probable que parte ce ellos se cegracen du-
rante la filtracion molecular. Es decir, gue seria necesarin reterminar
previamente la estabilidac de carla uno e los complejos a8 mecica que elu-
yen a lo largn e la columna y Ia gstabilicdar fe los aminoacil-tRNA gue
no han interactuars con EF1 y que eluyen litremente, sin proteccion por

parte del complejo ternario.
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1. Interaccién entre EF1, GTP y RNA virales que se aminoacilan en su

extremo 3'

Desce hace unos afios se ha rescrito el hecho de gue ciertos
RNA ce virus vegetales pueren reaccionar con un amino&cido formancio
un enlace éster entre el grupo carboxilo cel aminoécico y la ribosa 3'
terminal cel RNA en forma similar a la unién de los aminoécicios con el
tRNA (107,133). Estucios ce secuencia cel extremo 3' ce estos RNA de-
mostraron la existencia ce una secuencia ~-CpCpA igual que la ce los
tRNA (134) y se ha postulaco la posibilidac de que en el extremo 3' haya
una estructura semejante a untRNA completo.

Se ha estuciaco la especificidad de carga ce los RNA de TMV,
TYMV, BMV entre otros y se ha determinaco gue unen histidina, valina
y tirosina respectivamente (133, 135-137).

Es interesante estuciar el posible rol fisiolégico fe estos RNA
virales que se puerlen aminoacilar. Se pocrfa pensar que la estructura
semejante & un aa-tRNA en el extremo terminal pocria inducir al RNA
viral a actuar como un mensajero faciliténdole la interaccion con los ri-
hosomas vy dirigiendo la sintesis de las protefinas virales o bien servir
como templaco para la replicasa viral. De hecho, se ha encontraco que
el factor de elongacién EFTu ce E. coli, gue interactla fuertemente con

los aminoacil-tRNA, forma parte ce l1a estructura de la enzime que
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replica el RNA cel fago GB, como una subunicad de ella (83).

Este hecho nos llevd a estudiar la afinidar el factor ce elonga-
cién ce trigo, EF1, por estos aminoacil- RNA virales y la posibilidac de
que formen un complejo ternario en presencia e GTP.

La formacién cel complejo entre (EF1 : GTP) y eminoacil-RNA
viral se midié por el ensayo cel filtro de nitrocelulosa en las mismas
concliciones en que se micdié el complejo ternario (EF1: GTR: aa-tRNA),

Se cargd RNA del virus TYMV con th-valina empleancn como
fuente e la valil-tRNA sintetasa una fraccion parcialmente purificada
de levadura (133). El valil-RNA se purificd por extraccion fendlica y
precipitacidn en etanol.

En la Figura 29 se ohserva la formacién fe un complejo entre
EF1, GTP y valil-RNA re TYMV y EF1, GTP e histidil-RNA e TMV meciclo
por la desaparicifn de cuentas ce (EF] : 3H--l:-.‘TF') en filtros de nitroce-
lulosa. Como se ve, la unién ce GTP y cel aminoacil-RNA viral a EFI]
parece ser estequiométrica, lo mismo que sucere con la unidn del EF1
con GTP y el aminoacil-tRNA . Cuanco se empled RNA viral cesacllado,
no se form& complejo ternario.

Se pensd que existia la posibilicad de que el RNA viral se degra-
dara y s6lo una parte ce &l interactuara con EF1; sin embargo, estucios

realizados para determinar el tamafio cel RNA viral respués cle haberse
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Figura 29. Interaccién de valil-RNA cel virus TYMV e histicil-RNA

el virus TMV con EFl e trigo y GTF.

La formacidn cel complejo ternario con estos cdos aminoacil-RNA virales
se mice por el ensayo r'e retencién en filtros de nitrocelulosa. Enun
volumen ce 0,2 ml se incubaron 6 ug ce EFI1 parcialmente purificacio,

3H-GTP 2 uM, MgCl, 10 mM, NH, Cl 50 mM y Tris-HC1 10 mM pH 7,5

2 4

con cada uno de los aa-RNA virales en las canticades indicacas en la
Figura. La reaccidn se incuba rdurante 10 minutos a o° y se cetiene y

determina la radiactividac en la forma habitual,

g 3H-histidil-R‘NF\ rel virus TMV

o—0 th-vaHl-RNFx rel virus TYMV

4——a RNA el virus TMV obtenido por resacilacién cel 3l--i-hie.--
RNA cde TMV
& QRNA del virus TYMV gbtenido por cesacilacién cel l"’I::—\.falil'-
RNA de TYMV
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unido al factor rfemuestran que no hay hidrblisis del RNA y su tamafio es
igual gue el cel RNA nativo.

Este estuclo se efectud aislando el RNA viral riel complejo
(EF1 : GTP : valil-RNA) (ver Métodos) y analizéndalo por filtracién en
Sepharlex G-100; para una mejor recuperacian del valil-RNA por preci-
pitacién etanélica, se agregh tRNA total de E. coli como coprecipitante.
Como se ohserva en la Figura 30, toco el I&C-valil-RNF\ viral provenien-
te cel complejo termario eluye en el volumen vacfo de la columna a dife-

rencia del tRNA re E. coli que queca retenico en la columna.

12. Alslamiento del complejo (EF1 : GTP : aminoacil-RNA viral) por

filtracion molecular

El complejn (EF1 : GTP : aminoacil-RNA viral) formacdo por incu-
bacién ce EF1 con 3H--GTF‘ y 1L'l::-valil-rw'lN»C\ del virus TYMV en las mismas
condiciones que para formar el canplejo con aminoacil-tRNA se aisld por
filtracién en columnas ce Sepharosa 48 que retiene compuestos de un peso
molecular bajo 20 x 106 daltones. El complejo ternario se midi6 tanto por
la raciactivicad cdel GTP como por la del 1t'l:‘.--valil—F‘il\lF\. Al incubar EF1
de trigo con 3H-GTP y filtrarlo en Sepharnsa se observa la aparicién de
2 picos e radiactividad corresponcientes a las cos formas cel factor de

elongacién EFIH y EFlL ya que ambas formas son retenicas por esta resi-

na (Figura 31A). La adicion e lt‘l:!-valll-leit ce TYMV al medio e
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Figura 30. Anélisis cel peso molecular cel RNA viral después de haber
formaro complejo ternario con EFl y GTF.

