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RESUMEN

Durante el proceso de maduracidn meidtica de

_ o % v
los oocitos de Xenopus laevis , se observa una activacion

de la sintesis protéica que aparentemente estarfa
relacionada & un proceso de fosforilacidn—desfosforilacion
de proteinas celulares. La regulacidén de 1la sintesis
protéica en este proceso se ejerce a nivel
post—-transcripcional.

For otra parte se conoce (Ochoa, 1983), gque en
reticulocitos carentes de hemina o en células tratadas con
interferon, la sintesis protéica es regulada por medio de
la fosfori1acién~desfosforilaci6n del factor de iniciacidn
T de la sintecis protéica.

Con el Fin de estudiar un posible mecanismo de
regulacién de 1la traduccion en los oocitos, & través del
factor elFz, se realizaron los estudios que se resimen a
continuacidn

Se purificé el factor elFp de ovario de

Xenopus laesvis, por dos métodos diferentes A y B. El método

A incluyo cromatograffas en DEAE-celulosa, fosfocelulosa y

heparina — sefarosa, seguido de una centrifugacién en
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gradiente de glicerol. De esta purificacién se obtuvo un
factor elFp que constaba de dos subunidades, de peso
molecular 3I8.000 y 51.000. El peso molecular del factor
nativo determinado en gradiente de glicerol, fue de 0. 000,
La puificacion B, se realizd partiendo de una
homogeneizacién del tejido en presencia de benzamidina 30
mM con el obietivo de inhibir la accidn proteol{tica,lo que
no se realizd en la purificacién A. Esta purificacién
incluyd ademas cromatograffas en carboximetil-Sephade,

heparina sefarosa vy DEAE celulosa. De esta puri%icacién se

obtuvo un factor elFp de tres subunidades de pesos
moleculares 38.000, 5S50.000 y S2.000. La identidad de la
subunidad de 3I8.000 daltons como subunidad « y de la de
50,000 daltons como la subunidad ﬁ» se confirmd por la

capacidad de la protefna guinasa de reticulocitos, regulada
por la presencia de hemina, Yy espec{fica para elF>-&
(HCI), de fosforilar la primera y de la casefna guinasa II
de ovarioc de Ffosforilar la segundsa. La diferencia mas
relevante entre estos dos factores elFp es la presencia
de la subunidad fS, de S50.000 d, en la purificacidn B v la
ausencia de ésta en la purificacién A. Este resultado
contribuye a esclarecer una discrepancia existente en la

% 4 .
literatura sobre el nimeroc de subunidades presentes en los

xiv
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factores de iniciacién 2 de eucariontes, y apoya la idea de
que la subunidadlb es especialmente sensible a proteélisis.

Los estudios de interaccidn del factor elFp
con nucledtidos de guanina, GTP y GDF, indicaron que este
tieme una afinidad por GDF S0 veces mayor gque por GTF. La
kp calculada para GDF fue de 7,2¢x10"8 M y para GTF de
I,8x1076, Ademés se encontro que el factor elFo
purificado tenf{a OGDF fuertemente unido en un 407% de sus
moléculas. Estos resultados sugieren la necesidad de la
evistencia de un mecanismo de recambio de GDF por GTF en
loe oocitos, que permita el funcionamiento de la sintesis
protéica. Esta ideea esté apoyada por experimentos que
demostraron que en presencia de Mgt<, las fracciones
crudas de elIFp intercambian GDF unido por GDF libre,
mientras que la fraccibn mas pura no es capa:z de realizar
este intercambio.

Se analizdé también la interaccion de
diferentes andlogos de guanina con el factor elfFg. Al
estudiar la capacidad de estos anélogos de inhibir la
formacidn de complejo binario eIF»-[3-H1-GDF, se
encontro que los anélogos con madificaciones en la ribosa
Como 2% '~dialdehido GDF (oGDF) , 2'%'-dialdehido GTP
(aGTF), vy el dinuclebtido pppGpC, mantenian cierta afinidad

con =1 factor elF2.

Xv
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Comparativamente la afinidad relativa de ellos es: PPPGPC=
GTFP=dGTP >oGTF. A su vez el oBDF mostrd una afinidad
relativa menor que GDF. Las modificaciones en la cadena de
fosfatos revelaron que la sustitucidn de un oxigeno en
posicidn /6 por un azufre, para formar GDP—P—S. causa una
disminucion de la afinidad del GDF. Sin embarao cuando esta
sustitucidn se realiza en posicion b2 . para formar GTP—X—S.
el efecto es contrario causando un aumento de la afinidad
del GTF. A su vez el GDij—F, que posee una caraa negativa
menos que el GDF, muestra una afinidad menor que GDF v
GDij—S. El GMF.F(NH)F, por otra parte., muestra una
afinidad menor gque GTF. Una modificacibébn en la base
nucleotfdica como la metilacién en la posicidn 7. disminuve
completamente la afinidad de elF2z por este nucledtido. La
afinidad relativa de estos andloqos de guanina. esvsimilar
al estudiar la formacibn del complejo ternario por los
anélogos de GTF, o la inhibicidn de esta reaccidn por los
anélogcs de GDF, siendo lo mas relevante la disminucidn de
afinidad del pppGpC en la formacidn de complejo ternario.
En resimen la afinidad relativa de estos nucledtidos es:
GDF > BDP~P—S} oGDF:> GTF-§-S3 GDqu—F} pPppGpC> GTP= dGTP:

GMF.P(NH)F> o6TF>: 7mGDF.
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En relacién a los estudios realizados con la
fosforilacidn de  elFp, se puede decir gue HCI. la
proteina quinasa de reticulocitos especifica para la
subunidad & del factor elFp, fosforila la subunidad « del
factor de ovario, proveniente de diferentes etapss e
purificacidn. Ademds al microinyectar esta proteina auinasa
(HCI) en oocitos, se vid una disminucidn de un 40 a S0% de
la sintesis protéica.

Estos resul tados sugerirfan gue la
fosforilacidon del factor elFp podria ser un mecanismo
regulatorio en la sintesis de proteinas de los oocitos, sin
embargo no fue posible detectar una prctefna quinasa en
extracto de ovario que fuese capaz de fosforilar la

subunidad & del factor homélogo.
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SUMMARY

An  increase in protein synthesis is observed during
the process of meiotic maturation of Xenopus laevis oocytes
which apparently is related to phosphorvlation—deohosohoryl—
ation of celular proteins. The regulation of protein
synthesis during this process oCcurs at a post-transcrip-
tional level.

On the other hand, it ie known that in heme defi-
cient reticulocytes or in interferon treated cells. protein
synthesis 1is regul ated through the phosphorylation—dephos-
phorylation of the protein synthesis initiation factor 2
(elF2).

The study described below was carried out with the
aim of understanding the possible mechanism of regulation
of the translation process by the elFp factor in oocytes.

Ovarian initiation factor elFz was bpurified bv
two methods, A and B. Method A included chromatoaranhy on
DEAE—cellulose, phosphocellulose and heparin Sepharose.
followed by centrifugation in a qlycerol aradient. Bv this
method, & preparation of elF? was obtained which had two

subunit of 38,000 and 51,000 molecular weinht. The
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molecular weight of the native factor as determined by
glycerol gradient was 90,000.

Furification by Method B was carried out by
performing the initial homogenization of the ovary in the
presence of 30 mM benzamidine, with the intention of
inhibiting proteolytic activity, which 1is in contrast to
the procedure used in Method A. The purification also
included chrromatographic separations on carboxymethyl
Sephadex, heparin Sepharose and DEAE cellulose. With this

method, a preparation of elFz was obtained which had

three subunits of 38,000, 50,000 and 52,000 molecular
weights. The identification of the 38,000 molecular weight

subunit as subunit « and of the 50,000 molecular weiaght
subunit as the p subunit was established by the capacity
of the reticuleocyte protein kinase specific for elFz
(HCIY +to phosphorylate the first and the capacity of casein
protein kinase II of ovary to phosphorylate the second.

The most relevant difference between the factors
obtained by the two methods is the 50,000 molecular weight
subunit, present in preparation B but absent in preparation
A. These results contribute an explanation +for the
discrepancy which exists in the literature concerning the

number of subunits present in the eukariotic initiation
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factor and also support the proposal that subunit P is
especially sensitive to proteolysis.

Studies on the interaction of the factor elF2
with the guanosine nucleotides GTF and GDF indicated that
the factor has 50 times more aftfinity for GDF than for GTF.
The kp calculated Ffor GDF is 7.2 x 10-8M and for GTF is
3.8 x  1076M. It was also observed that purified elfF2
has GDF tightly bound to 40% of its molecules. These
results suggest the need of a mechanism of exchanaoe of GDF
for GTF in the oocyte which would allow protein svnthesis
to occur. Thie idea is supported by the demonstration that
in the presence of Mg*<, crude preparations of elFg
permited exchange of bound GDF with unbound GDF, whereas
such exchange was not observed with the more purified
fractions.

The interaction of different analogs of quanine
with elFp was alsoc analyzed. The capacity of thess
analege to inhibit the formation of the binary complex
elF7-[3-H1-BDF was tested and it was observed that the
analogs with modifications in the ribose moiety maintain
some affinity for the elFp factor. Their relative
afinity was as follows: pppGpC:GTP=dGTF>oGTF. Also. obGDF

showed less relative affinity than GDF. Modification of

XX
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the phosphate chain showed that the substitution of an
oxygen in position f by a sulfur atom, to form BDP—P—S,
caused a decrease in affinity, with respect to GTF.
However, when this substitution was in position X‘, to form
GTP—X-%L the opposite effect of increased affinity was

observed. In addition, GDPTQ~F, which possesses one less

negative charge than GDF, shows less affinity than GDF and
GDF‘—IE—-S. GMF.F(NH)F, on the other hand, shows less
affinity than GTF. & modification of the nucleotide base
by methylation in position 7, completely decreases the

affinity of the factor for this nucleotide. The relative

R R RS

affinity of these guanine analogs 1s similar when one
studies the formation of the ternary complex with analogs
of GTF, or the inibition of this reaction by analogs of
GDF, the most releyant being the decrease in affinity of
pppGpl in  the Fformation of the ternary comple:. In

summary, the relative affinity of these nucleotides 1is as

=3 - s g _s—— L . —

follows: GBDF. GDF- p-8> oGDF: GTP-¥-5= BDP—ﬂ—F} pppGpC:
GTF= dGTF: GMF.F(NH)F> oGTF>> 7mGDF.

in relation to the studies carried out on the phos-
phorylation of elFz, it is clear that the reticulocyte

protein kinase which is specific for the « subunit of

reticulocyte eIF2, phosphorylates the subunit of the

R R,
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ovarian initiation factor obtained at different stages of
purification. In addition, upon microinjection of the
protein kinase (HCI) into oocytes, a decrease of 40 to S50%
in protein synthesis was observed.

These results suggest that the phosphorylation of
eIF2 Ffactor could constitute a regulatory mechanism for
protein synthesis in oocytes. However, it was not possible
to detect a protein kinase in extracts of ovary which was

able to phosphorylate the & subunit of the homologous

factor.
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INTRODUCCION

Las células germinales, en contraste con las
células sométicas, retienen su totipotencialidad a través
de 1a vida de un individuo. Sin embargo ellas también
pueden sufrir diferenciacién y convertirse en células
altamente especializeadas como cualquier célula somatica. En
los oocitos esta diferenciacién comienza en etapas muy
tempraras de la vida, en el proceso denominado meiésis,
antes de comenzar el crecimiento celular. El proceso de
meibcsics ocurre en dos etapas: la primera, durante la cual
el oocito llega hasta la etapa de profase I, y la segunda,
llamada maduracidon meidtica que ocurre cuando el oocito ha
alcanzado su  mayor tamaho dentro del ovario (estado VI).En
anfibios el proceso de maduracibn estd claramente definido
siendo la continuacidn de la meidsis hasta la metafase II.
Este procesco es estimulado fisioldgicamente por hormonas
provenientes de la gld&ndula pituitaria. In vivo, 1la
maduracidén es estimulada por hormonas peptidicas, como la
gonadotropina coribnica humana y la hormona luteinizante, y

por hormonas estercidales, como la progesterona.la

. & . N
maduracion involucra una serie de procesos que requieren de




4
una alta regulacién, y que constituyen la preparacion del
. . , & . ./
oocito para la posterior fecundacidn y division celular.
Segdn los estudios relacionados con el

. 7 . .
efecto de la progesterona en la maduracibn meicdtica del

N . I
oocito de Xenopus laevis, esta hormona actuaria sobre la
membrana del oncito inhibiendo la actividad
& o N A 4 , 4
adenililciclasica akii presente. Esto produciria una
§ 3 v . [d
disminucidn de los niveles de cAMP que seria en parte
. . . 7 . Lo
responsable de la induccién de la maduracion meiotica.
El estudiar los mecanismos moleculares de la
" o & . ; -
maduracitn meidtica es de mucho interes, ya que es un
5 5 . o A .
proceso de gran similitud con la division celular y por lo
tantc constituye un gran aporte al estudio de los procesos
. ,.
biologicos.
Fara estudiar el proceso de maduracidn

meioctica, el oocito de Xenopus lasvie ofrece diversas

ventajas como su  gran tamafo, 1,2 mm de diémetro, lo que
permite una facil manipulacian =ia comparacién con las
células somaticas. Ademds, su tamafio ofrece la ventaja de
poder microinyectar diversas sustancias Yy estudiar su

efecto en el proceso de maduracién meidtica. Ademas el

ovario de Xenopus laevis posee oocitos de diferente tamano,
lo que permite el estudio de diversos procesos celulares en

- . s .
pocitos en diferente etapa de la oogenesis.
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For estas razones la maduracion meiotica de
los oocitos ha sido ampliamente estudiada en diversas
especies, vya que constituye un excelente modelo para el

. 7 o 3 : 7 .
estudio de la regulacion de diversos procesos fisiologicos.

I.LA MADURACION MEIOTICA EN ODOCITOS DE Xenopus laevis

A. Papel de los nucledtidos ciclicos en 1la maduracion

meidtica de oocitos de Xenopus laevis

Una serie de experimentos realizados en
. & . R Cd
relacion con los niveles de c&MFPF durante la maduracion

meidtica del oocito de Xenopus laevis, han demostrado que

estos disminuyen entre un 40 y un &60% en las primeras dos
horas luego de agregar la. progesterona. Los niveles
normales de cAMF se recuperan entre las 4 y las & horas de
iniciado el proceso de maduracion (Morril vy col. 1977,
Bravo vy col. 1978 y Maller y col. 1979). Lea disminucidén de
los niveles de cAMF se debe probablemente a la accidn de la
progesterona, ya que ha sido demostrado por Jordana y col.
(1981), Sadler y Maller (1981) vy Finidori vy Lepicard
(1981), que concentraciones fisiologicas de esta hormona

. . . . 7 - .
producen una inhibicion de un 40 a un  S0%  en




la actividad de la adenililciclasa de membranas aisladas de
nocito.

Con el fin de relacionar la disminucidn de
los niveles de cAMF vy la maduracion meiotica se han
realizado una serie de estudios gque han llevado & los
siguientes hallazgos:

a)en relacion a la adenililciclasa se ha encontrado
que la toxina del célera, que activa a esta enzima, inhibe
la maduraciébn del oocito inducida por la progesterona
(Schorderet-Slatkine y col. 1978),

b)algunos compuestos gue inhiben a la fosfodiesterasa

de nucledtidos ciclicos, como teofilina , papaverina vy
metil-isobutil-xantina, manteniendo de esta Fforma los
niveles de CcAMF altos, inhiben también la maduracibn del

pocito inducida por hormona (Bravo y col. 1978).
Como ha sido ampliamente estudiado el cAMF
. . L4 - 4 .
ejerce su accion en la celula a traves de proteina—-gquinasas
deperndientes de este nucledtido. El cAMF actla sobre la
pratefna—quinasa urniéndose a la subunidad reguladora de la
holoenzima vy produciendo su disociacidn en dos subunidades

regul adoras y dos subunidades catalf{ticas activas.