El valil-RNF\TVMU se recupera cel complejo ternario por precipitacitn

con etanol v se analiza por filtracion en columna ce Sephacex G-100

(2 x 70 em) (ver Métodos). El th—valll-RNA se analiza por precipita-

cién con TCA al 5 % y el tRNA por absorbancia a 260 nm.
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Figura 31. Aislamiento el complejo ternario (EFI : 3H-GTP - th_

valil-RNFlTVMU) por filtracién en gel.

Se emplea una columna ce Sepharosa 4B (2,5 x 80 cm) equilibraca en
cacocilato ce socio 10 mM pH 7,0, IVIr;;L'.!l2 10 mM, NHL}EI 50 mM y 2-mer-
captoetanol | mM. El complejo se forma por incubacidn curante 10 minu-
tos a 0" re 150 ug ce EF1 ce trign parcialmente purificaco, 3H-GTF’ (ae

1

bc.valil-RNA (ae 100 mGCi/mmol)

-6

40 pmoles y la misma concentracian de sales que se emplea para equili-
brar la columna en un volumen total ce 0,5 ml. Se analizan alicuotas de
200 ul ce caca fraccifn conténcolas directamente en solucién ce Bray
(105).

~: EFly 3H—[3TP incubacns solos.

B: EFl con 3H--GTF‘ v ll'l::-walil--FiN»‘—u.r\’,,MU. Se cuenta con rlioble marca.

C: EFl con 3H--[.'%TF’ y RNA

IQC-VEIH-RNP‘

'_1 ,
TVMY proveniente ce la desaclilacion ce

TYMV'
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incubacién produce un complejo ternario gue eluye bastante antes gque
las cos formas el factor de elongacién; este pico contiene la radiacti-
vicac proveniente cel 3H-GTP y cel lI*IZ-\;alil--Rt\M-\ (Figura 31B). En
cambio, la acician ce RNA de TYMV cesacilaco (nbtenido por incubacién
del *C-valil-RNA durante 15 minutos a 37° a pH 8,5), no procuce com-
plejo ternario en forma semejante a 1o que ocurre con el tRNA desacila-

do (Figura 31C).

13. Interaccién de EF1 y GTP con el valil-RNA acetilado

El bloqueo cel grupo amino libre del aminoacil-tRNA impicde la
interaccién con EF1 y GTP, Es as{ como el N-acetil-fenilalanil-tRNA, con
une estructura anéloga a la de un peptidil-tRNA no farma complejo terna-
rio con EF1 y GTP (75), lo que indicarfa que se requiere el grupo amino
libre para que se ejerze el reconocimiento por el factor de elongacidn.

En forma anéloga a estos estucios se maocificé el grupo amino li-
bre cel valil-RNA viral por acetilacién con anhidriro acético como se
describe en Métncos y se analizd la formacidn c'e un complejo ternario
can EF1 y GTP por el ensayo en filtro ce nitrocelulosa. En la Figura 32
se nbserva gue a ciferencia del valil-RNA, el N-acetil-valil-RNA no es
capaz e interactuar con el factor ¢e elongacién y GTF para formar un
complejo ternario, 1o que corrobora la necesidac e tener un grupo ami-

no libre en el aminoécido que esterifica al RNA para que interactie con
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Figura 32. Interaccion ce EF1 con GTRy N—acetii-valll-RNF\TvMu.

El eomplejo ternario se forma por incubacion de EFl con 3H-BTP v
N-acetil-mc-valil-RNF\TvMU en las mismas conriciones gue las em-
pleaclas para formar el complejo ternario con aminoacil-tRNA, Se

incuba 5 minutos a 0°, se cetiene la reaccidn por cilucion con solucion

salina y se filtra en filtros de nitrocelulosa.
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el factor ce elongacién.

4. Utilidac del complejo ternario como un mecio para ceterminar el

gstaco r'e aminoacilacion de tRNA in vivo

Apravechando el heche fe que el factor ce elongacion y GTP inter-
actfian con el tRNA solo cuanco éste esté esterificacdo con un aminoécido,
se empled el métoro de formacién cel complejo ternario para medir el
grado de aminoacilacion del tRNA in vivo.

Al microinyectar tRNA en oocitos de Xenopus laevis, se procuce

una aminoacilacién in vivo del tRNA inyectaco empleéncose las sintetasas
y el ATP encdégeno ce las células.

Para medir l2 aminoacilacién del tRNA inyectaco se debe inyectar
3H—t.RI\N—\ para ciferenciario del tRNA endogeno. Este 3H-tRNA de leva-
clura se marca con 3H-ur1dlna de alte actividar especifica que permite
detectar pequefas canticades r'e tRNA Inyectado. Si se emplea aminoéci-
rios raciactivos marcacios con lL’t’: para medir la aminoacilacién in viva,
es diffcil ceterminar con exactituc! la pequefia canticad ce ll[“IZ unico al
3H-tRNﬁ'\. Es por esto que para determinar la carga cel BH-tRNA inyec~-
tacio se analizd su capacicad pera formar complejo ternario con EF1 y

GTP aprovechanco el hecho ce que sHlo el tRNA aminoacilarlo es capaz

de formar complejo ternario (75).

154



Se microinyedaron 100 ng de 3H-tRNF-\ rle levadura en oocitos
de rana y se incubaron curante 4 horas a temperatura ambiente; el tRNA
se recuperd r'e los cocitos y se purifich por extraccian fendlica y por
precipitacion etanflica.

Se analizd el 3I--i-i;F%Nf-‘. recuperadn ce los oocitos después de su
inyeccidn por electroforesis en geles ce poliacrilamica y cio una migra-
cién icéntica a la del 3H-tRNF\ utilizado para la microinyeccién, 1o que
incica que aparentemente el tRNA no sufre mocificaciones en el citoplas-
ma el oocita (Figura 33).

La aminoacilacién in vivo cel tRNA inyectaro se analizé por su
capacicac para formar el complejo ternario con EFl y GTP, El analisis
de formacidn del complejo ternario se efectud en una columna de Sephacex
G-200 en las condiciones descritas en Métodos. En la Figura 34 se ob-
serva la formacién de un complejo ternario por interaccidn de EF1 de tri-
g0, GTP y aminoacil-"H-tRNA (*H-tRNA de levadura esterificado in vitro
con una mezcla fe aminoécidos frios y sintetasas ce trigo). La Figura
34 B muestra lz formacién cel complejo ternario (EF1 : GTP : aa-—BH-
tRNAlEV); se observa que alrededor de un 40 % del 3H—tRNP\ se esterifi-
ch con aminoécicos y formd el complejo ternario. Empleando H-tRNA
resacilaco, no se observa interaccién entre EF1, GTP y el 3H-tRNA,

como se puece ver en la Figura 34A.
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Figura 33. Anélisis el 3H-tRNP~ de levadura por electroforesis en

gel r'e poliacrilamica.

E]l andlisis en gel se realiza como se cescribe en Metocos.
En la perte superior rle la figura se observa la migracion el 3H—tRNH
de levacura y en el gréfico interior, la migracién cel 3H-i'.Fll'\bC%x inyectaco

en los nocitos y recuperaca por extraccion fendlica y precipitacion con

gtanol.
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Figura 34. Aminoacilacién in vivo ce tRNA inyectado en oocitos.

Se emplea una cnlumna ce Sephadex G-200 (1,5 x 35 cm) equilibracia en
las conciciones habituales. Les fracciones se analizan por precipita-

cifn con igual volumen cde TCA al 10% y se cuentan en un sistema de cen-

telleo.

A: se incuba EF] (aproximacamente 100 ug) con 3H-tF«‘NA rfesacilaco
(80.000 cpm) y GTP 75 uM. La radiactivicad corresponce al volumen
ce elucién del 3H-tfw‘sl\lf:'s libre.

B: se incuba EF]l con GTP 75 uM y amlnnacil-BH—tRNf—‘s (54.000 cpm) en
la solucidn salina habitual. El 3H—tRNi—’\ ce levarura (alrecleclor de
30 ug) se carga con una mezcla de 20 aa frias, caca uno en concen-
tracion de 2 x 10-5 M empleancs sintetasas ce trigo. Se hace en las
mismas conciciones que un cantrol en gue se carga tRNA rle levacura

con lhc-fenllalanlna "
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En la Figura 35 se observa la farmaclién de complejo ternario
empleanto el 2H-tRNA microinyectaco y aminoacilacdo in vivo . Como se
puece observar, més re un 80 % cel tRNA inyectado se aminoacild y fue
capaz e Interactuar con EF1 y GTP para formar el complejo ternario. La
canticar fe tRNA de levadure inyectado en caca oocito es de 100 ng, es
recir, 2,5 veces superior al tRNA enr'dgeno presente en el oocito en el
momento r'e la microinyeccion., De estns r'atos se concluye que la capaci-
car de aminoacilacién cel tRNA que tiene el oocito es enorme en relacifn
can la cantidacd ce tRNA existente en el citoplasma.

El amlnoacll-3H—tRNL\ cergaro in vivo proveniente cel complejo
ternario se aislé por extracci6n fendlica y se cesacild por tratamiento a
pH 8,5; la incubacién re este tRNA cescargaca, con EFl y GTP no produ-
jo complejo ternario como se demuestra por analisis en Sephacex G-200

y toda la radiactividad eluye en forma ce tRNA libre (Figura 35B).
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Figura 35. Determinacién ce le aminoacilacién ce tRNA microinyectacn

en oncitos por su capacicad de formar complejo ternario.

El aa-BH-tRNR recuperaco ce los oocitos (ver Métarns) se incuba con
alrececnr ce 100 ug ce EF1 de trigo y GTF 150 uM en las conciciones sali-
nas hetituales y se filtra en una columna de Sephacex G-200 (1,5 x 35

cm). Las fracciones se analizan tal como se cescribe en la Figura 3&4.

A: se incuba EF1 con GTP y el aa-sH—tRNi-‘- de levacura recuperaco ce

los oocitos.

B: se junten las fracciones comprencicas entre los volimenes 42 y 58
de la filtracidn presentaca en A (el aa-tRNA corresponciente al com-
rlejo ternario), se cesacila y se incube en las mismas concliciones

que se emplean para formar el complejo ternarin,
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CAPITULO 1V

ACTIVIDAD DE EFl PARA CATALIZAR LA UNION DE AMINOACIL-tRNA

A RIBOSOMFAS ¥ PARA ESTIMULAR LA SINTESIS POLIPEPTIDICA

Como se via en el Cepftuln 1, es posible medir la actividad ce
EF1 tanto por su capacirad de unir aminoacil-tRNA & ribosomas como por
su capacicac de estimular la sfntesis cle un polipéptico en presencia del
factor ce elongacidn complementario EF2. En el primer caso se requiere
la presencia ce un trinucledtido correspondiente al aminoacico que esté
gsterificanco al tRNA y en el segunco caso, la presencia de un RNA
mensajerc o de un polinucledtico sintético que cirije la sintesis polipep-
ticica.

En la Tabla 111 se especificaron las conciciones necesarias para
unir th-fenllalanIl-tRNR a ribosomas ce trigo en presencia de poli U.
También se eprovechd esta activicac ce EF1 para mecir la ciferente union
e las dns especies r'e metionil-tRNA a los ritnsomas en presencia rlel
triplete AUG y se puro observar gue la forma iniciacora del metionil-
tRNA se une preferentemente a los ribosomas y a AUG en ausencia cel

factor de elongacian.
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1. Acclén cel GTP en la reaccifn de union cel aminoacil-tRNA a los

ribosomas

Como se ciscutid en el Capftulo 11, el factor de elongacién tiene
afinicac por unir tanto GTP como GDF o andélogos re estos compuestos
siempre que tenga un pirofosfato unico al carbona 5' ce la ribosa del
nucledsico. En cambio, la unifn del eminoacil-tRNA a los ribosomas re-
quiere exclusivamenta nuclefsiros trifosfatos que interactien con el
factor ce elongecion y con aminoacil-tRNA para formar un complejo ter-
nario.

Se micid la union de 6 _fenilalanil-tRNA a ribosomas en presen-
cia fe poli Uy se nbservd gue es activa s6lo en presencia ce GTP o de
su anélogo trifosfato GMP=PCP (5 '-guanosin metilén cifosfonsto) que
contiene un grupo metileno entre los grupos fosfatos £y ¥ del GTF vy,
ror lo tanto, no puece hidrolizarse en GDF y fhsforo inorgénico (Tabla
XIV). La activicad re este compuesto demostrar{a que la hidralisis del
GTP no es neceseria para la reaccion inicial de la unién ce eminoacil-
tRNA a los ritosomas. Otros autores (68,70) han presentaco eviden-
cias, sin embargo, gue cemuestran que gl tRNA unicio en presencia ce
GMP-PCP no es capaz re reaccionar formando enlace pentidico con pep-
tidil-tRNA en el sitio P rel ricosoma. En la Tebla XIV se nbserva que

GDF y ppGpp no pueden catalizer la unidn de aminoacil-tRNA a ribosomas
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y més bien parecen inhibir la actividacd observada en eusencia ce nuclet-
ticos. Perece ser gue la actividad ce unidn e aminoacil-tRNA aparente
en ausencia ce GTP se deberfa a que los ribosomas o el tRNA tendrian

como contaminante pequefias cantidaces de GTP.