Los hallazgos que involucran a estas
protefna—quinasas en la maduracidn meidtica son:

arla microinyeccién de la subunidad catalftica de la
protefna— quinasa dependiente de cAMF, en oocitos, inhibe la
maduracion inducida por la progesterona. (Maller y krebs,
1977)

b)a = ver la microinyeccién de la subunidad
regul adora de esta misma protefna guinasa induce la
maduracidn, en ausencia de progesterona (Maller y krebs,
1977y, igual que el inhibidor especifico de esta misma
guinasa. (Huchon y col. 198la).

c)ee ha descritoc la presencia de protefna -guinasas
dependientes de cAMF en el oocito gue sufren cambios en su
actividad durante la maduracion (0'Connor y 8Smith, 1979
Flockart y Corbin 1983

dyfinalmente también en relacidn con la fosforilacidn
Y desfosforilacién de protefnag se  ha descrito gque el
inhibidor-1 especffico para la fosfatasa de tipo I, inhibe
la maduracion inducida por la progesterona (Huchon y col.
1981b)

De esta forma se ha propuesto que la
disminucién de los niveles de cAMF, producida por la accidn

d .
hormonal estaria involucrada en un proceso de




. o ld . o . -
desfosforilacidn de proteinas relacionadas con la induccion

., £ L. .
de la maduracion meiotica en los oocitos.

B.Fosforilacidén y desfosforilacidon de protefnas durante la
maduracidn meictica

Los primeros estudios realizados en relacidn
a la fosforilacion de prote{nas en oocitos indicaron un
aumento de la fosforilacidn inducida por la maduracidn
meidtica (Morril y Murphy, 1972). Posteriormente estudios
realizados por Maller vy Gerhart (1977), mostraron que el
aumento de la fosforilacion comenzaba despues de las tres
horas de agregar la hormona & los cocitos y tres horas
antes de la ruptura de la vesicula germinal.

Una de las caracteristicas mas interesantes
de 1a maduracidn meidtice es 1la aparicién de un factor
protéico citoplasmético, l1lamado MFF, factor promotor de la
maduracibn. El MFF  aparece justamente despues de las tres
horas de inducir la maduracién del oocito por hormonas, vy
ha sido pafcialmente purificado por Whu y Gerhart (1980).
El MPF induce la maduracién en oocitos crecidos al ser
microinyectado, disminuyendo el tiempo de ruptura de la

vesicula germinal de 8 a 4 horas.

Como se ha visto que el aumento de la




fosforilacién de prote{nas durante el proceso de maduracidn
coincide con la aparicién del MFF, se estudid la relacidn
entre estos dos fenémenos, Y se encontrd que la
microinyeccién de MFF en los oocitos causa uwun aumento
inmediato de la fosforilacibn de protefnas (Maller, 1977).
La purificacién de MPF llevd finalmente a la conclusidén que
éste esta constituido por varias proteinas que son
sustratos susceptibles de ser fosforilados o protefna-
quinasas (Whu y Gerhart, 1980).

Los estudios realizados por Maller (1977)
revelan ademds que el aumento de lsa fosforilacion de
protefnas ocurre so0lo en oocitos con capacidad de madurar.
For ejemplo, cocitos pequenos que no tienen la capacidad de
madurar, no presentan un  aumento de la fosforilacion de
prote{nae al ser expuestos a la progesterona.

Los resultados obtenidos por Maller y Smith
(198%) , indican ne el aumento de la fosforilacién
procducido durante la maduracidn del oocito involucra la
aparicién de nuevas fosfoprotefnas y no un aumento de las
fosforilacidn de protefnas va existentes.

Se ha intentado identificar los sustratos
que se fosforilan durante la maduracién del oocito,

inducida por MFF, vy hasta el momento el dnico sustrato




identificado es la prote{na ribosomal 56 (Nielsen y col.
1982 . Ademas se purificS a partir de ovario de Xenopus
lagvis una protefna quinasa capaz de fosforilar 56.

For otro lado, fuertes evidencias (citadas
anteriormente) indican que las protefna—quinasas
dependientes de cAMF y 1la protefna fosfatasa-1 juegan un
papel importante en las primeras horas de la induccidn de
la maduracidn, previo a la apariciéﬁ del MFF. Estos
antecedentes han llevado é postular que se requiere de la
desfosforilacién de una(s) prote{na(s) para inducir la

.7 N 4
formacion del MFF, en las primeras horas de la maduracion.

C.Sintesis de protefnas en el oocito durante la oogénesis
y la maduracién meidtica

Los estudios realizados por Golden y cel.
(1980), indican que la totalidad de los mRNA presentes en
¢l oocito crecido, se sintetizan muy tempranc durante la
Qogénesie entre los estados 1 y 2. For lo tante la sintesis
de protefnas se realiza durante la oogénesis y hasta la
fecundacién, a partir de un reservorio de mRNA.

Los estudios realirados en relacién a la
sintesis protéica durante la maduracidn indican un aumento
leve, de un 50%4 de la sintesis protéica durante las dos

primeras horas de la induccidn hormonal (Otero y col. 1978)

o




y un aumento mayor de dos veces a las tres horas de colocar
la hormona, despues de la aparicién del MFF, y Jjunto con un
aumento de la fosforilacion de proteinas. (Bravo y col.
1978, Smith, 1981 y Wasserman y col. 1982). Como ha sido
demostrado por Wasserman (1982) y por Wasserman y Masui
(1975), el aumento de la sintesis protéica, que ocurre
posteriormente a la aparicién del MFF, no es necesario para
gue ocurra la maduracidn del oocito, ni para el aumento de
la fosforilacidn de proteinas (Maller y col, 1977).

Los estudios realizados por Richter vy
col. (1982), sugieren que el aumento de la sintesis protéica
producido después de la aparicién del MFF se debe a una
incorporacién a polisomas de mRNA enmascarados en el
citoplasma, produciéndose la traduccidn de ellos.For otro
lado Richter vy Smith, (1981), sugieren que la capacidad de
traduccion en los oocitos este limitada por un factor
intrinseco de la traduccidn diferente del mRNA. Estos
autores observaron gque al microinyectar mRNA exdgeno al
oocito, éste es capaz de competir con los mRNA endégenos,
produciéndoae una inhibicidn de la traduccidn de éstos
dltimos. La sintesis protéica neta en estos oocitos no
varia. Esto contrasta con el hecho de que los cocitos
tienen un exceso de ribosomas y algunos factores de la

. 7 . 7
traduccidn. Estos mismos autores observaron ademas que la
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traduccion de mRNA en polisomas solubles no era limitante,
mientras que la traduccidn de mRNA en polisomas asociados a
reticulo endopléémico era saturable vy limitante. De esta
forma vistirfia en los oocitos un reconocimiento
diferencial de los mRNA, dado probablemente por angn
componente del sistema traduccional.

For otra parte los inhibidores de la
sintesis protéica, como la cicloheximida, no inhiben la
maduracion del oocito, cuando son agregados después de la
aparicién del MFF. For el contrario, cuando se inhibe la
sintesis protéica, por cicloeximida, previo a la adicibn de
la hormona, la maduracidn no ocurre. Este hecho explicarfa

» I s 2 I
la necesidad de la sintesis de noveo de una(s) proteina(s)

. I d
que se requeririain) para la formacion del MPF. Esta
< . ¥ I <
sintecsis ocurrirfa en las tres primeras horas de la
. . L .
induccion de la maduraclion por hormonas

(Schor+eret—Slatkine v Drury, 1973).
En resimen existe un aumento leve (50%) de
L d . 7 . 2
la eintesie proteica durante las tres primeras horas de la
. S .
maduracion meidtica, que es necesario para que ocurra este
§ =3 ’ s 7 .
proceso. Luego de la aparicion del MFF la sintesis proteica
7 . 8 ok
aumenta drésticamente, pero esto ya no es un requerimiento
" 4 .
para que ocurra el rompimiento de la vesicula germinal.

Un antecedente importante es que el aumento

'd » s, . 7
de la sintesis proteica que ocurre durante la maduracion no
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requiere de la transcripcién de nuevos mRNA, como lo
demuestra el hecho de que este fendmeno ocurre adn en
presencia de Actinomicina D, Y también en oocitos
anucleados (Smith y Ecker, 1981).

Resumiendo los antecedentes para los fines
de esta tésis podemos decir que la regulacién
post—transcripcional de 1la sintesis protéica juega un
papel importante en el proceso de maduracibn meiética, asi

como la fosforilacibn Y desfosforilacidn de protefnas.

I1I. REGULACION DE LA SINTESIS FROTEICA EN CELULAS

EUCARIOTICAS
Existen diversos ejemplos  de regulacién
diferencial de la traduccidn de mRNA en células
eucaribticas, entre los cuales se ha descrito gue la

velocidad de traduccidn de los mRNA para & ylﬁ globina es
diferente cuando hay carencie de MgtZ (Bruns y London

1965 . También se ha descrito en Dyctiostelium discoideum

una traduccion preferencial de algunos mRNA en el

desarrollo temprano (Alton y Lodish, 1977).
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Fara el control post-transcripcional de la
traduccidn en células eucarifticas se han propuesto cuatro
mecanismos bésicos (Bergmann vy lLodish, 19279).

a)mRNA citoplasméticos enmascarados formando parte de
una porcion inactiva. Este efecto puede deberse a la
interaccidn de los mRNA con prutefnas (complejos
ribonucleoproteicos) o con RNA pequefins, o bien a mRNA cuyo
procesamiento no ha finalizado.

b)la probable ristencia de factores de iniciacidn de
la sintesis protéica con diferente especificidad en el
reconocimiento de mRNA que serfan los responsables de la
iniciacibn de la traduccidn de sdlo algunos mensajeros.

cYpodrian ewxistir diferencias de afinidad de los mRNA
por la subunidad 40s o por los factores de iniciacién, lo
gue alteraria la traduccidn de ellos' cuando la
concentracidn de los componentes de la sintesis proté&ica
varie.

dlcambios en los niveles de tRNA isocaceptores, gue
pudieran alterar en forma diferencial la velocidad de
traduccibn a través de los ribosomas.

8i bien se ha observado diferentes fendmenos
de regulacién de la sintesis protéica, el mecanismo de

varios de ellos no ha sido esclarecido afin. El modelo de
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.~
regulacién de la traduccion gue se conoce en mayor detalle

. . . &
hasta el momento es el que se describe a continuacion.

A. Regulacién de la sintesis protéica en reticulocitos de
conejo

Uno de los modelos de regulacién de la
sintesis protéica en eucariontes mas estudiado hasta el
momentoc, es el que involucra al factor de iniciacibn 2 de
la sintesis protéica (elF7) de reticulocitos de conejo.
En este sistema se ha encontrado gue la fosforilacidn de
elF> por dos protefna - guinasas, una activada por la
deficiencia de hemina vy la otra activada por RNA de doble

hebra, causan una inhibicibén de la traduccibn (Ochoa, 1983)

1. Caracteristicas del factor elFo purificado de
reticulocitns y de otros sistemas

La estructura y las propiedades de elF2

har sido estudiadas en diferentes sistemas.En reticulocitos

de conejoc se ha descrito un factor elFz gue consta de

tres subunidades: < de 3I8.000 d, /8 de S2.000 d vy X de
54. 000 d. El peso molecular nativo para este factor
determinado por electroforésis en gradiente de

poliacrilamida es de 160.000 (Benne vy col. 1976). Las

subunidades o , /e, y ¥ de elFz
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pueden ser identificadas por diferentes criterios. Uno es
el peso molecular caracteristico determinado en gel de
poliacrilamida al 10% en presencia de SDS. Dtra forma de
diferenciar las tres subunidades es por sus puntos
isoeléctricos; &« @ 5,8, F> r b6y b 8,9 (Barrieux y
Rosenfeld, 1977) . La tercera forma de reconocer las
subunidades de elFp es por la foforilacién de dos de
ellas. Se ha descrito que la caseina guinasa de tipoc 11 de
reticulocitos es capaz de fosforilar a la subunidadlb de
elFz sin alterar su funcidén (Berne y col. 1978, Tahara y
col. 1978 y Sikierka y col. 1982). For otra parte otras dos
protefnas gquinasas, una regulada por la ausencia de hemina
y otra activada por RNA de doble hebra fosforilan la

subunidad &« de elFz2.

Existen datos discrepantes sobre la
estructura de elFz. La mayorfa de los audutores que han
estud: ado el factor elF2 de reticulocitos de conejo

concuerdan en que dicho factor consta de tres subunidades,
«: IB.OOO d, F}: 52.000 vy X 154,000 d. El heterotrimero
tendria uri pesc molecular de 160,000, También se ha
obtenido un factor elF2 de tres subunidades y con pesos
moleculares semejantes al de reticulocitos de levadura,

: . v Lo s ) .
Artemia salina vy misculo esqueletico de conejo, (Barrieux y




Rosenfeld, 1977; Benne Yy col. 19763 Fillipowics vy col. 1973
Froud vy FPain 19823 Baan Yy col. 1981). 8in embargo Chaudhuri
y col. (1981) informaron sobre el aislamiento de un factor
eIF> de reticulocitos de conejo, que a pesar de ser

totalmente funcional tenfa un peso molecular de Q0.000 vy

sblo constaba de dos subunidades, una de 38.000 d y otra de
51,000 d, correspondientes & las subunidades & VY } .
Fosteriormente otros grupos también informaron de

. (4 . .
preparaciones de elF con solo dos subunidades a partir

de gérmen de trigo, hfgado de cerdo vy Drosophila

mel anogaster (Seal vy col. 198%; Stringer y col. 1980,

Striger y col. 1979, G. Mateu y col. 1987).

Comoe se ha menciconado el factor elF2 con
dos subunidades es igualmente funcional en los ensayos
realirados in vitro, de formacion de compleio ternario e
interaccién con la subunidad 40s de los ribosomas. Es
posible sin embargoc que la subunidadlb sea importante in
vivo en otras funciones del elFp, como son su interaccién
con el mRNA, o su liberacién del complejo de iniciacién
40s. For otra parte Mitsui y col. (1981) informaron que el
factor sin subunidad /6 es menos estable a la temperatura
gque el factor de tres subunidades. Estos mismos autores son

/ . .
los dnicos gue han aportado datos experimentales qgue
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sugieren una explicaci6n para la discrepancia de los datos
obtenidos sobre el ndmero de subunidades y el peso
molecular de elIFz de reticulocitos. Ellos observaron gue
al someter el factor elF? purificado de reticulocitos a
una proteélisis parcial con tripesina, se pierde la
subunidad /5 del factor en forma selectiva. Estos resultados
indican que esta subunidad es la més sensible a proteasas
comc la tripsina, Vv ademés sugieren que las preparaciones
de elF? con dos subunidades serian artefactos debido a la
proteélisis de la subunidad ﬁ ocurrida durante la
homogeneizacién Y puri*icacién de la protefna.

Todos los factores elFp purificados hasta

el momento tienen la capacidad de wunir GDP vy GTF, vy
metionil-tRNAiL. La formacidn de compleio ternario con GTF vy
metionil-tRNAIL, es necesaria para la unién del

metionil-tRNAi a la subunidad ribosomal 40s, formandose as{
el complejoc de iniciacion 40s. (esquema I). S ha demostrado
gue la subunidad &« de elIFp une GTF y GDF, y la subunidad
$ es 1la gue une al metionil-tRNALI (Rarrieux y Rosenteld,

19775 .
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2. Intercambio de nucledtidos durante la iniciacién de la
sintesis protéica

Comn se muestra en el esguema I, luego de la
formacidn del complejo de iniciacidén 40s, el GTF unido a
elFz es hidrolizado Yy el factor elFp es liberado
formandn un complejo estable elF2-GDF (Siekierka y col.
198%). La estabilidad del complejo elF2-GDF esta dada por
la alta afinidad que tiene el elFz por el GDF. Se han
calculado las kKp para GTF y GDF del factor elF» de
reticulocitos vy se ha encontrado un valor de 108 M
para GDF vy de 2,510~ para GTF. Es decir que elFz
tiene una afinidad por GDF 100 veces mayor gue por GTF, en
presencia de concentraciones fisioldgicas de Mg*e (1mM).
{Walton vy Gill 1975). De esta forma el intercambio de
nucledtidos es wun pase limitante vy susceptible de ser
regulado, en la iniciacibn de la sintesis protéica.