2. Accidn e nucledtidos anélogos del GTP en la sintesis ce polifenil-

alanina

4 riferencia ce la unidn de aminoacil-tRNA a ribosomas, la sinte-
sis rel enlace peptirico requiere GTP como conador e energia, procu-
cléndnse la hicrélisis el GTP a GDP y fasforo inorgénico. En la Tabla
X\/ se observa una reacciéin de polimerizacién e fenilalanina a partir
de I£+[.'3-fianll'c':|lanil-tRNr‘-‘\ en presencia ce ribosomas, poli Uy ciferentes
nuclefticos y se puece ver gue stlo el GTT puere estimular la formacién
del enlace pepticico. Su anélogo trifosfato GMP-PCP que no se hicroliza,
no es capaz re estimular esta resccion.

La presencia ce los nuclefticos como GOP, GMP, ppGpp o GMP-
PCF capaces rle interactuar con EF1 junto con el GTF inhiben la reaccion
de polimerizacién. Sin embargo, en la reaccién de polimerizacién actla
acemés el factor e elongacién EF2 que también requiere GTP y forma
un complejo (EF2 : GTP)(138). EF2 necesita concentraciones mucho més
altas re GT? gue EF1 para catalizar la translocacion del pepticil-tRNA,

Es probable, por lo tantn, que la inhibicién de la polimerizacin
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TABLA XIV

Especificicar por los nucleftidos que catalizan la union de eminoacil-

tRNA a ribosomas

Nucledtico agregario lhE-fenllalanll-tRNﬂ unico
(pmoles)
Ninguno 1,42
GTP 3,26
GDOP 0,73
ppGpp 0,84
GMF-FCP 4,26

La incubacidn en 0,1 ml eontiene Tris-HC1 20 mM pH 7,5, I'v".g..f'!.l2 7,5 mM,
NHACI 100 mM, DTT 1 mM, 30 ug fe poli U, 2,5 U‘L'ZEO cle ribosomas ce
trigo, 1l pmoles de lL'l::-t'e*-milalanll-tRN»"—x (ae 100 mCi/mmol) y una prepa-
racifn parcialmente purificaca que contiene alrecedor ce 20 ug de EFI

re trigo.

La reaccién se incuba durante 20 minutos a 20° , se detiene por cilucion

de 30 veces cel volumen de reaccidn con una solucion salina y se filtra

en filtros ce nitrocelulasa.
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TABLA XV

Efecto re GTP y anélogos en la sintesis ce polifenilalanina en presencia

¢e ribosomas ce trigo y poll U

14

Nuclebticlo agregacdo C-fenilalanina polimerizaca
(pmoles)
Ninguno o,07
GT" (0,5 mM) 12,00
GDP (0,5 mM) 1,30
ppGpp (0,5 mM) 0,18
GMP (0,5 mM) 0,16
GMP-FCP (0,5 mM) 0,04
GTR (0,5 mM) + GOP (&4 mM) 1,70
GTP (0,5 mM) + ppGpp (4 mM ) 0,70
GTP (0,5 mM) + GMP-PCP (4 mM) 0,01

La incubacién en 0,1 ml contiene Tris-HC1 20 mM pH 7,5, Mglﬂl2 7,5 mM,
NHL*E‘.I 100 mM, DTT 1 mM, 5 ug e creatin fosfoquinasa, creatin fosfato
5 mM, GSH 2 mM, 40 ug ce poli U, 2,5 UF\ZED re ribosomas de trigo,

15 pmoles de lhE-fenilaIanil—tRNi—‘x (ae 100 mCi/mmol) y una fraccidn
sobrenadante ce una centrifugacién a 105.000 x g de germen ce trigo,
precipitac'a entre 40 y 80 ¥% e saturacidn con sulfato ce amonio que con-
tiene EF1 y EF2. La reaccién se incuba curante 15 minutos a 37°, se de-
tiene con TCA al 5 % calentando 15 minutos a 90° y se filtra en filtros

ce fibra ce vidria.
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provocaca por la presencia de nuclettidos anélogos al GTP se deba mas

a una Interaccidn ce ellos con el factor ce elongacitn 2 gue con EF1.

3. Actividad de EFIH y EFlL en la unién c'e aminoacil-tRNA a ribosomas

y en la sintesis proteica

La formacidn el enlace peptfcico vy en general la sintesis de
una protefns requiere la accién conjunta de EFI, que estimula la unién
el aminoacil-tRNA a los ribosomas, la pepticil transferasa presente en
la subunicac ribosomal mayor, que cataliza la formacion cel enlace pep-
t{dico y EF2 que cateliza el movimiento cel pepticil-tRNA cesce el sitio
ribosomal A al sitio F. Laes actividades conjuntas ce EF1 y EF2 se esti-
mulan, como se puece observar en la Tabla XVI.

Fi1 estuciar la activirac de las dos formas e EF1, EFlL y EFlH en
la formacién del enlace peptfdico se encontrd que exist{a una gran cifi-

oultac para separar EF1_ y EF2 por los métocos de filtracifn molecular

H
o e centrifugacién en graciente ce concentracidn de sacarosa empleacos
para separar las formas pesara y liviana ce £Fl.