Al estudiar la formacidn de complejo
ternario, utilizrando elFz de reticulocitos de conelo,
diversos autores han encontrado que el Mgts, entre 1 vy 5
mi, inhibe fuertemente esta reaccibn (Das y col. 197%; Ranu
v London 1979; Siekierka y col. 1984). Ademds estos autores
han encontrado un  factor protéico llamado Co-elFz, 8F, o

GEF, de peso molecular entre 250.000 vy 300.000, que es
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capaz de revertir la inhibicidn de la formacidén de complejo
ternario por Mg+2. El grupo de DOchoa ha estudiado mds en
detalle el mecanismo de accion del factor GEF, y ha llegado
a demostrar que este factor promueve el intercambic de GDF
por GTF como se muestra en el esquema I. De esta forma GEF
(GDF exchange factor), interactlda con elFo—-GDF,
liberdndose el GDF, vy forméndose Qn complejo elF2-GEF.
Este posteriormente interactda con GTF formandose el
complejo elF2-GTF Y regenerando el GEF libre. EI1
elF>-GTF puede ahora interactuar con metionil-tRNAi. De
esta Forma el factor GEF actlla en forma vcatalftica Y
estaria en cantidades pequefias en la célula.

For otro lado también se ha descrito gue el
Mg+, inhibe el intercambio de nuclebtidos, GDF y GTP,
unidoe & elFz purificado de reticulocitos de conejo. Esta
inhibicién es revertida también al agregar OGEF a la
reaccidn. (Siekierka y col. 1983).

De esta forma se ha descrito que el Mg*¥s
aumenrnta la afinidad de GDF por elfF2 haciéndose muy lento
el intercambio de GDF unido a elFpz, por GDF o GTF libre y
de esta forma la formacion de complejo ternario s6lo puede
realizarse con la fraccién libre de GDF, en presencia de

MgtZ2 y en ausencia de GEF. En ausencia de MgtZ el




intercambio de nucleétidos ocurre a mayor velocidad
llegando a un 70 a 80% en 5 minutos. (Siekierka y col.
19873) .

En algunos otros sistemas se han descrito
2 . 3
factores proteicos gue causan un efecto similar a GEF en la
. " N L "
formacién de complejo ternario: tumor de células asciticas

(Fanniers vy col., 1987) y Saccaromyces cerevisiae (Ahmad vy

col. 1985). De gérmen de trigo vy de Artemia salina se han

purificado factores protéicos que estimulan la formacidn de
compleio ternarioc pero al parecer su mecanismo de accibn es
diferente a GEF , y no ha sido estudiado en detalle
(Deterhout vy col. 198%, Seal y col. 1987 y de Haro y col.

1978).

=.Fosforilacibn del factor elFz

Los lisados de reticulocitos carentes de
mitocondrias no sintetizan hemina vy son dependientes de la
adicién de hemina emégena para el funcionamiento de la
sintesis protéica= As{ la sintesis protéica en los lisados
tiene una duracién de unos pocos minutos i nNo se agrega
hemina al sistema. Sz ha visto que la ausencia de hemina
estimula a un inhibidor de la sintesis protéica que se

11amd HCI (hemin controlled inhibitor) (Ochoa 1983

20
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Estudios posteriores llevaron a descubrir que HCI es
una protefna quinasa independiente de cAMF que fosforila
especf{icamente a la subunidad &« de elFz de reticulocitos
alterando su funcidn (Farrell y col. 1977, levin y col.
1976). La activacién de HCI por la ausencia de hemina en
los lisados lleva a la fosforilacidn de dos leipéptidos,
uno de 90.000 d que corresponde a la autofosforilacién de
HCI, vy otro de 38.000 d que corresponde a la fosforilacién
de la subunidad & de elF2.

Durante ocho afos se estudid el mecanismo
por el cual HCI era capac de inhibir la iniciacién de la
sintesis protéica en lisados de reticulocitos y finalmente

en el afo 1984 , Sikierka vy col. (1984) han llegado a

proponer el modelo que se muestra en el esquema Il.

En este esguema se muestra que la
] . 7 4
fosforilacion de elFp, en la subunidad &« , por HCI
. 7 . o
produce una unidn irreversible con BGEF. Los autores

postulan que BGEF actda cataliticamente y se encontrarfa en
cantidades limitantes en la célula, por lo tanto un aumento
pequeno de la fosforilacion de eIF2 puede capturar gran
parte del factor GEF formando un complejo GEF-elF2-F, e
inhibir 1la sintesis protéica (Ochoa 1983). De esta forma

cuando GEF no estd disponible el GDF unido a elIF2 no




22

REGULACION DE SINTESIS FROTEICA FOK
FOSFORILACION DE elrz

ER RETICULOCITOS DE CONEJOD

+ HC) N

+ ATP

O|F2(°(P)

()~

Ger) *G”
‘\{+ Met—tRNA
= elF; Met—tRNA-GTP + GTP

Complejo —Ternario




23

puede intercambiarse con GTF vy queda formando un complejo
elF2-GDF, inactivo para la sintesis protéica.

HCI es una protefna—quinasa independiente de
nucledtidos ciclicos. Fuede seractivada por la presencia de
N-etil-maleimida, por glutatidn oxidado, pH elevado o alta
presién, De todas estas formas, s6lo la activacidén por la
ausencia de hemina y por la presencia de glutatién oxidado
s0nN fisiolégicas. De todas formas el mecanismo por el cual
HCI ee activado no ha sido totalmente esclarecido adn.

En otros sistemas se han encontrado
protefna-quinasas que fosforilan a la subunidad & de elF2
del mismo sistema (elFz-quinasas). Hasta el momento se
harn descrito elFz-guinasas en tres sicstemas: gérmen de
trigo (Ranu 1980, hfgado de rata (Delauney y col. 1977) vy
tumor de células asciticas (Clemens y col. 1976), ademas de
reticulocitos. Sin embargo todos los factores elFz
purificados de diversos sistemas son fosforilados por HCI.

Otra protefna—quinasa qgue #Dsforila a elFz
ern la subunidad & ha sido descrita en reticulocitos de
conejo (Fetryshyn y col. 198%) y en células HeLa tratadas
con interferdn (Kerr vy col. 1976 y Sen y col. 1978). Esta

prote{na—quinasa es activada por RNA de doble hebra, y su




activacidn implica,igual que para HCI, su autofosforilacidn
Esta protefna—quinasa, llamada DAI, fosforila histonas
ademis de elF2 vy tiene propiedades diferentes de HCI. Sin
embargo tanto HCI como DAI fosforilan la subunidad « de
elF2 en el mismo sitio (Gross y col. 1981). De esta forma
se ha postulado que el mecanimo de inhibicidn de ambas
enzimas es similar aungue su activacibén deriva de
diferentes sefales.

En relacion a las fosfatasas que
desfosforilan al elIF? de reticulocitos, Foulkes vy col.
(1983 )han  descrito protefnas fosfatasas de tipo 1 y 2 en
reticulocitos. De estas dos,la protefna fosfatase 2 seria
la responsable de la desfosforilacidn de DAI, gue esta
acompafadea de la desfosforilacién de elFz (Petryshyn,
1982). For otra parte Ernst y col. (1982) han descrito que
en lisadeos de reticulocitos la protefna fosfatasa 1 seria
la responsable de la regulacién de la desfosforilacidn de
elFz en lisados cuya s{ntesis protéica estd regulada por
la ausencia de hemina.

Resumiendo esta seccién, podemos decir que
existen numerosos resultados que sefialan al factor elfFz
como un punto sobre el cual se puede actuar para inhibir la

sintesis de protefnas. L.a regulacién de la actividad de




o . . * .
ecte factor se realiza por medio de un sistema enzimatico
de fosforilacidn-desfosforilacibn, que es un esguema

bastante general en la regulacién metabdlica.

III.INTERCAMEIO DE NUCLEOTIDOS DE GUANINA EN LA REGULACION

DE PROCESOS BIOLOGICOS EN QUE PARTICIFAN PROTEINAS G.

Como vya se ha descrito el intercambio de GDF
por GTF es una etapa susceptible de regulacién, dentro de
la secuencia de reacciones en las que participa el factor
elF>» de reticulocitos, VY lo es también probablemente para
otros factores elF2.

as{ como elFz, existen otras protefnag que
urern nucledtidos de guanina, llamadas protefnas G, en las
cuales el intercambic de GDF por GTF y viceversa,
constituye Ln punto de control de diversos Pprocesos
bioldgicos en que estas protefnas participan, como la
elongacién de la sintesis prc:’t:e’ic:a.J la transduccidn de
sefales hormonales por medio de la adenilil ciclasa, la
transduccion de senhales luminosas Yy el ensamble de los
microtubulos (Allende 1982). Algunas de estas proteinas han

sido muy estudiadas con respecto a su estructura, atinidad
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por GDF y por GTF e intercambio de nuclebtidos,relacionados
con la funcidn que cumplen.
Algunas de las caracteristicas que comparten

las protefnas G son:

a)varias de ellas s0On heterotrimeros: elFz,
transducina, las protefinas Gs y Gi de la adenililciclasa y
la proteina Go de cerebro. Ademds una de sus sbunidades,a,
de peso molecular 40,000, une nucledtidos de guanina.

bllas protefnas G son activas cuando unen GTF. La

hidrdlisis de GTF produce un  complejo prote{na—GDP
inactivo: elFz, factor de elongacién Tu, factor de
elongacion 1, transducina vy las subunidades Gi y Gs de la

adenililciclasa.

clla regeneracién de una protefna G activa reqguiere
del intercambioc de GDF por GTF, y esto involucra la
interaccibn de la protefna G con otra protefna. En el caso
de la transducina se requiere de su interaccifn con la
rodopsina, Yy para Gs y BGi de su interaccién con el receptor
hormonal. El1 factor de elongacién i,el ftactor de elongacién
Tu v el factor elFp (de reticulocitos), reguieren de
factores protéicos especf+icos gue promueven el intercambio
de GDF por GTF. Existen ademés otras proteinas que unen GDF
y GTF pero que al parecer no requieren de protefnas de

intercambio de nuclebtidos (Froud, 1986).




Una protefna G que se ha incorporado a este
grupo ultimamente es la prote{na codificada por el oncogen
Ras. La protefna p21 (Ras) une GDF y GTF vy ademds tiene una
actividad GTFdsica, que estd muy disminufda en la proteina
oncogénica. Ademds la protefna p21 tiene una actividad
autoquinasa dependiente de GTF. Fara la transformacidn
celular es primordial lea unidn de GTF a la protefna
{(Clanton y col. 1986).

Se hansecuenciado los genes de diferentes protefnas G,
y =& ha encontrado thDlogfa de secuencia aminoacidica
entre el factor de elongacién Tu y la protefna p2l (Jurnak
1985). Este andlisis revela cuatro regiones de aminoacidos
ern la estructura del Tu, homélogas a cuatro secuencias en
la protefna p2l. Estas cuatro regiones de aminoicidos estan
involucradaes en el sitio de unidn de GDF, en el factor Tu}
observado por cristalograffa de rayos X.

Los estudios de secuenciacidn del gen de la
subunidad & de 1la transducina, realizados por Medynski y
col. (198%), revelan cuatro regiones con gran homologfa al
gen de la protefna p2l y a la secuencia de aminodcidos del
factor Tu. En vista de gue esta regién ha sido identificada
en Tu, como la regién que une GDF, se piensa que estas

5 7~ < .
regiones homologas en las proteinas G analizadas,
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correspcnderfa al sitio de unidn de GDF y GTF.

Un estudio mas reciente realizado por
Sullivan (1986), indica que la secuencia de las protefnas
Bs y Gi de la adenililciclasa presentan homologias con las
protefnas Tu vy p21, en la regién de unidn de nucleftidos de
guanina. Con este Altimo estudio ya son seis las protefnas
CUy& secuencia aminoacidica (derivada de la secuencia
nucleot{dica) presentan regiones de alta homologfa en el
sitio que probablemente une nuclebtidos de guancsina.

For otra parte algunas protefnas G son
ADF-ribosiladas por diferentes toxinas bacterianas,
modificando su actividad (Spiegel, 1987) . As{ la toxina
diftérica ADF-ribosila al Hfactor de elongacién 2 de
eucariontes inhibiende su actividad. La toxina del cblera
ADF-ribosila a la subun;dad Ge de la adenililciclasa v a la

transducina, Y la toxina de Bordetella pertussis la

subunidad Gi de la adenililciclasa.

5i bien todas las protefnas G estudiadas
hasta el momento tienen algunas caracteristicas comunes,
existe una mayor homolog{a entre aquellas gque cumplen
funciones similares; transduccidn de sefales o sintesis

/.
proteica.
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En cuanto a la afinidad de estas protefnas
por nucleétidos de guanina existen estudios realizados con
varias de ellas: transducina, factor de elongacién G,
fartor de elongacidén 1, subunidad Gs de la adenililciclasa
y recientemente la protefna p21 (ras) (Yamanaka y col. 1986
Eckstein vy col. 1975; Allende y col 1978; Northrup y col.
1982: Hall vy Self 19863 Manne y col. 1984). Estos estudios
revelan diferencias en la afinidad de estas protefnas por
los nucledtidos de guanina que podrfan ser significativas
en la funcibn que desempefian.

El mecanismo por el cual actdan las
proteinas 6 vy todo aguello gque involucre la funcidn de
ellas ha cobrado gran importancia en los Gltimos afos con
el descubrimiento de la proteina derivada del oncogen ras,

. - < L4 o
ya aue la funcidn oncogénica de ésta depende de su unidn a
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En este contexto Y en base a los
antecedentes presentados en la introduccibén, se plantearon

los siguientes objetivos para esta tésis:

. - . 7 . . ”
1) Purificacion Yy caracterizacion del factor elF2

presente en oocitos de Xenopus laevis.

. . . 7
2) Estudiar la interaccion del factor elFp con los
4, . . .. . 7
nucledtidos de guanina y su relacion con su funcion.
3} Estudiar la fosforilacién de elF? de oocitos, en
. - . - .
relacion a un posible mecanismo regulatorio de 1la

' . ” . N
sintecis protéica en este sistema.
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MATERIALES Y METODOS

A.REACTIVOS Y ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Lose siguientes reactivos se obtuvieron de Sigma Chemical
Co.:
GTF, GDF, GMF.F.(NH)F, 6TF- =83 GDF’-—P -5, 3'GMF, 7mGDF,
dGTF, ATF vy  ADF,DTT, NEM, EDTA, peryodato de sodio,
fosfoenol piruvato, piruvato de sodio, glicerol,acrilamida,
bisacrilamida, dodecil sulfato de sodio, TEMED, persulfato
de amonio, azul de Coomassie R250, formaldenhido,
isopropanol ,cloroformo, las enzimas: piruvato—quinasa (tipo
I1 de misculo de Cconejod nuclebsido-5 —difosfato-quinasa
(de hf{gado de bovino),las resinas: Carboximetil sephadex
(CM-50-120) y heparina sefarosa.

las enzimas: E—FOSfogliceraldehfdo deshidrogenasa (de
levadura), L- —fesfoglicerol deshidrogenasa (de misculo de
conejo), 5 —guanosina - monofosfatoc guinasa (de cerdo),
lactato deshidrogenasa (de cerdo) , nucleasa Fi,
polinuclebtidoc quinasa (de E. Coli infectada con fagoc T4) y
fosfotriosa isomerasa (de mdsculo de conejo), fueron

obtenides de Boehringer Manheim.
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DEAE Celulosa vy filtros de microfibra de
vidrio de 2,4 cm de didmetro de tipo GF/A se obtuvieron de

Whatman Ltd.

Las resinas DEAE sephadex A-25, Sephadex
G-10, y Sephadex G-25 se obtuvieron de Fharmacia Fine
Chemicals.

l.os compuestos radiactivos: [3H1-GDF (10
Ci/mmol), [3HI-GTF (32 Ci/mmol), [3HI-metionina (70

Ci/mmol, [14Cl-lisina 331 nCi/mmol, fueron obtenidos de
New England Nuclear.

32pd fue obtenido de Amersham y de la
Comisidn Chilena de Energia Nuclear.

Flacas cromatogréficas de polietilen—imino
celulosa fueron obtenidas de Merk y de J.T.EBaker Chemical
Corporation.

Membranas de nitrocelulosa de 28 mm de
didmetro vy 0,45 Hm de tamafc de poro, se obtuvieron de
Scheicher v schuell.

Las placas para autorradiograf{a Y —-0MAT—-XAR-5
y FEX, fueron obtenidas de KODAK y de FUJI FHOTO FILM
respectivamente.

La protefna—quinasa HCI vy el factor elFZ de

reticulocitos de conejo fueron donados por los Drs. José
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Marnuel Sierra vy Antonio Garcia de Herreros del Centro de
Biologia Molecular de la Universidad Autonoma de Madrid,
Espana.

La Caseina-guinasa de tipo II de oocitos de

Xenopus laevis fue donada por el Dr. Daniel Carrasco del

Departamento de Bioguimica de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Chile.

El tRNA& de higado de rata fue donado por el
Dr. Aldo Solari del departamento de Bioquimica de 1la
Facultad de Medicina de la Universidad de Chile.

El GDF- B -F fue donado por el Dr. Octavio
Monasterio, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.

Las sales inorganicas (grado analitico) vy los

acidos inorganicos Yy organicos se obtuvieron de Baker, Mer k

y Siama

Las hembras adultas de Xenopus laevis fueron
adquiridas de South African Snake Farm, Cape Frovince,
F.5.A.

Las celulas de E.coli fueron donadas por el

Dr. Hector Toledo del departamento de Bioquimica de la

Farultad de Medicina de la Universidad de Chile.
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B. SINTESIS Y PURIFICACION DE NUCLEOTIDOS RADIACTIVOS

1.8{ntesis de [F-TEZFI-ATF:

Fara la sintesis de [¥-22F1-ATF se utilizo
el método descrito por Walseth y Jonhson (1979, que
consiste en una serie de racciones enzimdticas descritas en
el ecsquema 111

El procedimiento experimental era el
siguiente: la solucidén &cida de J2Fi en HCL 0,2ZN (50
mCi), se llevabe & pH 8 con NaOH ZN. Luego se incubaba a
Z00 por una hora en un medio que contenfa: Tris-HC1l 80
mM pH 9,0; DTT 10 mM; & -L-glicerol 0,24 mM; NADY

imM;MgClz 20 mM; ADF O,1 mM; piruvate de sodic Z mM;

fosfoglicerol-deshidrogenasa 14 rg/ml (0,8 unidad) ;
fostfotriosa—-isomerass 140 ng/ml (0,7 urnidad);
3—{c§§ogljceraldeh{do deshidrogenasa 14 Hg/ml (1,41

unidad);3~fosfoglicerato guinasa 1,4 pg/ml (O,6 unidad): vy
lacteto deshidrogenasa 7 pg/ml (3,5 unidades). EIl voldmen
final de la reaccidbn era de 1 ml. Las enzimas utilizadas
pstaban suspendidas en sulfato de amonio, por lo cual se
mezclaban previamente en la proporcién adecuada vy s
centrifugaban a 7.000 x g por 10 min. El residuo se

resuspendfa en Tris-HCI 50 mM, pH 9,03 DTT 1 mM vy se
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Esquema 1II. Sintesis enzimatica de [)L ’326 ATP.
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adicionaba a la mezcla de reaccibn. La reaccion de
fos{orilacién de ADF se detenia por calentamiento a 1000
por 2 min.
2.SINTESIS DE [A-I%F1-GTF
La primera etapa de esta sintesis consistia en la
preparacidén de [¥ -221-BTF, para lo cual se utilizaba el
mismo procedimiento que para la sintesis de [F-321-ATF
pero utilizando GDF O,1 mM como sustrato en vez de ADF. El
[ ¥ -32F1-6BTF sintetizado se utilizaba para la sintesis del
[ X -ZLp1-GTP de acuerdo a las siguientes etapas vy
reacciones:
a) Foeforilacibn de 3 'GMF en posicifn 5
b) Eliminacidn del grupo fosfato del 3Z°'5°GMF, en la
pasicién 3.

c) S{ntesis del [X-32FI1-GTF, por fosforilacidn del 5 GMF.

El procedimiento experimental era el
siguiente: una vez obtenido el [XF32PJ—GTP, se agregaba a
la mezcla de reaccion 40 ul de espermina 0,1 M, 60 ul de
I -GMF S50 mM
Z0 unidades de polinucleétido quinasa (10 pl), vy se

incubaba la mezcla por 6 horas y media a 30 (etapa a). A

o
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continuacidn se agregaban 50 pul de una solucidén amortiguadora
de acetato de sodio IM pH 5.5 (pH final 7) y S50 unidades de
nucleasa F1 (50 Pl),y se incubaba por una hora a 3320 (etapa
b). Fara la dltima etapa se agregaban 200 ung de
5 —-GMF-quinasa (IO pl), 1% unidades de piruvato guinasa en
una mezcla de reaccibn que contenfa: 40 Kl de EC1 2M, 75 pl
de FEF 0,1 M, 2 ul de ATF 40 mM, 75 pl de Tris-HC1 1 M, pH
7,4 y 100 pl de agua destilada, y se incubaba a 250 por una
hora vy media (etapa ©). Después de cada etape la mezcla de
reccion se calentaba a 1000 por 2 min. El rendimiento de
psta sintesis es de un 70% aproximadamente.

%. Analisis y purera de los nucledtidos radiactivos:

La determinacidn de la pureza de los
nucledtidos cintetizados, as{ como 1la incorpcracién de la
marcz radiactiva en los productos de las diferentes etapas de
la s=fntesis de [ YP-22p1-ATF vy [X-IZFI1-GTF, se realizaba
por  cromatografie ascendente en places de polietilen—-imino
celulosa. El solvente utilizado dependfa de los nucledtidos
que e deseaba separar:

-  La separacién de los nucledtidos ATF y GTF se realizaba
utilizando como solvente una solucidén de KHZFO4 1M, pH

IS

7/ . >
,5. Esta cromatografia se realizaba durante 45 minutos con




lo cual el ATF migraba con una distancia relativa (Rf)
entre 0,4 vy 0,% , y el GTF entre 0,3 y 0,35,

- La separacibn de los nucledtidos GMF, GDF y GTF se
realizaba utilizando como solvente formiato de sodio 2 M pH
S para los primeros & cm de cromatografia y formiato de
sodio 4 M para los 10 com restantes. Las distancias
relativas de migracién (R+) para estos nucledtidos eran las
siguientes: GTF 0,06-0,13 GDF 0,5-0,85% v GMF ©,7-0,75.

La posicibébn de los nucledtidos utilizados
comc patrones se determinaba  por exposicibn de la placa
cromatogréfica a luz ultravioleta de onda corta. La
posicién de los nuclebtidos radiactivos se determinaba
cortando la placa cromatogrﬁfica en trozos de 0,5 cm vy

cuantificando la radiactividad en un contador de centelleo

o 3
liguido.

4. Furificacibn de nucledtidos radiactivos:

Los nucledtidos radiactivos sintetizados por
el método ya descrito se purificaban por cromatogra¥fa er
DEAE—sephadex A-25  previamente equilibrada con  NHgHCOZz
iM y lavada con agua. Una ver colocada la muestra en la

columna, se elufia con un gradiente continuo de NHgHCOz
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entre O Y iM. A las fracciones colectadas se les
determinaba la radiactividad presente, se juntaban aquellas
que correspond{an al nucledtido que se deseaba purificar vy
ce liofilizaban hasta sequedad. Luego se resuspendfa el
residun  en un volumen adecuado, que contenia entre 10 a
201106 cpm/ul. Luego de esta puri*icacién los nucledtidos

2 4 "
se obtenian con un 25% de pureza.

5, Furificacién de GTF:

El GTF para los ensaycs de unién a proteinas
fue purificado por la misma técnice descrita para los
nucledtidos radiactivos. Fara ello se cargaba en la columna
de DEAE sephadex A-25 (0,8 x 15 cm) 100 umoles de GTF. Las
fracciones elufdas de la columna se analizaban por

s g 5 . .
absorcion a  £L60 nm Vv analizaba su conductividad. Las

7

n
iTi

fracciones correspondientes a GTF y con una absorcidn mayor

que i =e juntaban vy se liofilizaban. El  residuc se
resuspendia  en agua hasta obtener una concentracidn de 80OmM
aproximadamente. La concentracidén de GBTF se determinaba
;spectrofotométricamente utilizando para ello el
coeficiente de extincidn molar de 13,7 x 10=3 m~l/cm a

-
l, =

pH
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6.8{ntesis de oGTF, oGDF y oATF:

Fara la sintesis de los nuclebtidos difosfato
y trifosfato, Z'3F° dialdehf{do se utiliz& el procedimiento
de Easterbrook-Smith y col. (1976), que consistia en lo
siguiente. Se solubilizaba 0,1 mmol del nucledtido (ATF,
GTF O GDF)Y en 1,% ml de agua y se llevaba a pH 8,2. Se
agregaba a la solucidn 0,11 mmoles de peryodato de sodio vy
después de incubar Z horas a 4° en la oscuridad se detenia
la reaccién agregando 10 wul de estilenglicol. La mezcla se
colocaba en urna columna de Sephadex G-10 (1 % 100
cm)previamente lavada y eguilibrada con agua. Se colectaban
fracciones de 1 ml vy se determinaba en cada una de ellas la
absorcibn a 260 nm. También se determinaba la presencia del
ién vyodato haciendo reaccionar Zul de cada fraccién con Zul
de KEI al S% vy Zul de H2504 6N. Las fracciones que daban
color café o amarillo después de la reaccién, dando éuenta
de l& presencia del ion yodato, erandescartadas. El resto
de las fracciones que tenfan una absorcifén mayor gque 1, se
junteban vy se liofilizaban. El residuoc seco se resuspendfa
en agua Yy la concentracién del nucledtido se determinaba
por absorcidén  a 260 nm utilizando para ello un coeficiente
de extincidn molar de 13,7 x 103 M-l/cm a pH 7 para

GTF y GDF, y de 15,4 % 10~2 M~l/cm a pH 7 para ATF.
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C. AMINOACILACION DEL [®H]-Metionil-tRNAi:

1. Purificacidén parcial de aminoacil-tRNA sintetasas:
Se tomaban 7g de c&lulas de E. coli y se

resuspend{an en amortiguador A que contenfa: Tris-HC1 10 mM

pH 7,6, Mg(CHzZCOOH) 2 10 mM, NHgCl 60 mM vy P—mercapto—

etanol & mM. Luego se centrifugaba a b6.000xg por 10
minutos. Al sedimento celular se agregaba 10g de alumina vy
se macer aban en uwm mortero hasta obtensr una pasta

thogénea. Se resuspendfa este homogenizado en 14 ml de
solucién A vy se centrifugaba a 17.000xg por 10 minutos. Al

sobrenadante de esta centrifugacién se la agregaba DNasa

lug/ml Y se incubaba S minutos a 0O0.Luego se
centrifugaba a 27.000xg por 40 minutos vy el sobrenadante se
centrifugaba nuevamente por 2 horas a 100, 000xg. Finalmente

el sobrernadante de esta centri#ugacién se dializeba contra
amortiguador B que contenia: Trie—-HC1 20 mM pH 7,6,
Mg (CHzCOOH)z 1 mM y DTT imM. De esta forma se obtiene
. « . P
una preparacion crude de aminoacil—-tRNA sintetasas. Con el
fin de obtener una preparacién parcialmente purificada de
. . 4 4
geta enzima, s realizd una cromatograflia en una columna de
DEAE celulosa (1,5 % 5 cm) eguilibrada con el amortiguador

E. Se colocaba &n la columna la fraccidn cruda de
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aminoaci l—tRNA sintetasas obtenida como se explicd
anteriormente vy se eluia con el amortiguador B que conten{a
ademds KC1 250 mM. Las fracciones que elufan se
concentraban por precipitacidén con (NHg) 2804 a1l 70%,
y posteriormente se dializaban contrea el amortiguador B que
contenfa KC1 SOomM y glicerol al S0%. Esta preparacién

enzimdtica conten{a 14 mg de proteina.

2. Ensayo de actividad para la metionil-tRNA sintetasa:

L.a actividad metionil-tRNA sintetasa se
ensayaba en un medico gque contenfa: 4ul de amortiguador C
(Hepes 1M pH 7,63 EC] 100 mMy; Mg (CHzCOOH) 2 SO0mM vy DTT
20 mM)y, & ul de metionina 0,8 mM, 1 ul de ATF 100mM, 8 ulL
de tRNA de hf{gado de rata S0 0D/ml, Z ul de
[FHI-Metionina (25 Ci/mmol), 2 ul de agua y 13 ug de la
preparacidn de amincacil-—tRNA sintetasas (1 ul).

La mezcla de reaccidn se incubabea por 20
minutos a I7°. Se detenia la reaccibn agregando 1 ml de TCA
al 10%  en +r{o, ze tiltraba por filtros de microfibra de
vidrioc, se secaban los filtros vy se contaban en un contador
de centelleo 1fquidm.

Con estas condiciones se obtenfa un mdximo de
formacibn de [ZHl-metionil-tRNA, por lo cual se utilizaban

. v . - ./
condiciones similares para la preparacion del

[ZH1-metionil tRNAi. La actividad espec{fica para la
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metionil-tRNA sintetasa de esta preparacién era

aproximadamente de 100 pmoles/mg/min.

R Preparacién del [3Hl-metionil tRNAY .

Fara la preparacién masiva de [ZHl-metionil
tRNA se realizraba la misma reaccidn descrita en el punto 2.
aumentando las cantidades de los sustratos 5 veces. De esta
formz el medio de incubacibn se componfa de: 20 ul de
amor tiguador c, 9 ul de metionina ©,8 mM, 1% ul de
[ZHI-metionina (28 Ci/mmol)y, S ul de ATF 100 mM, 40 ul de
tRN& 530 0D/ml, & ul de la preparacién de metionil-tRNA
csintetasa (6,5 unidades) vy 20 ul de agua. Esta mezcla de
reacci6n se incubaba por 20 minutos a 37° . Se detenia la
reaccibn afadiendo 1 ml de feriol destilado saturado con un
amortiguador esteril de NHgCHzCOOD 10 mM pH 5,5. Luego se
agitaba en un vortex 2 a I minutos v se centrifugaba a Z.500
rem  por 10 minutos. Se tomaba la fase acuosa y se colocabsa
en un tubc estéril. Esta fraccién que contenia tRNA y
aminodcidos (metionina) principalmente se filtraba a través
de una columna de sephadex G-25-150 (1 » 40 cocm) eguilibrada
cor amortiguador  NHgCHzCOO 1¢ mM pH 5,5. Ge recogfan
fracciones de 1 ml y se determina ba en cada una de ellas la

radiactividad presente. 8e juntaban aguellas fracciones gue

. - . g r . P
presentaban una radiactividad especifica superior a 2.000
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7 . £
cpm/ul, vy que se colectaban en el volumen de exclusion de la
. . . . 4
columna. Estas Ffracciones se liotftilizaban y se resuspendian

en un vollmen adecuado, de manera de tener 1 pmol de

[FHI-metionil—tRNAL por ul. La cantidad de
[ZHI-metionil—~tRNA obtenido era de 500 pmoles
aproximadamente Y tenfa una radiactividad especffica de
20,000 cpm/pmal. Cabe hacer notar que la metionil-tRNA

sintetasa de E. coli sdlo carga al metionil—-tRNA iniciador de

eucariontes, por lo cual el producto de esta reaccibn es un
sustrato especffico para el estudio de la iniciacibén de la

sintesis de protefnas en eucariontes (Stanley, 1972).

D. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DEL FACTOR DE INICIACION

elFo:

1. Formacidn de compleio ternario:

La medicidn de compleic ternario se realizaba
por el método descrito por de Harc vy Ochoa (197%9a), con
algunas modificaciones. La mezcla de reaccién, en un voldmen
de 25 ul, contenia: Hepes 20 mM pH 7,6:; DTT 1mM, KCl 150 mM,
1 pmol de EEH]—metiDnil—tRNA;(EO.DOD cpm/pmol), GTF S0 uM vy
una fraccidn protefca de oocitos que contenfa el factor

elFz.