En la Figura 36 se observa la filtracion ce EF1 en una columna cle
Sephadex G-200 en que se analizd le capacicar de EFl para unir 3H-i‘_-}TF'

y se observa la presencia c'e les dos fracciones EFlH v EF!L caracter{s-

ticas, y la capacicacd re ceda fraccion para catalizar la sintesis de

168




TABLA XVI

Accibn de EF1 y EF2 en la sintesis polipepticica

Condicionss poli-fenilalanina

(pmoles)
EF1 0,50
EF2 0,58
EF]1 + EF2 7,50

La incubacién se realiza como se cescribe en la Tatla XV,
EF1 y EF2 libres uno cel otro se preparan por cromatoorafia

en DEAE-celulosa como se fescribe en Métoros,
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Figura 36. Filtracibn e EF] de trigo en Sephaciex G-200

Se filtran aproximecdamente 200 ug e EF1 de trigo parcialmente purifi-
caco en DEAE-celulosa y luego preincubaco curante 10 minutos a 0° con
GTP 150 uM, en una columnz ce Sephacex G-200 (55 x 1,5 cm) equilibra-
ca en Tris-HC1 10 mM pH 7,5, MgCIz 10 mM, NHACI 100 mM, GTP 75 uM
y 2-mercaptoetanol 1 mM. Se recogen fracciones re 1,6 ml y se analizan
alfcuotas re 150 ul en su capacicac ce unir GTP (incubando las fraccio-
nes con 3H-—GTF’ 2,5 x 10‘6 M(ae 1000 mCi/mmol)) y 50 ug ce seroalbl-
mina ce bovino en 200 ul, curante 5 minutos a 0° (ver Métodos) y en su
canacicdar para estimular la sintesis ce polifenilalanina (incubanca las
fracciones con una concentracion final cde Tris-HC1 50 mM pH 7,5,
Mc_:;[?.l2 8 mM, GTP 0,5 mM, KCl 50 mM, DTT 2 mM, 2,5 UF‘ZBU te ribo-
somas e trigo lavacos, 40 ug ce poli U y 12 pmoles e lhE—fen-tRNH c'e
ae 100 mCi/mmol, curante 15 minutos a 37° ,Ceteniendo la reaccidn con

TCA al 5 % y calentanclo a 90° durante 15 minutos (ver Métncos).
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pnli-fenilalanina para lo cual se agregd l“l’..‘-fenilahanll-tFENPa, GTP, ri-
bosomas y poli U. Aungue aparentemente EFIH muestra una mayor capa-
cicar! para estimular la sintesis proteica que EFIL, este hecho puece cde-
berse a la presencia ce EF2 que eluye junto a EFlH. Esto incdujo & pensar
que la mayor estimulacion de EFlH para sintetizar polifenilalanina se
debfa exclusivamente a la presencia ce EF2 que actuaba complementancia

a EFl.

Como se observa en la Figura 37, estucios similares en que se
retermind 1a polimerizacin ce fenilalanina estimulacda par fracciones
de EF] separarias por centrifugacidn en graclente rie concentracin ce
sacarosa cemostraron el mismo efecto: EFIH estimula més la sintesis

proteica que EFl Sin embargo, al realizar este anélisis en gradiente

L-

de concentracién de sacarosa, EF1  también migra junto con EF2,

H
En la Figura 37 A se observa que EFlL tiene mayor capacidad

para unir 3H—GTP que EFlH. Un anélisis e las mismas fracciones ce

18 graciente en que se mici6 la capecicac de EFlL v EFiH para catalizar

la sintesis cle polifenilalanina a partir ce lhE-fenIlalanil-tRNA t'emostra

gue EFlH tiene mayor capacidac gue EFlL para catalizer esta reaccion

(Figura 37B). Fero como se ver8, la posible presencia de EF2 junto a

EFIH puere enmascarar esta reaccién.
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Figura 37. Capacidac de EFlL ] EFIH para unir GTP y para catalizar

la sintesis ce polifenilalanina.

EFlL y EFIH provenientes ce una fraccion que contenfa 100 ug ce EF1
semipurificara en DEAE-celulosa se separan por centrifugacién en una
grariente lineal re sacarosa entre 5y 20 % p/p(ver Métocos).

Se recogen fracciones rle 6 gotas y se analizan en su capaclrac para
unir GTP (Figura 37 A) (incubanco 100 ul e cara fraccién con H-GTP
2,5 x 10~% M ae 1000 mCi/mmal) y en su capacicar para catalizar la
sintesis r'e polifenilalanina (Figura 378) (incubanco 50 ul de car'a frac-
cién con una concentracién final de Tris-HC1 50 mM pH 7.5, MgC12

8 min, GTP 0,5 mM, KCI 50 mM, DTT 2 mM, - UQEED rfe ribosomas
e trigo, 40 ug e poli Uy 12 pmoles re ml:‘.-—fan-tRNF« ae 100 mCi/mmol
turente 15 minutos a 7 , Oetenienco la reaccién con TCA al 5% vy

calentando a 900 durante 15 minutos antes rle filtrar en filtros ce fibra

cle vidrio y contar la raciactividac en un sistema e centelleo.
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Para verificar si la actividac de EFlH s efectivamente mayor
que EFIL se miclid la capacidad r'e las clos fracciones para estimuler la
unidn ce fenilalanil-tRNA a ribosomas, para lo cual se requiere s6lo
EF1 y no es necesaria la presencia rlel factor complementerio EF2. Se
separaron las cos fracciones por centrifugacién en gradiente c'e con-
centracion re sacarosa y se micié la capacidad de unir 3H-GTF' y ce es-
timular la unidn de lL'I::--'r‘;smllalaanii--tRNif-“. 2 ribosomas., En ka Figura 388B
se observa que EF 1|_| tiene efectivamente mayor capacicdac estimulatoria
gue EFlL alin cuanco Ef-‘lL también une 3H-EITFJ en estas condiciones (Fi-
gura 38A). Sin embargn, es prabable que EFIH se c'isocie por accién
rel GTP antes e interactuar con el aminoacil-tRNA .,

En la seccidn Il se vio que la fraccién liviana tiene mayor capa-
cidac que EFlH para formar complejo ternario con aminoacil-tRNA y GTP
(Figura 21), es cecir, EFlL une estequiométricamente GTP y aminoacil-
tRNA, no asi EFlH.

Esta aparente ciscrepancia puece rieberse a la enorme inestabi-
lidac cel sitio de unidn del a=-tRNA en gl factor ce elongacién, que po-
drfa ser aln més l1&bil en la especie liviana que en la pesaca. Sin em-
bargo, no se puerle excluir el hecho de gue la fraccién pesacla tenga una

activicac catalftica en la unifin del eminoacil-tRNA a los ribosomas y que

la freccién liviana actle en forma estequiométrica. En este sentiro se
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Figura 38. Capacirad cle EFlL v EF!H, separaras en una graciente de
concentracién de sacarosa, para unir GTP y para catalizer

la unifn ce fen-tRNA a ribosomas.