=

Esta mezcla se incubaba por 5 minutos a 37° y se detenia la
reaccion por dilucidn con amortiguador D (Tris—-HC1 20 mM,
FC1 100 mM,P-ﬂmrcaptoetanol 7 mM y Mg (CHzCOO)2 1 mM) en
frio. Esta mezcla se filtraba por membranas de
nitrocelulosa en la cual guedaba retenido el compleio
ternario formado por elfFz, [ZHI-metionil tRNAi y GTF.
Los +Filtros secos se contaban en un contador de centelleo
l1igquido. La unidad de factor elfFr se definif como la
cantidad de factor que es capaz de unir 1 pmol de
[FHl-metionil tRNAL en S minutos a 37°.

2. Formacion de compleio binario:

Se midid 1la formacibn de compleio binaric en
presencia  de GTF o GDF segﬁn el método descrito por de Haro
v  Ochoa (197%b), con algunas modificaciones. La mezclea de
reaccién, en un voldmen de 20 ul, contenia: Hepes 20 mM pH
7.6, KCI 150 mM, [FHI-GTF (10.000 cpm/pmol) S50 uM o
[SHI-GDF (B8.000 cpm/pmol) i uM, v una fraccidn protéica
de ococitos que contenfa al factor elFz (en los cascs en
que se indica se agregé Mg*t2 1 mM al ensayol) . Esta mezcla
se incubaba durante 5 minutos a 30°. La reaccidn se detenfa
por dilucidn con amortiguador D y se filtraba por membranas

de nitrocelulosa. Los Filtros secos se contaban en un
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contador de centelleo 1fquido. La unidad de factor elfFz
se definid como la cantidad de factor que es dapaz de unir

1 pmol de GDF o de GTF en 5 minutos a 30°.

3. Intercambio de nucledtidos:

Fara medir el intercambio de nucledtidos se
preincubaba  la fraccidn protéica que contenia al factor
elFz como se describid para la formacién de compleio
binario. A los 9 minutos de preincubaci&n se agregaba el
nucledtido frfio a diferentes concentraciones y se incubaba
por 2 minutos & 30° . Se cuantificaba el nucledtido
radiactivo unido a elIF2 (complejo binario) por filtracidn
comc se describid anteriormente.El recambio se determinaba

midiendo la diferencia de radiactividad con tubos controles

d / . /
& los cuales no se agregaba el nudedtido frio.



E. ENSAYD DE FOSFORILACION DE PROTEINAS:

Fara el ensayo de fosforilacidn de protefnas
se incubaba una fraccidn protéica en un medio que contenia:
Hepes 20 mM pH 7,63 Mg (CHzCOOY2 4 mM; KC1 10 amM vy
[ Y -32F1-ATF  (4.000 a 6.000 cpm/pmol) 100 uM; en un
voldmen final de 50 ul. En los ensayos que se especifican
A= agreg6 una prote{na guinasa emégena (HCI o caseina
guinasal. Se incubaba por 15 minutos & T7°. La reaccidn se
detenfa agregando 17 ul de amortiguador E (Tris—-HCl1 230 mM
pH &,8; 8DS al 8%; glicerol al 40 %; azul de bromofenol al
0, 005% Y /B -mercaptoetanol 0,14 M. Las muestras se

-y O -

calentaban a 100° por 2 minutos . Estos ensayos eran

analizados en geles de poliacrilamida al 10% en presencila

F. INACTIVACION DE PROTEINAS BUINASAS FOR oATP:

Fara 1inactivar las prote{na—quinasas por 2%
dialdehido ATF (oATF) se realizaba una preincubacién de una
fraccibn protéica que contenfia actividad quinésica, en el
medio de incubacién descrito para el EnNsayn de
fostrilacién, colocando oATF J00 uM en ves de

d-3Z2p1-ATF . Se realizaba esta incubacitén durante 15
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minutos a 370 y se detenfa agregando 2 ul de NaBHg 0,6 M

G. SEPARACION DE LIGANDO LIBRE Y LIGANDO UNIDO A
PROTEINAS:

Fara separar nucledtidos unidos a prctefnas
de nuclebtidos libres, o protefnas fosforiladas de ATF
libre, se utilizaba el método descrito por Fenefsky (1977),
que consist{a bésicamente en lo siguiente: jeringas
desechables de 1 ml (tuberculina) se llenaban con 1 ml de
sephader G-50 equilibrado con amortiguador F (Hepes 20 mM
pH 7,6:; KCl 100 mM; EDTA 1 mM, P*mercaptoetannl 7 mM vy
glicerol 10 %). Las jeringas se colocaban posteriormente en

tubo

"

de 1,5 » 9,5 cm y se centrifugaban a 2.000 rpm por 90
Segunddﬁ en un rotor "swinging bucket" en una centrifuga
clinica. Luego se colocaba una muestra de S0 ul en la parte
superior de la columna y se centrifugaba nuevamente en las
miemazs condiciones utilizando un tubcoc limpioc para recoger

la muestra de ligando unido a protefna.
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H. ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA:

1. Geles de poliacrilamida al 10% en presencia de SDS:

Fara analizar el patrén de protefnas durante
la purificacién del factor de iniciacidn elF~, as{ como
la fosforilacibén de protefnas se realizaban geles de
poliacrilamida en placas de vidrio en las condiciones
siguientes:

gel de separacidn: acrilamida al 10%, bisacrilamida al
%“, Tris—-HC1 ©O,37% ™M pH 8,8; 5SDE al 0O,1%:; TEMED
0,025% vy persulfato de amonio al O,037%4, en un voldmen
de 30 ml.
Se dejabsa polimerizar durante 2 horas y se agregaba el gel
de concentraciodn.
gel de concentracibn: acrilamida al Z%, bisacrilamida al
0,08%, Tris-HCl1 0,125 M pH 6,8:; 8DE al 0,1%, TEMED al

O,1% v persulfato de amonioc al O,13%, en un voldmen de 8

T . - . - .
Urna wver polimerizado el gel de concentracion se aplicaban
las muestras y e llevaba a cabo la electroforésis a
temperatura ambiente, y & uwuna intensidad de corriente

constante de 40 mA, durante aproximadamente 4 horas. El
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amortiguador electrolito uvtilizado se componfa de:Tris-base
0,012 M, glicina 0,096 M, y S8D8 al 0,034. Una vez
finalizada la electroforésis los geles se tefifan. Los geles
para autorradiograftia se fijaban con una solucidn de dcido

arético al 10% durante 1 hora a 37°, cambiando la solucidn

cada 15 minutos para eliminar la radiactividad inespecifica.

2. Geles en gradiente vertical de poliacrilamida para la
determinacidn del peso molecular nativo:

Para la determinacion del peso molecular
nativo del factor elFp de oocitos se utilizé la técnica
descrita por Hedrick vy BSmith (1968) y modificada por
Retamal y Babul {comunicacion personal). Esta técnica
consistia bédsicamente en lo siguiente:

Se realiraba un gradiente de poliacrilamida en sentido
vertical al de migracién de las muestras, con dos
soluciones de acrilamida, al 18 y al &%. Estas soluciones
contentan ademis: bisacrilamida en una relacién de
acrilamidasbisacrilamida de 40:1, Tris—HCL 0,373 M pH 8,83
TEMED ©,025% vy persulfato de amonic al 0,05F7%4Z. Una vez

realizado el gradiente se dejaba polimerizar el gel toda la
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noche. Se agregaba el gel de concentracidn cuya composicién
era: acrilamida 2,5%, bisacrilamida 0,3%, Tris—-HCl 60 mM pH
7,635 TEMED al 0,06%, riboflavina 4 mg/100ml y sacarosa al
40%. 8BSe realizaba la polimerizacién de este gel frente a
L& lémpara de luz blanca. El gel contenia 15 pocillos en
cada wno de los cuales se colocaban 20 ul de la muestra a
analizar. Las muestras se preparaban agregando S ul de
amortiguador E, sin SDS ni P—mercaptoetanol, a 15 ul de la
solucidn protéica a analizar.

Los patrones de peso molecular utilizados
eran: catalasa, F.M: 2ZZ2,000; Léctico—deshidrogenasa, oM. 2
140, 000 Y sercalbdmina de bovino, F.M: 6&7.000, y se

colocaba 20 ug de cada una por pocillo.

El amortiguador electrolito se compon{a de
Tris—base 0,012 M v glicina 0,096 M. La electroforesis se
llevaba a cabo & 4° durante aprozimadamente 6 horas

cuidandao de gqgue el frente de azul de bromofencol no saliera
del gel. Una ver finalizade la electroforesis los geles se

tefifan v se analizaban.

— . ./ 1 s
Z. Tincion de geles por azul de Coomassie:
L s
Los geles se sumergian en una solucion gque

contenia dcido acético al 10%, alcohol isopropflico al 20%
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y azul de Coomassie al 0,3%; y se incubaban por 1 hora a 50°
Fosteriormente se destefian colocandolos en una solucidn de
dcido acético al 7% y alcohol isopropflico al 20%4, e
incubdndolos por 4 horas a 37°, realizando cambios de la
solucidn cada 30 minutos. Finalmente los geles se lavaban

7’
con agua y se secaban al vacio.

4. Autorradiograffaa:

Con el fin de localizar la radiactividad
ascocliada a proteinas o nucleotidos en los geles de
poliacrilamida Y en las placas de polietil-iminoetil
celulosa, se realizaba una autorradiografia . Para esto se
exponia el gel o la placa cromatogréfica a peliculas de
autorradiograffa, en chassis herméticos con doble pantalla
intensiticadora. El tiempo des exposicidn de las
autorradiografias variaba dependiendo de la radiactividad
asociada a las proteinas o nucledtidos. Finalmente las

peliculas se revelaban y se fijaban.

. MICROINYECCION DE OOCITOS:

1. Obtencidén y separacién de oocitos de estado VI

Fara extraer el ovario se anestesiaba la rana



sumergiéndola en wn bafo de agua con hielo durante 135
minutos. Luego se operaba haciendo una pequefa incisién en
rd .
el abdomen, se extralia el ovario y se colocaba en una
. . . . . 7
solucidn salina descrita por Barth cuya composicion era:
NaCl 88 mM, NaHCOz 2,4 mM, CaClz ©O,4 mM, MgS04 0,82
mM,  KC1 1 mM, CaNOzz 0,33 mM vy Tris-HCl 20 mM pH 7,35.
Los oocitos se separaban del ovario manualmente utilizando
. . « 7 <
pinzas de relojerc DUMONT #5, observandolos bajo una lupa
con  aumento de 0,8 veces. Se seleccionaban los oocitos de
~ 4 P oo
estado VI de 1,2 mm de diametro, los que fueron utilizados
. . . ./ - 5
en los experimentos de microinyeccion y de sintesis
7 . X ¢
proteica 1in Vvivo.
- . s e ;
2. Microinyeccion de oocitos:

Los cocitos de estado VI fueron
microinyectados en el citoplasma mediante una aguja capilar
previamente calibrads. Esta aguie estabe conectads a una
ierings GILMONT (para microinyeccién) que corternia

v g A x % 2
vaselina, 1o gue permitia regular el fluic de la solucidn 3
. . - . .7
microinyectar vollmenes con cierta precisidon. Una ve:z

microinyectados, los oocitos eran incubados durante 30
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minutos en solucion salina de Barth a 22°, para permitir la

difusidn de la sustancia microinyectada.

J. SINTESIS PROTEICA in vivo:

Se incubaban grupos de S oocitos en S0 ul de
solucidn salina de Barth, que contenfa [14ci-lisina 20 uM
(2,400 cpm/pmol)  durante 30 minutos a 22° . Una ve:z
finalizado el tiempo de incubacifbn se detenfa la reaccidn
agregando Z ml de icido tricloroacético al 10% frio. Se
homogenizaban los oocitos y se filtraban por filtros de
microfibra de vidrio. Los filtros secos se contaban en un

contador de centelleo lfquido.

K. PURIFICACION DE elFz DE OVARIO DE Xenopus laevis

" v
1. Freparacion de los extractos crudos

S pesaban 600g de ovarioc y se lavaban con

amortiguador G1 (Hepes SO mM, pH 8,03 Mg (CHzCOO)Zz2 S mM;

EDTA  O,1 mM; ECI 100 mM, p—mercaptoetanol 7 mM, glicerol

10%), o con amortiguador G2 (igual a Gl, mas benzamidina 30
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mMj . Los ovarios se cortaban en trozos peguefos y estos se
homogeneizaban en presencia del amortiguador G1
(preparacidén A), o del amortiguador G2 (preparacidn B) en
une proporcién de 20 ml de amortiguador por cada 10g de
tejido, en un homogeneizador Fotter, ejecutando 10 golpes
del émbolo por cada 15g de teiido. los homogeneizados asi
obtenidos se centerifugaban por 10 minutos a 15.000xg. La
suspensidn  sobrenadante se filtraba por lana de vidrio vy se
centrifugaba nuevamente por 20 minutos a 27.000xg. Se
tiltraba nuevamente el sobrenadante por lana de vidrioc y se
centrifugaba esta fraccion a 160.000xg durante 2 horas 30
minutos. De esta centrifugacién se obtenia un sedimento
N . &
microsomal y una suspension sobrenedante.

La fraccibn microsomal == lavaba con
amortiguador H (Hepes 20 mM, pH 7,63 KCl1 0,5 M: EDTA 0,1
mM ﬁ~mercaptoetanol 7 mM:; glicerol 10%) durante 2 horas 30

)

minutos con agitacidn suave. Con este procedimiento algunas
: 'd . . .
de las proteinas uwnidas a la fraccidn microsomal s0On
liberadas vy entre ellas los factores qgue participan en la
I 4 . P .
sintesis proteica.

Esta suspensidn se centritfugaba nuevamente a

160.000xg durante 2 horas 30 minutos vy se colectaba el

sobrenadante claro, al que comunmente se le llama lavado
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ribosomal de alta sal.

Tanto el lavado ribosomal de alta sal como
el sobrenadante de la centrifugacién a 160,.000xg, se
trataban con (NHg) 2504 al 40% vy posteriormente con
(NHg) 2804 al 60%4. La fraccién que precipita entre un
40 v un 6EO% de (NHg)2504, en ambos Cas0s, tenfa
actividad de formacion de complejo ternario en presencia de
[ZHI-metionil—-tRNAL, Y fueron utilizadas para la
purificacién del factor elF2. La fraccion proveniente del
lavado ribosomal de alta sal se 1lamo LRgo-40 Y aguella
proveniente del sobrenadante se llamo S40-60-

Tode el procedimiento para preparar estas dos
fracciones se realizaban a 4.
2. Cramatograf{a en DEAE-celulosa

250 mg de  la fraccién  Sa40-60 se colocaban
ernn una columna de DEAE-celulosa (DE-S2) (1,5x10cm) de 12 ml
de volumen en presencia del amortiguador 1 (Hepes 20 mM, pH
7.b: Ol S0 mMy  EDTA 0,1 mMj P—mercaptoetanol 7 mMs
glicerol 10%). Una vez absorbida la muestra, se lavaba la
columna con 100 ml del mismo amortiguador. La elucibn del
factor elFz se realizaba mediante un gradiente lineal de

KC1 entre 50 mM y 0,5 M en el amortiguador I. La
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concentracidén salina de las fracciones se verificaba por
medicidn de la conductividad de las fracciones. El flujo de
la columna se mantenfa constante en 60 gotas/minuto y se
recogfan fracciones de 4 ml.

La actividad enzimdtica se media en
alicuotas de 10 ul de cada Fraccidén por formacidn de
compleio ternario.las fracciones que presentaban actividad
se juntaban para continuar la purificacién.

Las columnas de DEAE-celulosa realizadas con
cantidades mayores de 1g de protefna de extracto de ovario
se elufan en dos etapas : KCl 120 mM y KCL 200 mM en
amortiguador I. Fara ello se colocaban en 1,7g de proteina
de extractc de overio en uwune columne de DEAE-celulosa
(20xZ2,.%cm). Se lavaba la columna con 700ml de amortiguador
i, v luego se elufia con las dos etapas indicadas. Se
determinaba la actividad de elFz por formac16nv de
complejo ternario en 10 uwl de cads fraccidn.