EFlL v EFlH se separan por centrifugacidn lineal en graciente de saca-

rosa como se describe en la Figura 37.

A; capaciracd de les fracciones para unir GTP mecida por incubacién rle
100 ul rle cada fraccifn con 3h-GTP 2,5 x 10" M ae 1000 mC1/mmol
curante 10 minutos a )

B: capacicar ce las fracciones para catalizar la unidn e fen-tRNA 2
ribosomas cle trign merlica por Incubacion ce 100 ul de caca fraccion
can une concentracidn final de NHhCl 50 mM, GTP 0,5 mM, 40 ug de

poli U, 2,5 UA de ribosomas de trigo lavacos con NHACI 0,5 M

260
y 10 pmoles e th-fen—tRNF\ ae 100 mCi/mmol, durante 20 minutos a

25° (ver Migtocos).
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pocria postular que EF]l, serfa como EFTu ce E. coli v EFlI__I como el

L
complejo EFTu-EFTs gue se ha rescrito en E. coli. Unos autores han
publicaco evidencias para el aislamiento c'e un factor que podria ser

equivalente a EFTs en eucariontes (99,112) perc este hallazgo no ha

recibido confirmacion.
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DISCUSION

Formas enziméticas de EF] : Efecto de nucledtidos

Los resultacos obtenicos en el cesarrollo de esta tesis han de-
mostrar'a que el problema de establecer la relacién entre la estructura y
funcién del factor ce elongacidn | de eucariontes es complejo, Lo gque
se pensd gue serfa una simple molécula proteica con sitios para unir
GTP y aminoacil-tRNA se fue transformenco en un complejo proteico de
alto peso molecular que & bajas concentraciones r'e GTP interactla con
este nucle@ticdo (o andlogos de é1) formanco un complejo muy estable,
pero que a concentraciones mayores del nucledticdo era cepaz de disociar-
se en una especie de menor peso molecular, que presenta menor estabi-
lidac y una rliferente funcionalidac frente @ la capacidad de estimular la
unidn de aminoacil-tRNA al ribosoma, Estas formas miltiples cel factor
de elongacién se discuten en el trabajo de Terragh st al (96), cdonce se
postula que sblo 1a forma liviana clel factor ce elongacién es capaz de
formar un complejo ternario con GTF y aminoacil-tRNA y catalizar la
unién del aminoacil-tRNA a los ribosomas liberénrose el factor EF1 unido

a GDP,
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En el esqueme siguiente se proponen las interacciones ce EF1

EFIH
GDFP GTP
(EFIH : GDP) (EFlH : GTR)
? 1
(EF1 = GOR) =+«vesavme e -3 (EF1 : GTP)
/‘\
| + aa-tRNA
¥ 1
G
| (EFIL : ae-tRNA : GTP)
i
Pi ;L\ - ribosoma : mMRNA

(ama-tRNA : ribosoma : mRNA)

Segln este esquema, EFIH interacta con GTP y con GDP forman-

do un complejo binario (EFIH : GTP) o (EFIH : GDP).
EFIH unicdo a GDP se transforma en EFIL en forma relativamente
répide ya gue baste efectuar el andlisis ce la trensformacion por filtra-

cién en gel (1o que demora aproximadamente una hora) para que se ob-

serve le cesaparicidn de la farma pesace de EF1 (96).
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En cambio cuando EFIH une GTP, el complejo formaclo se convier-
te en EFIL en farma lenta v no es posible detectar la forma liviana por
filtracién en gel; si este complejo (EFIH : GTP) se analiza por centrifu-
gecidn en graciente ce concentracién de sacarnsa (que demora aproxime-
Hamente 16 2 18 horas) se detecta la desapariclén total de la forma pesa-
de ce EF1,

Es posible que la formacion de los complejos (EFIH : GDP) vy
(EF1 GDP) a pertir de EFl _ no sea funcional y se efect(e in vitro
sélo debido a la gran afinidac ce EF1 por GDF. De hecho, F.'FlL unida a

GDP no tiene afinidact por el aminoacil-tRNA por lo que este complejo
serfa abortivo para la sintesis proteica. Es més probable pensar gue
se libera en el ribosoma después cle la unidn cel aminoacil-tRNA al ribo-
soma, como ocurre en E. coli.

En cambio EFlL unido a GTP tiene afinided por el aminoacil-tRNA
con el que forma el complejo ternario (EF IL : GTP : aa-tkNA). La for-
macion de complejo ternario con EFIH aislar'o es mucho menor que con
EF1, , nosiblemente debido a la disociacion de EFIH por el GTP, Este
complejo es el responsatle ce la unidn cel aminoacil-tRNA 2l (ribosoma:

mRNA ), etapa en la que probablemente se libera fosfato inorgénico como

consecuencia de la hidréalisis del GTP.
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Sin embargo, le liberacion e fiFlL unido a GDP gue se cebe efec-
tuar como consecuencia ce la entraca cel aminoacil-tRNA al ribosoma,
no se ha detecteco en eucariontes. Tampoco se ha podico ceterminar si
ocurre una fosforilacién cdel GDP unido a EFlL para car el complejo
(EFIL : GTP), de lo gue se puece concluir que es més probable que se
cierre el ciclo regeneréncnse la especie pesaca ce EF] caca vez. El
hecho ce que l:'.FIH sea mas activo gue EFlL para estimular la sintesis
proteica (Figura 37) es un indicio més de que posiblemente el ciclo se
cierre a través ce la formacién de EFlH.

La especificidad en cuanto a la conversian del factor de elonge-
cién por medio de nuclebtidos es bastante alta ya que es indispensable
la presencia de una guanosina con cos fosfatos en la posicion 5' de la
ribosa para provocar su trensformacion; es as{ como GTP, GDP, ppGpp,
transfarman EFIH en la fraccion de menor peso molecular; nucleftidos
como GMP o ATP son incapaces de producir la conversidn (ver Figuras
15 y 16).

Al encontrar estas rios formas e EF1 ce cistinto peso molecular,
pensamos en lz posibllided de gue EFIH fuera un complejo proteico seme-
jante al complejo (EFTu - Ts) existente en E. coli ya gue ambos son com-
plejos proteicos e alto paso molecular que en presencia de GTP se trans-

forman y originan los complejos binarios (EFIL: GTP) y (EFTu: GTF)
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respectivamente.

Como se discutié en la Introcuccién, el factor EFTs de E. coli
que tiene una activicar catalftica que promueve la liberacidn de EFTu
cel complejo binario (EFTu : GDP) para que EFTU pueca volver a inter-

actuar con GTP y comenzarse as{ un nueva ciclo:
(EFTu : GDP) + Tg  o—— EF (Tu - Ts)

EF (Tu-Ts) + GTP —— (EFTu : GTP) + EFTs

Para estuciar si era posible gue EFlH tuviera una actividacd seme-
jante & EFTs se intent6 ver si EFIH contenfa una activifad més cetalitica
respecto a EFlL en la reaccién de unidn ce aminoacil-tRNA a los ribnso-
mas como sucece con EF(Tu - Ts) ce E. coli. En los numerosos Intentos
realizacos, no fue posible retectar esta activicac. S5in embargo, hay un
hechn importante. Como se puede observar en la Figura 21, EFlL tiene
mayor capecidad gue EFlH para formar el canplejo ternario, debico pro-
tablemente @ una mayor afinicad de la forma liviana de EF1 con el amino-

acil-tRNA. En cambio, a pesar ce este dato, EFl_, tiene mayor capaci-

H
rac! que EFlL para estimular la union ce aminoacil-tRNA a los ribosomas
(Fipura 38). Este hecho pareciera inclicar que en la fraccion pesaca
existe una activicdar distinta, tal vez semejante al factor EFTs de E. coli
que activa c'e algln mocdo la reaccién de unitn del aminoacil-tRNA a los

ribosomas.
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En, eureriontes se hen realizado numerosos estudios con la
idea de encontrar un factor de elongaci 6n semejante @ EFTs de E. coli,
pero no ha sido posible aislar dicha actividad. Sblo en untrabajo de
Kaziro (112) realizado en higado de cerdo se presenta una gvidencia de
la existencla de una fraccién gue estimula 1a unién del aminoacil-tRNA
a los ribosomas, catalizada por EF1. Sin embargo, estos resultados no
han sido confirmados en otros sistemas de eucariontes.

En esta tesis se hizo un estudio en gue se calcularon las cons-
tantes de disociacién de los complejos (EF1 : GTP) y (EF1 : GDP) como
un posible medio de dilucidar si es necesaria realmente la existencia de
un factar para disnciar el complejn (EF1 : GDP) y liberar EFI.

Como se puede observar en la Tabla VIil, la afinidad de EFl por
GDP es sflo 4 veces mayor que por GTP, a diferencia de lo gue ocurre
en E. coli en que la afinidad de EFTu por GDP es sobre 20 veces mayor
que por GTP. El hecho de que haya poca diferencia entre las afinidades
de GTP y GDP por EF1 sugiere la idea de que en células eucaritticas no
sea necesaria la presencia de un factor proteico que estimule la disocia-
cién del complejo (EF1 : GDP).

Legocki (97) propone gue EFlH de trigo es un tetrémero de peso

molecular 250.000 en que la forma més estable seria el trimero de peso
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molecular 180.000, lo que hace pensar que en la fraccidn pesada de EF1
de germen de trigo no habrfa otra actividad acompafiando a EFlH.

Por otro lado, es bastante factible pensar que EFIL podria ser
equivalente al factor EFTu de E. coll ya que ambos unen GTPyGDPy a
la vez forman un complejo ternario con aminoacil-tRNA en gue hay una
relacién estequiométrica de 1:1 entre GTP y el aminoacil-tRNA (ver Fi-
gura 19).

A pesar del esfuerzo realizado para reconstituir in vitro el
complejo enzimético EFIH a partir de la fraccifn liviana EFIL, no fue po-
sible obtener resultados positivas en este sentido. Aparentemente, la
conversion va acompafiada de la liberacién de un compuesto de bajo peso
molecular ya que la disociacién de la forma pesada alslada (libre de la
especie liviana) no es completa cuando se efectlia en las mismas condi-
ciones que la disociacitn de EFlH a partir de una preparacion cruda de
factores de elongacidn. La existencia de fosfolipidos en el factor de
elongacién 1 de cerebro de ternera (139) sugiere la idea de gue EFIH
sea un complejo lipoproteico de alto peso molecular en que los lipidos
podrian interactuar con las distintas subunidades de menor peso molecu-
lar. Sin embargo, los resultados de tratamiento de EFI1 con fosfolipasas
en que se observa una inactivacifn sélo de la especie liviana de EF1 (Fi-

guras 7 y 8) es posible que los lipidos tengan relacién con el sitio activo
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ademés de la mantencién de una estructura polimérica.

Interaccion con GTP

En el esquema II se observa la estructura de algunos anélogos
del GTP.

La interaccién de EF1 con GTP es muy especifica en lo que res-
pecta a la base ya que no interact(a con nucledtidos que contengan ade-
nina ni ninguna otra base. Sin embargo, no se sabe si una modificacién
en la guanina altera la especificidad de la interaccién de EF1 por GTP.
Comao hemos visto que EF1 interact(a con algunos RNA virales que se
aminoacilan en su extremo terminal 3' (Figura 29) y a la vez, que el
extremo 5' de algunos RNA virales contienen una guanina metilada en
una secuencia 7mi3 (5' )ppp(S')Gmp. .. (140-142), serfa interesante
estudiar la interaccién de EFl con compuestos anélogos a este extremo
del RNA en que la guanina tuviera una modificacién en su estructura.

Si EF1 interactia con el extremo 3' de un RNA esterificado con
un aminoécido (Figuras 29 y 30) y sl a la vez pudiera interactuar con
el extremo 5' del RNA se producirfa una circularizacion del RNA media-
da por EF1 (143).

La unidn de EF1 al aminoacil-RNA en su extremo 3' o al RNA en
su extremo 5' podrfa tener coma funcién estimular de algn modo la tra-

duccidn del virus a partir de su extremo 5' o atraer el RNA a los
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ribosomas por una analogfa del terminal 3' del RNA aminoacilado con
el aminoacil-tRNA

La especificidad del factor de glongacidn requiere que la posi-
cién 5' del nucleftido tenga al menos un enlace pirofosfato para inter-
actuar con &l. De hecha, EF1 interact(ia con gran afinidad con GTP, GDP,
GMP-PCP, ppGpp, pppGpC, pero no con GMP; aparentemente con todos
estos anélogos forma un complejo binario bastante estable.