Un  procediminetoc similar se realizabe con la

fraccidn LR4O~-&60.

4
Z. Cromatograftia en fosfocelulosa
Aproximadamente 300 mg de la fraccidn que

elufa a 200 mM KCl de la columna de DEAE celulosa (DE-200)
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se colocaban en una columna de fosfocelulosa (1,5%15cm) de
25 ml de voldmen. Se lavaba la columna con amortiguador I
con KC1 200 mM. La elucidn se realizaba en dos etapas:
amotiguador I con  EClI 400 mM y amortiguador I con KC1 700
mM. El1 Factor elFs elufa a una concentracibn de KCl 700
mM. El flujo de la columna se mantenia constante en 60

gotas/minuto.

4., Cromatograf{a en Heparina-Sefarosa (Heparin Sepharose)
Aproximadamente 10 mg de la fraccidn que
elufa a 700 mM KCl se dializaban contra el amortiguador I vy
se colocaban en una columna de Heparina Sefarosa (0,5xlcm).
Se lavaba la columna con el amortiguador I y se elufa en
dos etapas : amortiguador I con ECL 200 mM y amortiguador I
con KClI S00 mM. El fluic de la columna se mantenia
constante en & gotas/minuto. El factor elFz eiufa a una
concentracidn de KEC1 500 mM.
5. Cromatograf{a en carboximetil-Sephadex
Fara 1. purificacidn E se utilizd como
primera cromatografia carboximetil-Sephadex. Fara ello se

colocaban 1,3g de LR40-40 en una columna de carboximetil-
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Sephadex equilibrada con amortiguador I. Se lavaba la
columna con el mismo amortiguador y se elufa en dos etapas:
amortiguador I  con KC1 180 mM y amortiguador I con EC1 360
mM. El1 flujo de 1la columna se mantenf{a constante en 60

) 5 4 o
gotas/minuto. El factor elfF2 eluia a una concentracion de

ECI de 360 mM.

b. Centri+ugacién en gradiente de glicerol

En un  tubo de 12,5 ml se preparaba un
gradiente lineal de glicerol entre el 15 y el 35 %4 en
amortiguador 1. En la parte superior del agradiente se
colocaba ©,5mg (ilml) de la fraccién obtenida de la Gltima

etapz de 1la purificacién del factor elFz. Se realizaba

e . - -
uns centrifugacion durante 36 horas a 38.000 rpm en un
rotar "mwinging bucket” 41 Tk . Al final de la
. & i . ) -
centrifugacion se colectaban fracciones de 0,5 ml y se

determinaba la& actividad de elFp en cada una de ellas por
A ® : .

forms=cion de compleie ternaric. En un tubo paralelo se

colocaban como  patrones  de peso molecular:  BSA 67.000,

aldolasa 158.000 y catalasa 232.000.




K. DETERMINACION DE PROTEINAS:

% o 4
Las determinacion de las proteinas

realizaba por el método descrito por Lowry y col.

por el metodo descrito por Bradford (1976 .

(1951)

se

o
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RESULTADOS

I.PURIFICACION DEL FACTOR eIF2 DE OVARIO DE Xenopus

laevis
A continuacidn se analizan dos métodos de
purificacién de elF2. Ambos métodos utilizan

cromatografias de uso com(n en la purificacién de elF2 de
otros sistemas.El método B incluye un inhibidor de
proteasas durante la homogeneizacién, y el método A no lo
incluye. Los dos métodos de purificaciSn permiten obtener
un factor elFz activo, en la formacién del complejo
ternario, pero con diferente estructura, siendo 1lo mas
notable 1la ausencia de subunidadlb en la preparaci6n Ay la

presencia de esta en la preparacién B.
A.Método de purificacién A
1.Preparacién del extracto de ovario:

Como ha sido descrito por otros autores el

. .
factor elFz se encuentra en la fraccion soluble y también
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Figura 1: Actividad de elfF2 en extractos crudos de

ovario

Se midid 1la
LRao—-40 (A

. ; 2 . . . -
formacion de complejo ternmario en la fraccion

% S40—&0 (R, en presencia de

[ZHI-metionil-tRNA;, y OGTF, como se indica en los métodos.

Se utilizaron

80 pg.

diferentes cantidades de proteina entre 10 vy
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en la Fraccién microsomal de células eucarioticas. Se
prepararon ambas fracciones (840-60 Y LRgo-40) como se
describid en los métodos, homogeneizando con amortiguador
Gi, y se determind la presencia de eIFz midiendo la
formacién de compleijo ternario, en ambas fracciones luego
de dializarlas contra el amortiguador I. Como se muestra en
la figura 1 ambas Ffracciones presentan actividad de
compleijo ternario. La actividad especifica de la fraccién
LRao—~60n fue de 0,8 unidades por mg de proteina y la de la
fraccidn S40~40 fue de 0,44 unidades por mg de prote{na.
Aungue l1la fraccibn proveniente del lavado ribosomal de alta
sal presenté una mavor actividad especffica la cantidad
relativa de factor eIFz presente en ambas fracciones es
de un S04 en cada una.

2. Dromatagraffa en DEAE-celulosa:

250 mg de la fraccidn Szo-s0, dializada contra
el amortiguador I,se sometieron a una cromatografia en
DERE—celulpsa eluyendo con un gradiente de KCl entre S0 mM
y S00 mM como se describe en los métodos. Se midib la
actividad del factor elFz vy la absorbancia a 280 nm en
las fracciones eluidas de 1la columna, obteniéndose el

. 4 .
perfil de elucion gue se muestra en la figura 2. Como se

puede observar s6lo las fracciones gue eluyen entre 160 v

200 mM KCl1 presentan actividad para eIFz.

e
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Figura 2: Cromatograffa en DEAE-celulosa de la fraccion
S40-60-

280 mg de la fraccidn S40-40 se Ffraccionaron en  una

columna de DEAE~celulosa de 10 ml, eluyendo con  un

gradiente lineal de KCl entre S50 mM y 0,5 M. Se colectaron
fracciones de & ml en las cuales se midid la absorbancia a
280 nmm (———) vy la actividad de elFz por formacidén de
complejo ternario en presencia de [ZH1-metionil—-tRNAL vy
GTF ( %— ) como se indica en los métodos. La actividad de
elF> se midid en 10 Pl de cada fraccibn. El gradiente de
concentracién de sal se verificd midiendo la conductividad

en cada fraccidn.
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TABLA 1
ACTIVIDAD DE elF2 EN FRACCIONES ELUIDAS
DE DEAE-CELULOSA

Fraccidn Actividad Unidades Rendimiento
Especifica totales
U/mg proteina 7
S40-60 0,45 1444 100
DE-200 8,7 997 276
Se determind la actividad de elFz por formacion de

compleic ternaric en presencia de [ZHI1-metionil-tRNAL vy
GTF como se indica en los métodos. La actividad se
determinb en la fraccién no retenida, en la fraccidn eluida
a 120 mM ECl y en 30 pg de la fraccién eluida a 200 mM KC1
(DE-200) . ‘No se detectd actividad en la fraccidén no

retenida ni en aguellsa gus eluyé a 120 mM ECL.
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La tabla 1 muestra los resultados obtenidos
corn una columna de DERE celulosa de mayor tamafo en la cual
se colocaron 3,530 de protefna de la fraccidn S540-460. Las
fracciones se eluveron en dos etapas con 120 y 200 mM KECL,
en base a estudios que mostraron un grado de purificacidn
equivalente en esta cromatograffa, y la mayor rapidez con
gue se realiza la elucidn.

La actividad especifica de elF2 aumenta 20
veces con esta cromatogra%fa. Ademds se observd que después
del fracciomamiento en DEAE celulosa, constantemente
ocurria un aumento del rendimiento de mas de dos veces.
Este hecho podria indicar 1la separacién del factor elFg
de algdn inhibidor (especifico o inespecifico) de 1la
formacidén de compleio ternario.

R Crgmatog‘affa en fosfocelulosa

. . - - &
L= traccion DE-Z00 == sometid & una

ot

4 . s
ogratia en fostocelulosa como se  indice en los

il

"OMa
métodos. Ern este caso, asf{ como ern DEAE celulosa se observd
que la elucidn en dos etapas, 400 y 700 mM KCl, llevaba a
obtener un factor elFz mas estable vy de una actividad
especifica similar a aguél elufdo por gradiente salino.

Se determind 1la actividad de elF2 en la fraccidn no
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retenida, en 1la fraccion que eluyé a 400 mM KC1, vy en la
que eluyé a 700 mM KECL (FC-700).S6lc se observo actividad
en la fraccidn PC-700. En esta cromatograffa el factor

elF? es purificado 10 veces con un rendimiento de un S3%.

4, Cromatograffa en heparina-sefarosa:

La fraccidén PC-700 se dializd contra el
amortiguador I, se colocd en una columna de heparina
sefarosa vy se eluyé como se indica en los métodos. Se
determind la actividad de elF2 en la fraccidn no retenida
en la fraccidn quie eluyé a 200 mM ECL, v en la que eluyé a
500 mM ECL (HS-500) . 661lo se encontré actividad de elF2 en
la fraccibn HS-500. En esta cromatograf{a el factor elFz

es purificado 2.5 veces con un rendimiento de un 70%.
5

5. Grediente de glicerol:

Se  tomaron 0,5 mo de la fraccidn HS-500 v S8
sometieron a centrifugacién en un gradiente de glicerol
como se indice en los metodos. Se determind la actividad en
las fracciones del gradiente. Los resultados se muestran en
la figura 3.

Le actividad de elFz migra como un solo

pico en el gradiente entre los volumenes de migracidn de
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Figura 3: Velocidad de sedimentacién en gradiente de

glicerol de la fraccion HS-500.
Se sometid a CEﬁtrlfugacian en gradiente de glicerol 0,5 mg
de la 4fraccidn HS-S00 como se indica en los métodos.Al
fineal e 1a Centri+ugaci6n se colectaron fracciones de 0,5
ml y se determind en cada una de ellas la actividad de
elFz por formacifén  de compleijo ternario en presencia de
[FHl-metionil tRNA; vy GTF (-9). Se tomaron 10 pl de cada
fraccian para hacer la determinacidén de actividad. Para la
determinacidén de la migracién de las protefnas patrones se

N . & v - .
midic la absorbancia a 280 nm en cada fraccion (e—e),. Los

patrones utilizados fueron: BSA, &7.000d; aldolasa, 158.000

d catalasa 232.000d.
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Figura 4: Determinacion del pesc molecular de elIF2 por
velocidad de sedimentacidén en gradiente de
glicerél:

Se graficé la migracién relativa (R+) de los patrones de

protefnas ern funcidn del logaritmo del peso molecular de

cada patrén. La flecha indica la migracidén relativa de la

actividad de elF~2.
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los patrones de BSA vy aldolasa. La actividad especffica

del factor elF2 recuperada después del gradiente fue de

casi un 507 de la actividad especffica de la fraccién

HS-500, siendo de 12% unidades por mg de prote{na. En este

gradiente no se colocd toda la fraccidn HS-S500 por lo tanto

el rendimiento se calculd en base a las unidades colocadas
en el. Se colocaron en el gradiente 117 unidades de elFp

y se recuperaron 13 unidades totales con lo cual el

rendimiento de esta etapa fue de un 11%. La inactivacion

parcial del factor elFz durante la centrifugacién en el
gradiente de glicercl, se debe probablemente a que éste es
muy inestable a 49 por tiempos prolongados.

&. Determinacion del peso molecular aproximado del factor
elF? por velocidad de sedimentacifn en gradiente de
glicerol:

Fara la determinacidn aprozimada del peso
molecul ar del Factor elFz nativo se graficd la migracién

iva de los patrones de peso molecular en funcidn del

1
il
-t
n
’+
bt
<

logaritmo del peso molecular. Como se muestra en la figura
4 el HFactor elFp de ovario, purificado por este método
tiene un peso molecular aproximado de F0.000.

La tabla 2 muestra un resdmen de la
purificacién A de elFp de ovario con la cual se obtuvo un

factor con una actividad especifica de 125 unidades por mg
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TABLA 2
TABLA RESUMEN DE LA PURIFICACION A DE elfFp
DE OVARIO DE Xenopus laevis.

FRACCION ACTIVIDAD UNIDADES RENDIMIENTO
ESFECIFICA TOTALES
U/mg proteina YA
S40-460 O, 45 1444 100
DE-Z00 8,7 3997 276
F=700 FéH. 4 2142 146
HS-S00 234 1490 102
G.Glicerol* 125 164* 11%

la tabla resume el método de purificacidén A del factor
elFz. Fara la determinacién de actividad se utilizaron 30
Hg de la fraccidn que sluye a 200 mM KCl en DEARE celulosa
(DE-200) , T Mg de la fracciodn que eluye & 700 mM FCI en
fostocslulosa (FC-700) Yy & Ma de la fraccidn gue eluye a
500 mM KCl1 de la heparins sefarcsa (H5-500).

¥Ectoe  valores estan calculados basindose en las unidades
que se colocaron en el gradiente que corresponden e un 8%

de lase unidades totales de HE-500.
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de protefna, y un rendimiento de un 117%.
7. Gel de poliacrilamida en presencia de &8D5 de las
fracciones obtenidas durante la purificacién A.

Con el fin de analizar las fracciones
provenientes de las diferentes etapas de la purificacian
del factor elFz, se realizé un gel de poliacrilamida al
10% en presencia de 8DS, como se describe en los métodos.
La fraccidn proveniente del gradiente de glicerol presenta
dos bandas de protefna mayoritarias que dieron cuenta, por
anilisis densitométrico, del 70% de las protefnas totales
del gel. Se determind el peso molecular de estas proteinas,
sienda S52.000 para la de mayor tamafo y I8.000 para la
menor .

For 1o tantoc de esta purificacidén se obtuvo un

factar elfFo de dos subunidades vy de peso molecular

(2} continuacidn se muestra el método de
purificacién B, en el cual se cambid el orden de las
cromatogra{fas utilizadas, as{ CoOmo la columna de
fosfocelulosa por una carboximetil-Sephadex. Esto se hizo

con el fin de intentar un mejor rendimiento y pureza del

factor elfFz.

e
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Figura S: Electroforésis en geles de poliacrilamide en
presencia de S5DS, de las fracciones provenientes

de la purificacion A.
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N . 7 v
Musstras provenientss de las cuatro CGltimas etapa
e

de
les de

n

1]

puri%jcacién s  sometieron a electroforesis en g
poliacrilamide  al 10%  en presencie de 85DE. como se indicea
en los métodos. El gel se tifd con azul de Coomassie.

canal 1: 50 pal= de DE~Z200; canal 2: 0 ug de FC-700; canal
S 200 pg de HSE-500; canal 4: é)}@ de la fraccidn de elFo
proveniente del gradiente de glicerol. Fara la
determinacibn del pEsn molecular se utilizaron como
patrones: fosforilasa, 94.000; ESA, &7.000; ovoalbdmina

e . /7 . e ame
2.000 y anhidrasa carbonica, 30.000,



B.Metodo de purificacién B

1. Preparacién de los extractos crudos
Como ha sido descrito que el factor elFz tiene

tres subunidades, y que la subunidad /A es sensible a

L . . ; 7 . . < W
proteolisis, se realizo urna segunda purificacion en
presencia de benzamidina 30 mM, comoc inhibidor de
proteasas, con el fin de intentar la obtencidn de un factor

elF2 con sus tres subunidades.

Se preparé un extracteo crudo LRgo-40 como se
describe en los métodos pero utilizando amortiguador G2,
gue contierne 30 mM Benzamidina, durante la thDgeneizacién
de los trozos de ovario y hasta la etapa de precipitacién
con (NHg) 2504, La bernzamidina ha resultado ser muy
eficiente como inhibidor de proteasas de oocitos, cuando es
colocado en una concentracién de 30 mM, aungue ses sélo
durante la homogeneizacién. (Comnelly., comunicaci&n
personal b.

Lusgo el extracto LRgo-460 2 S€ dializé contra
amortiguador I, antes de someterlo a cromatograffa.