Es Importante notar el hecho de que la unién del aminoacil-tRNA
a EF] requiere la Interaccion previa del factor con GTP; es decir que
GTP modifica de aloin modo la molécula para permitir la formacién del
complejo ternario. Sin embargo, la unién de nucledsidos 5' difosfatos
no es capaz de producir esta modificacién en EF1.

Es decir, el complejo ternario requiere la presencia de un nu-
clefsido trifosfato, pero sin que haya necesariamente una hidrélisls con
liberacién de Pi ya que también es posible formarlo con el anélogo GMP-
PCP que por temer un grupo metilén entre los fosfatos vy, no puede
hidrolizarse.

La interaccién del complejo ternario con el ribosoma tampoco
requiere de la hidrblisis del GTP ya gue en presencia del GMP-PCP es
factitle catalizar la unién del aminoacil-tRNA al ribosoma. Sin embargo,

la formacién del enlace peptidico, con intervencion de la peptidil
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transferasa requiere la hidrolisis del GTP y no es posible substituirlo
por ningdn anélogo.

La presencia de un sustituyente en la posicién 3' de la ribosa
del GTP no modifica la interaccién de EF1 con el GTP. De ahf que el di-
nucledtido pppGpC pueda estimular 1a sfntesis proteica sin que haya hi-
drélieis y liberacién del sustituyente en 3'.

Esta interaccién de EF1 con dinucleétidos podrie sugerir la po-
sibilidad de que EF1 interactuara con el extremo 5' terminal de algunos
RNA.,

En la Table XVII se muestra un resumen de la interacclén de
EF1 con andlogos del GTP y de la funcionalidad de estos anélogos en las

distintas etapas de la elongacion de la sintesis proteica.

Interaccién con aminoacil-tRNA

Todos 1os tRNA aminoacilados interact(an con el factor de elon-
gacién sélo después que GTP se ha unido a él, Sin embargo, la molécula
de tRNA gue act(a como iniclador de la sintesis proteica, el metionil-
tRNA, forma un complejo muy inestable con EF1 y GTP que es aislatle
sblo si se emplean métodos répidos como filtracién en Sephadex G-50 o
deteccitn del complejo ternario por filtracién en filtros de nitrocelulo-

sa (130).
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Es probable que el factor de elongacion reconozca una secuen=
cia o una estructura del tRNA comin en todos ellos. Como se sabe gue
la caracter{stica de las moléculas de tRNA inicladoras de la sintesis
proteica en eucariontes es que no tienen la secuencia TYCG comin para
todos los demés tRNA (144) se pensd que EF1 podrfa reconocer esta se-
cuencia a pesar de que se ha demostrado que esta secuencia podrfa te-
ner relacién con la interaccién del tRNA con el ribosoma (145). El he-
cho de gque EF1 se una al met-tRNF\f iniciador de E. coli (Figura 26) que
tiene la secuencia TYCG (146) sugiere la idea de que realmente la inter-
accibn de EF1 con el aa-tRNA podria tener relecifn con dicha secuencia.

La presencia del aminoécido esterificando al tRNA es clave para
la interaccién con EF1 y GTP. El tRNA desacilado no interact(a con el
factor de elongacién. Es importante, ademés, que el aminoécido tenga
su grupo amina libre ya gue &l N-acetil-aminoacil-tRNA no interacta.
Incluso no se detectd interaccién de EF1 con el aminoacil-RNA viral que
tenfa su grupo amino acetilado (Figura 32).

Los estudios de los factores de elongacion han llegado a un ni-
vel en que es necesario comenzar un enfoque més estructural, por ejem-
plo, efectuando estudios de la molécula por difraccién de rayos X. Para
ello es necesario efectuar una purificacién previa total y gencontrar la

forma de mantenerlo estable. Asf se podrian analizar las interacciones
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del factor con GTP y su disociacién en moléculas de menor tamafio molecu-
lar, las interacciones con el aminoacil-tRNA y con el ribosoma. La eta-
pa funcional del estudio, es decir, el mecanismo por el cual EF1 partici-
pa en la sintesis proteica ya ha avanzado bastante como para no detener-
se en un estudio @ nivel més estructural.

Sin embargo, se debe también comenzar & hacer énfasis en el
posible rol regulatorio de los factores de elongacién en la sintesis pro- |
telca. Se ha medido recientemente la cantidad de EFTu de E. coli pre-
sente en el citoplasma y se ha determinado que un & % de las protefnas
del sobrenadante son EFTu (147). La rezon EFTu:ribosoma es 14:1 en
células en crecimiento répido lo gue demuestra la enorme importancia
que puede tener el factor de elongacién Tu en la regulacién de la sinte-
sis proteica. Como, ademés, la cantidad de tRNA que hay en la célula
es semejante a la cantidad de EFTu se puede pensar que el tRNA estarfa
siempre con capacidad para interactuar con EFTu. El hecho de gue siem-
pre haya EFTu para poder unir todo el tRNA de la célula permite a la
vez una proteccifn del aminoacil-tRNA y una regulacion de la entrega
del aminoacil-tRNA a los ribosomas. Ademés, la formacion del complejo
ternario (EFTu : GTP : aa-tRNA) permitirfa un desplazamiento del equi-

librio de la reaccién de activacién del aminoécido.
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La actividad de EF1 aparentemente es de vital importancia para
el desarrollo de la célula. Roberts y Osborne (148), trabajando en
embriones de cebada, observaron gue conjuntamente con el envejecimien~
to de los embriones vy, por lo tanto, con la pérdida de viabilidad de los
mismos, habfa un decaimiento de 13 sintesis proteica debido a una inac-
tivacién de los factores de transferencia, especialmente del factor de
elongacitn 1; en estas condiciones, el factor de elongacitn 2 pierde su
actividad en mucho menor proporcion que EFI.

Es importante notar, ademés, que el hecho de que exista una
diferente afinidad del factor de glonoacion por los diferentes aminoacil-
tRNA, v posiblemente, una diferente pstabilidad de los complejos terna-
rios (Figura 28), podrfe regular también la velocidad de entrada de los
aminoacidos en la cadena peptfdica.

Para efectuar los estudios de la importancia de los factores de
elongacitn en la regulacién de la sfntesis proteica, es necesario comen-
zar a estudiar la regulacion de la propia sintesis de los factores de
elongacién y para ello, obtener mutantes de ellos. De hecho, ya se han
publicado estudios en que se aislan mutantes de EF-G (149), de EFTs

(150) y de EFTu (151) de E. coli.
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