2. Cramatograffa en carboximetil-Sephadex
La fraccidn LRg40-60 se sometid a una

4 . - .
cromatogratia en carborximetil-Sephadex como se describe en
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los métodos. Se midi
formacidn de comp
obteniérdose los re
La formacibn de camp
para el factor de in
comparar esta activi
ternaric durante la
purificado. Como
proveniente de la
actividad para el
compleioc ternario.
compleic binaric, s
retenida vy también
Como ocurrid con
realizadse  en
Sephader realizadsa
cantidad de

mayor

colooaron  2n 1

D]

oD
v o

en la AHormacion de
4

por  mg de proteina
rd

por mg de proteina

& s

fraccion tiene una

.
la Fformacion de co

complejo ternario.

6 la actividad elufda de la columna por

lejo ternario y complejo binario,

-

sultados que se muestram en la Tabla Z.

o « . ré .
lejo binario no es un ensayo especifico

L]

a 5, P / i o & ;

iciacion &, solo se midio con el firn de
. . 7 .

dad asociada a la formacion de compleio

. 7
purificacion de elF? vy en el factor

. - i
se puede apreciar solo la fraccion

./ 5 ———
elucién realizade a 360 mM presentd

factor elIFz? medida por formacidn de

. » P 4
En cambio al medir la formacion de

o 5 .
e obtuvo actividad en la fraccidn no

en la fraccidn elufda a 360 mM KCl.As{

la cromatografia en DEAE-celulosa

la preparacién A, después de la carboximetil-

en  la preparaciém E, se recuperd una
unidades de elf
lumna. La actividad especifica obtenida
complejo ternaric fue de 21,7 unidades
y en compleio binario de 125 unidades
resultados  indican

5 Estos gue esta

. . 4 .
actividad especifica & veces mayor para

% 5 + - .7
mpleio binarioc gue para la formacion de

7§



TABLA 3
ACTIVIDAD DE elF2 MEDIDA EN LAS FRACCIONES ELUIDAS
DE CARBOXIMETIL SEFHADEX

A.Formacion de complejo ternario

FRA&CCTION ACTIVIDAD UNIDADES RENDIMIENTO
ESFECIFICA TOTALES

™

L/ mg protefna

LR4O-5£0 0.7 455 100
CM-Z260 21,7 1064 233

B.Formacién de compleio binario

FRACCION ACTIVIDAD UNIDADES RENDIMIENTO
ESFECIFICA TOTALES
U/mg pratefna A

LRAG—&0 23 14950 100

No retenida 12,4 244 22
CHM-Z60 25 &125 41

S5e determind le actividad de elF: por formacidn de
compleio ternarioc en presencia de [3Hl-metionil-tRNAL vy

BTF S0 wM (A, o por formacibn de compleic binario en
presencia de [Z>HI1-GDF M (B), como se describe en los
métodos. No se observd actividad de complejo ternaric en la
fraccién no retenida, asi como en la fraccidn que eluyd a

180 mM ECl. La actividad de compleio binario se observo

. 3 . . s
s0lec en las dos fracciones indicadas, no retenida y aguella

gue eluye a 360 mM ECL (CM-3260).
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El rendimiento de esta etapa de purificacién
fue de un I3% para la actividad de formacidn de complejo
ternario vy de 41% para la actividad de formacion de
complejo binario que eluyé junto con la actividad para
elFz (Tabla 2.

B Cromatagraf{a en heparina-setarosa

La fraccion CHM-2Z60 obtenida en la etapa
anterior se sometid a una cromatograf{a en heparina-
sefarosa, luego de dializarla contra el amortiguador I.

Se eluyé la columna en una etapa a una
concentracidn de ECl1 S00mM en amortiguador I, obteniéndose
una actividad especffica de 40,2 unidades por mg de
protefna, urna purificacién de dos veces y un rendimiento de
un &68%.

4., Cromatogr t{z en DEAE-celulosa

1]

La fraccidn HS-500 obtenide de 1la& etapa
anterior se dializd contra el amortiguador 1, y se colocd
en una columna de DEAE-celulosa. Lusgo se eluyé en dos
etapas como se indica en los métodos, obteniéndose dos
fracciones DE—-120 v DE-200. En esta preparacién la

actividad de elFz eluyé a 120 mM KECl y no a 200 mM como
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\ . & + . .
ocurri® en la preparacion A. La actividad especifica de
. ’ .
esta fraccion fue de 192 unidades por mg de proteina con un

rendimiento de un 46%.

5. Electrofuresis en geles de poliacrilamida en presencia
de SDS de la fraccidn DE-1Z0

Al  analizar la fraccién DE-120 en un gel de

poliacrilamida  al 10% en presencia de DS se encontrd que

ésta presentaba  tres bandas mayoritarias de protefna que

daban cuenta del Q0% de las protefnas de esta fraccidn,

como se muestra en la figura 6. Los pesos molecul ares

calculados para estas tres protefnas fueron de 38.000,

50,000 v 52,000,

La tabla &4 muestra ur resumen de la
puri+icac15m B, de elFz de ovario, en la cual se obtuvo
un meior rendimiento que en la purificacién A, siendo de un
7E5% ., v una actividad ezpecf{ica similar.

La tablea S muestra ur restimen de la
purificacién de la actividad de formacidn  de compleio
binerio, determinado en las condiciones descritas en los
métodos. Se puede observar que & lo largo de la
purificacién la actividad de formacién de complejo binario
es entre 4 y & veces mayor que la actividad de formacidn de

compleio ternario.
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Figura 6b: Electroforésis en gel de poliacrilamida en

presencia de 5DS de la fraccidn DE-120
10 Rl de la fraccibn DE-120 se sometieron a electroforésis
ern un gel de poliacrilamida al 10%, en presencia de 5D8. EIl
gel se tind con azul de coomassie como se indica en los
métodos.
canal 1% elF> purificado de ovario, canal 2: patrones de
peso molecular, fosforilasa 24.000; BSA 67.000, ovoalbdmina

. 4 . — P—
Z.000 y anhidrasa carbonica 30.000.

82




§3

TABLA 4
TABLA RESUMEN DE LA PURIFICACION B DE elF2
DE OVARIO DE Xenopus laevis

FRACCION ACTIVIDAD UNIDADES RENDIMIENTO
ESFECIFICA TOTALES
U/mg proteina %
LE4O-40 0,7 455 100
CM-260 21,7 1064 233
HS-500 40,3 740 158
DE-120 192 240 75

Los valores de esta tabla se calcularon en base a la
actividad de elF2 medida por formacibn de complejo
ternario. Fara ello se tomaron 15 g de la fraccidn eluida
a 360 mM EClI en la columna de carboximetil Sephadex, 10 p=
de la fraccibn elufida a 500 mM KClI en la columna de
heparina sefarosa (HE-500) vy 1,5 Ha de la fraccidn gque

eluvd a 1720 mM EC1 de la columna de DEAE celulosa.




84

TABLA S
TABLA RESUMEN DE LA ACTIVIDAD DE FORMACION DE
COMFLEJO BINARIO DEL FACTOR elF2
DE OVARIO DE Xenopus laevis

FRACCION ACTIVIDAD UNIDADES RENDIMIENTO
ESFECIFICA TOTALES
L/ mg protefna A
LRgO-—40 25 14950 100
CM-3260 125 6125 41
HE~-S00 208 4595 3
DE-120 230 2821 16

Los valores e calcularon en base a la formacién de

compleio binario, como se indica en los métodos. Las

cantidades de protefna utilizadas de cada fraccidn fueron

las mismas que se indican en la table 4.
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6. Determinacidn del pESO molecular de elIFp nativo,
purificado por el método B

Con el +in de determinar el peso molecular
de elIF» nativo de oocitos, se sometid la fraccidn DE-120
a electroforesis,en condiciones no desnaturantes, en
gradiente vertical de poliacrilamida como se indica en los
métodos.En  la Figura 7 (& Y B) se muestra como migran tres
patrones de pesc molecular conocido en este tipo de
electroforésis.

Emn la AFigura 8 se muestra la migracién del
factor elFz en este tipo de electroforésis. En este caso
elF> fue fosforilado previamente con HCI con el fin de
poder detectar su presencia por autorradiografia ya gue la
cantidad de proteina disponible era insuficiente para
detectarloc por tincidon de nitratoc de plata, en este tipo de
electroforésis.

En la Figura 9 se muestra le determinacion
del peso molecular de elFz que resultd ser de 160,000,
Segun este resultade y el observado en la figura 6,el
factor elFz purificado por el metodo B consta de tres
subunidedes: de IZ8.000, de 30.000 vy de 52.000,

Asf, el pesc molecular del elF de oocitos

ez similar al obtenido para el factor de reticulocitos de

conejo por Benne y col (1976) gue consta de tres subunidades
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Figura 7: Electroforesis en geles de poliacrilamida en
gradiente vertical de los patrones de peso
molecul ar

20 pg  de BSA  (67.000), 20 ug de deshidrogenasa l4ctica

(140,000) , (A), Y 20 pg de catalasa (232.000) (), se

sometieron a electroforesis nativa en gradiente vertical de

poliacrilamida como se indica en los métodos. Los geles se

— x 7 7 . x
tifieron con azul de coomassie segln la tecnica descrita en

s
los metodos.




elF, B

Figura 8:

&8

Autorradiografia de una electroforeésis en
gradiente vertical de poliacrilamida, del factor

elF2 fosforilado por HCI.

5 pg de elFz se incubaron en presencia de HCI y [¥-22F1
ATF 100 M, en un ensayo de fosforilacion como se describe

/7 3 ./ . — o
ern los métodos. El vollmen final de la reaccion fue de 200

il Se

& P %
csometid esta muestra a electroforésis nativa en un

gel de poliacrilamida en gradiente vertical, repartiendo la

muestra

uno.

15 pocillos vy colocando 20 ul de ésta en cada
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Figura 9: Determinacidn del peso molecular de elFz
nativo purificado por el método B.

Se graficd el porcentaje de acrilamida en funcién del
logaritmo (log) de la migracibn relativa de la protefna
(Rf), multiplicade por 100. como lo indica el método de
Hedrick y Smith (1968).

En el inserto se graficé la pendiente de cada recta
obtenida para los patrones de peso molecular en funcidn del
peso  molecular correspondiente. La flecha indica el valor

de la pendiente obtenida para elfFz cuyo valor fue de 9,2,

lo que corresponde a un peso meolecular de 160.000.
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I1. ALGUNAS CARACTERISTICAS DEL FACTOR elIF2 PURIFICADO

DE OVARIO DE Xenopus laevis.

A. Fosforilacién de las subunidades &« vy ‘ﬁ de elF2

obtenido por los dos métodos de purificacidn

A las tres subunidades del factor elFz se
le asignaron las letras a’YG'yBA en el orden ascendente de
SUE pesos molecul ares determinados en geles de
poliacrilamida al 10% en presencia de 8DS (Benne vy
col. 1976 vy Tahara vy col., 1978.). 5Sin embargo existen
otros parémetros para identificar las subunidades de elFz
como  son sus puntos isoeléctricos vy la fosforilacidn de las
subunidades & yf} por dos protefna - quinasas diferentes. Se
ha descritoc que la&a subunidad o« del tfactor elFz de
reticulocitos es fosforilade por dos proteina —guinasas
presentes en este teiido: HCI vy DAI, la primera activada en
ausencia de hemina v la otra activads por RNA de doble
cadena. For otro lado la subunidadfb eg fosforilada por la

caseina quinasa de tipo II.
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el fin de identificar las subunidades del

Con
fosforilacibn de

estudid la

factor elF» de oocitos se
elFz por HCI de reticulocitos y por caseina guinasa II de
ovaric de Xenopus laevis, en geles de poliacrilamida y con

La preparacidh de HCI que

posterior autorradiograffa.
5 . . . Id . . 7
disponible, sin embargo, tenla una contaminacion con

estaba
IT de reticulocitos. Ambas guinasas

quinasa
/ « . 5 s o
a través de varias etapas de la puriticacion de

apreciar

e
caselina

copurifican
5 . . 7
(Sierra, comunicacion personal). Como se puede

28,000 Yy

HCI
10 las subunidades de peso molecular

en la Ffigura
50,000 son  fosforiladas por HCI (canales 1 y 4) mientras
S0.000 es

molecul ar

subunidad de peso
Zy Sr.En el

la
Il (caneles &

£
aque eolo
7/ .
por  caselina gulnasa

. . 4 e 4
observa la inhibicion de la fosforilacion de la
/
ia se

fosforilada

5 se
En esta autorradiograf

heparina.

or
de pesc

subunidad

o>
s

" . .z .
autofostorilacion de HCI

la
molecular que

+
U]
4
i
bt
1IEN
il

observa
molecular 90,000 v dos bandas de mayor peso
- 7 ‘ .

preparacion de elFz, v aue se fostorilan

]
S
1

pertenecen

por caseina quinasa II.
Como se muestra en la figura 10R el factor
elFz purificedo por el método A (canal 1) presenta una
por HCI cerrespondiente a la subunidad &

banda fosforilada
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Figura 10: Fosforilacidn de eIF2 de ovario por HCI de
reticulocitos y por caseina quinasa II de
ovario.

0,6 pg de elF:z purificado seglun el método E (A, o 0,5 ug
de elFz purificado segun el metodo A (B), se incubaron en
presencia o ausencia de HCIL, y de [?—32PJ ATF 100 uM, en
urn  ensayo de tosforilacidn de protefnas como se describe en
los métodos. Las muestras se sometieron a electroforesis en
geles de poliacrilamida al 10% en presencia de SDS. Se
muestra la autorradiografia de estos geles.

En A: canal 1: 0,6 Jg de elFp (DE-120) + HCI.

canal 2 0,6 Mg de elFz (DE-12Z0) + caseina quinasa 11.

o

canal 33 igual al canal 2, mas heparina (10 ug/ml).Los
canales 4 y T contienen lo mismo que los canales 1 v 2,
peroc el tiempo de exposicién de la autorradiograffa fue
oohio vecss menor.

canal b 8 g de elF>2 (DE-120) , tincién azul de
COOmMassle.

Er E: camnal 1i: O,Ezp

in]

de elFp (GG) + HCI

a

canal D 0,9 Ha e elFg (GG, canal I: 0,5 Ha de elFz

de reticulocitos + HCI, canal 4: HCI.
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v de peso molecular 38.000 y no presenta una banda
correspondiente & la subunidad p» de peso molecular 5S0.000,
que sf{ se encuentra en el factor de reticulocitos (canal 3)
Debe mencionarse en este caso que el elfF2 es mucho menos
eficiente como sustrato para HCI y que esto permite que la
autofosforilacidn de HCI sea mucho mas notoria gque la de la
subunidad & de elF>. Lo inverso ocurre en la figura 10 A.
No se pudo verificar la no fosforilacién del factor elFp
de la preparaciéﬁ A por caseina quinasa, va que en ese
momento no se disponfa de ella en el laboratorio.

La Figura 11 muestra la fosforilacidn de la
subunidad & de elFz? por HCI, en fracciones parcialmente
purificedes y en la fraccieon mas pura, obtenida por el
metodo de purificacion A Ern esta autorradiografia se
observa gue l& subunidadd sGlo se fosforila en presencia
de HCI v gue en ninguna etapa de la purificacibn aparece
urna bands de ¥Dgforilac16n correspondiente a la subunidad)ﬁ

-

de elF2 (pesc molecular 50.000) canales 1,3 y 5.

95
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L Sl B
43k — .
38— s Ll - i — elfprenc
- - -
30K —
2 > 4 5 6 7 8
Figura 11 : Fosforilacion de elFz proveniente de

diferentes fracciones de 1la purificacion A,
por HCI
Se tomar on fracoiones de diferentes etapas de la
pur1¥zca:i6n A vy se incubaron en presencia de [F'-32F]1 aTF
100 uM y HCI de reticulocitos en un ensayo de fosforilacidn
Como se describe en los métodos. lLas +fracciones se
sometieron a electroforésis en gel de poliacrilamidae al 10%
en presencia de §DS. Se secd el gel y se sometid a
autmrradlogra4fa.
canal 1: EO/ug de DE-200 + HCI

canal 3: 10 pg de HS-500 + HCI

m

canal 0,5 g de GG + HCI

canal 7: 0,5 Ha de elfFz de reticulocitos + HCI

canal 8: HCI

Los canales 2, 4 y é& tienen lo mismo gue los canales 1,3 vy

[~

3 pero no contienen HCI.
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B Requerimientos de la reaccién de formacion de complejo

ternario

1 Formacién de complejo ternario en funcion de la
concentracidén de GTF.

Se estudid la formacibn de complejo ternario
en funcié% de la concentracién de GTF, con el fin de obtener
la concentracion de sustrato éptima para este ensayo La
figura 12 muestra la formacidn de complejo ternario por una
fraccion parcialmente purificada de elF2 en funcidn de la
concentracidn de GTF. Comoc se puede apreciar a una
concentracion de GTF de 50 uM la reaccion alcanza un 96% de
la actividad méxima de formacibn de complejo ternario. Todos

P
los wperimentos de formacion de complelio ternario se

5 & :
realizaron por lo tanto a esta concentracion de GTF.

- . ) . . s
Z. Formacion de compleio ternario ernn funcion de 1

i

concentracidn de [THI-metionil tRNA.

i A i & ; .

S5 estudioc la formacion de compleijo ternario
i v A = . . .

en funcion de la concentracion de [~HIl-metionil-tRNALI que
es el segundo sustrato que participe en esta reaccién. Como

5 . 7 /7 .
se muestra en la figura 13, la reaccion presenta un maximo
de actividad en presencia de 1 pmol de [3Hl-metionil-

tRNAI en el ensayo, a una concentracidn de GTF de 50 priye
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Figura 12: Formacion de complejo ternario en funcion de la

concentracién de GTP

. . S ./ :
10 pg de la fraccidn HE-500 (preparacion B) se incubaron en
prESencia [ZHI-metionil tRNMNAL Y diferentes

. o . g w 2
concentraciones de GTF, y se midid la formacion de complejo

=

. . ./ " § [
ternaric luego de una incubacion de 5 minutos a 709, La
. .7 2 . ; P / p b s
formacidon de compleio ternario se cuantifico como se 1ndica

. 7
ern los metodos.
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Figura 13: Formacién de complejo ternario en funcidén de la

concentracion de metionil tRNAi

10 ng de la fraccidn HS-500 (preparacién B) se incubaron en

presencia de GTF Y diterentes concentraciones de

[PHIl-metionil tRNAf, y se midid la formacién de complejo
=

. s Y A —
ternario luego de una incubacion de & minutos a 370. Se

< v ’ . 7 s . . %
cuantificd 1la formacion de complejo ternario como se indica

-
en los metodos.
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. . . . 7
3. Formacién de complejo ternario en funcion de la

. 7”7 .
concentracion de EKCl.

.’ -, - .
La reaccion de formacion de complejo ternario
’ - / .
asi como otras reacciones en la cual estan involucrados los
14 . /., . .
factores de la sintesis proteica reqguieren de EC1I en
. L - - .
concentraciones que varian entre S0 y 130 mM. La figura 14
. 7 . . .7
muestra la formacion de complejo ternaric en funcion de la
./ . 4 /7 . -
concentracidn de KECl encontréndose un optimo de actividad a

150 mM en las condiciones del ensayo.

4. Efecto de la temperatura sobre la actividad del factor
elfFz

a.Efecto de la temperatura sobre la formacicén de

compleijo ternario.

Se estudid la formacibn de compleic ternario

en funcidn de la temperatura de incubacién en un rango de O

a 400, Como se muestra en la figura 15, la temperatura

Sptima para la reaccion de formacidn de complejo ternario,

en las condiciones en gue se realizéd el ensayo resultd ser

de 379. For lo tanto los ensayos de formacidn de compleio

ternario se realizaron a 379,
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Figura 14: Formacién de complejo ternario en funcién de la

concentracién de KCl.

30 Mg de la fraccidn DE-200 (preparac1én A) se incubaron en
presencia de GTF y [2Hl-metionil tRNAi, a diferentes
concentraciones de KkCl. Se midid 1a formacibn de complejo

. : R .7 -
‘ternario luego de S minutos de incubacion a 3709, como se

. /
indica en los metodos.
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Figura 15: Efecto de la temperatura sobre la formacion de

complejo ternario.

4 - . . N
30 pg de la fraccion DE-Z00 (preparacidn A) se incubaron en

presencia de GTF y [JHI-metionil tRNA, diferentes

a

temperaturas. Luedo de una incubacibn de S minutos, se
w ws i ¥ s . .

mididé la formacidon de complejo ternario como se indica en

los métodos.
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b. Efecto de la preincubacién de elFp, a 37°, en la
formacién de complejo binario y complejo ternario.

Se preincubé el factor elF a Z70 a
diferentes tiempos vy se determind luego su actividad tanto
en la formacion de complejo binario como de complejo
ternario. Como se muestra en la figura 14, la actividad de
formacion de complejic ternaric es més afectada que la
actividad de complejo binario, llegando a un 20% después de
una hora de incubacidn en el primer casco y a un 65% de su
actividad e el segundo  caso. Este experimento fue
realizado con el factor elF? purificado por el metodo E.
Cabe hacer notar que el factor elFp purificado por el
metodo A perd{a su actividad para la formacion de compleio
ternaric en wun  100% luego de 30 minutos de incubacién,
tiempo en el cual el factor elFz de 1la preparacién E
pierde sdlo un 38% de su actividad. El hecho de que las
actividades de {Drma:ién de compleio ternaric v de compleio
binarioc tengan una sensibilidad diferente a la temperatura
no es de extranar puesto gque la subunidad gue une GTF y GDF

e

i

la subunidad &« y la gque une al metionil-tRNAL es 1a

subunidad BA.(Barrieu& y FRosenfeld, 1977).
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Figura 16: Efecto de la preincubacién de elFz a 370

sobre la formacibn de complejo ternario vy

complejo binario.

/
8 pg de 1la fraccidn DE-120 (preparacion B) se incubaron a
70 por diferentes tiempos. A los tiempos indicados se
tomaron alicuotas .que contenian O,5ug de elF2 y se midio

la formacibén de complejo ternarioc en presencia de GTF y
[ZHl-metionil - tRNA (o), (] de complejo binario en
presencia de [3H1  GDF (@). Se cuantificaron ambas

: - . o '
reacciones como s€ indica en los metodos.
\J '
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III. INTERACCION DEL FACTOR elIF2 CON NUCLEOTIDOS DE

GUANOSINA

A.Presencia de GDF unido a elF2 purificado

Luegn de haber cumplido su funcidn en la
formacidn del complejo de iniciacion 40s, el factor elFno
es liberado de los ribosomas produciéndose la hidrélisis
del GTF. De esta forma se ha encontrado gue el elFp

urificado de reticulocitos tiene unido GDF en una relacion

o
m
|
m

0,7 pmoles por pmol de elfFz. (Siekierka vy

Fara estudiar la presencia de GDF unido al
factor elFo de ovario se tratd éste con la enzima
nucledsido difosfato quinasa, en presencia de LY -32p3
ATF. De este Forma el GDF uwnido & elFy es fosforilado,
transforméndose en GTF el que +fue identificado en una
cromatogra%fe en FEI celulosa. Como se muestra en la figura
17 la fraccidn que contiene elF2 muestra la presencia de
GTF radiactivo s6lo cuando es incubado en presencia de
nucledsido difosfatoc gquinasa, 1ndicando gue el factor

elF2 de ovarioc purificado tiene unido GDF. Ademds se ven

. / 2
en esta autorradiografia dos manchas contaminantes, una
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Figura 17: Determinacidon de 1la presencia de GDF unido a

elFo
= pale (21 pmoles) de elFz (DE-120)se incubaron en
presencia de 7 unidades de nucledsido difosfato guinasa

(NDEDY vy [X¥=3ZF1 ATF 10 uM  (2.000 cpm/pmol), en  una
solucién que contenia ademés: Hepes 20 mM, pH 7,4:; MgClp
10 mMy ECL 100 m. (voldmen final 1C)F1).Se incubd la
mezcla a 200 durante 30 minutos v 1 ul de esta se sometid
a una cromatografisa en PEI-celulosa utilizando FH2FO4 1
M, pH 3,5,como solvente,Se relizb una autorradiogratia de
la placa cromatogréfica que se muestra en esta figura. Fara
la cuantificacibén del GTF  presente se cortd la mancha
correspondiente vy se determiné la radiactividad presente en
un contador de centelleo 1fquido.

canal 1+ 21 pmoles de elFz; canal 2: 21 pmoles de elFz
+ NDE; canal 3: Z0 pmoles de GDF + NDE.
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que pertenece al origen de corrida de la muestra y otra qgue
e ve en los tres canales que corresponde a un contaminante
del [¥-32F1 ATF.

Este resultado es de gran importancia en cuanto a la
regulacién de la iniciacion de la sintesis protéica, como
se discutif en la introduccidn.

Con el +Fin de cuantificar el GDF unido a
elFz, se realizaron los célculos que se indican en la
tabla 6. Segin estos calculos el 40% del elFz purificado
de ovario tiene fuertemente unido GDF, lo que concuerda con
los resultados antes obtenidos para elFp de reticulocitos

por Siekierka y col. (1983).

B. Determinacion de las Kp aparentes para GDP y GTP

El hecho de gque GDF est€ fuertemente unido a
elFz adin despuég de su purificacién, indica una altea
atinidad de este nucleotido por elfFz. Ademés el hecho de
guse se hava encontrado una diterencisa de afinidad de 100
VECES entre GDF Y GTF para el tactor elfFg de
reticulocitos (Waltorn v Gill, 19735), llevbé a determinar las
Fp para GDF y GTF para elFz de ovario. En la figura 18
se muestran las gréficas de Scatchard para la unidn de

s 5
ambos nucleotidos, a partir de las cuales se calcularon las
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TABLA &6
CUANTIFICACION DE GDP UNIDO A elF>

SUSTRATO [FMOLES |RADIACTIVIDAD GDF TOTAL |RAZON GDF:elFo
ASOCIADA A GTF 0 GDF ESTANDAR

(cpm) (pmoles) (pmoles) |calculadse corregida

elFo 21 |1270 0,64 6,4 0, T 0,41

gt

GDF 0 40730 2,02 20,2 0,67 1.00

lLa cantidad de GDF asociada a elFz se calculd basdndose en
que el [¥-32F1 ATF colocado en el ensayo tenfa una
radiactividad especi{fica de 2.000 cpm/pmol, vy gue se
cuantificd sblo el 10% del total de la mezcla de reaccidn.

La razdn GDF:ielFz se corrigié tomando en cuenta que la
reaccién ocurrid sbélo en un 67% al colocar GDF como sustrato,
de manera qQue sblo se logré cuantificar aproximadamente el

&7% del GDF unido por fosforilacidn.
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kp. Como se puede apreciar la kp para GDF resultb ser
de 7,2%108 M y para GTF de 3,8%1076 M. For lo tanto en
erviste una diferencia apreciable en la afinidad para ambos
nucledtidos que es de 52 veces. Cabe hacer notar que los
valores de kp calculados se realizaron en presencia de
Mg*Z 1 @M ya gque en esas condiciones y al tiempo de
incubacién ensayvado, el intercambioc del GDF gue se

encuentra unido a elFz por el GDF libre es despreciable,

7 . —_
como se muestra mas adelante en la figura 22 D.

C. Inhibicion competitiva por GTP y compuestos andlogos de

GDP y GTFP, en la formacidn de complejo binario.

La interaccidn del factor elFz con los
nuclebtidos de guanosina es una etapa muy importante en la
iniciacidn ce la sintesis protéica as{ como en la
regulacién de ella. Ademéds la afinidad del factor elFzo
par GDF vy por GTF es significativamente diferente como se
muestra en la figura 18. Farecid interesante estudiar la
afinidad relativa de diferentes anélogcs de guanosina por
el elFz. Fara ello se incubd el factor eIFz en
presencia de [FH1 GDF 1 uM en presencia de diferentes

5 .
anélogos de guanosina 0% (=1 estudio Su efecto
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Figura 18: Determinacidn de Kp para GDP y GTF

18A: 1,2 pmoles de elFz (DE-120) se incubaron en
presencia de diferentes concentraciones de [2H1 GDF
(8,000 cpm/pmol), y se midid la formacidn de complejo
binario como se indica en  los métodos, en presencia de
MgClz 1 mM. Ge realizé una gréfica de Scatchard, y a
partir de la pendiente de la rectse obtenida se calculd la

Fp para GDF.

18EH: (617 pmoles de elFz (DE-120) se incubaron en
presencia de diferentes concentraciones de [a@-32F]1 GBTF
(1,2%106 cpm/ensavo), y e midié la formacibn de compleio
binarico como se indica en los métodos, en presencia de
Mollz 1 mM. &e realizd una gréfica de Scatchard, v a
partir de la pendiente de la recta obtenida se calculd la

Ep para GTR.



inhibitorio sobre la formacion de complejo binario. Como se
muestra en la figura 19 BDP—p—S tiene una afinidad S veces
menor gue GDF, vy el GDP76—F tiene un a afinidad 20 veces
menor. For otra parte GTP—X—S inhibe en un S0% la unidn de
[3H] OBGDF & una concentracidn de 15 uM, v pppGpC a una
concentracibn de 40  uM. De estos dos anélogos BTP—X—S
presenta  claramente una afinidad 2 & 4 veces mayor que GTF.
GMF.F (N F (GppNHp)’ inhibe un 50 % la unidn de [3H] GDF a
una concentraciodn (extrapolada) de 200 uM, cuatro veces

mayor quie GTF. En resumen la afinidad relativa que

114

presentan  estos nucledtidos por elFz es:GDP)GDPjﬂ—S>GTP—8

—S>GDP—ﬁ—F> pppGpC»GTP >GppNHp.

Con el fin de completar estos resultados , se
estudid la afinidad relativa de otros compuestos anélogos
de gusnosina, con modificaciones en la ribeosa, en la base

Aoy )
nucleotidica v en la cadena de fostatos. Fara esto se

. 7z ./ .
utilizo wurna sola concentracion gue equlvalfa, en el caso de
/. o ./ . .
analocgos de GDF, & la concentracion de GDF gue inhibe la
formzcibn  de compleic binario (elF2-GBDF)Y en un BO%: v

para los anélogos de GTF, a la concentracidn de GTF que

inhibe la formacidn de compleio binarioc (elF2-GDF) en un
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Figura 19: Inhibiciédn competitiva por GTF y por an3logos de

GDP y GTF en la formacibn de complejo binario.

0,6 ug de elFp (DE-120) se incubaron en presencia de [23H]

GDF 1 uM (B.0O0D cpm/pmol) vy diferentes concentraciones de GDF
(0),BDF-8 -5 (&) BDF-p-F (X), GTF-¥-S (), GTF (@), pppGpC (@
) ,GppNHE  (A) . Se mididéd la formacibn de complejo binario

elF>-[3H] GDF como se indica en los métodos, en presencia
de MgClz 1 mM.
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TABLA 7

COMFETENCIA DE NUCLEOTIDOS DE GUANOSINA
FOR LA FORMACION DE COMPLEJO BINARIO

NUCLEOTIDO [ZH1 GDF UNIDO
AGREGADOD
(pmoles)
nada 0,8
GDF (10 uM) 0,16
7mGDF (10 uM) 0,73
oGDF (10 uM) 0,46
UDF (S0 uM) 0,75
ADF (S0 uM) 0,76
GTFE (100 uM) 0,28
dGTF (100 uM) Q.27
oGTF (100 uM) 0.4
0.6 Fo de elfFz (DE-1Z0) se incubaron
[FHI BDF 1 uM vy diferentes anflogos
midid la formacidn de compleio binario

de

7% CONTROL

presencia de
Se
elFz~[3H] - GDF

guanosina.

s o 7 .
comc se indice en los métodos, en presencia de MgClz 1 mM,

11§




6&5%. Como se muestra en la tabla 7, 7mGDF précticamente no
inhibe la unidn de GDF a una concentracion a la cual GDF
inhibe en un B80%. oGDF inhibe a esta misma concentracidn
sélo en un 43%. dGTP presenta un comportamiento similar a
GTF inhibiendo la unibén de GDF en un 667, sin embargo oGDF
lo hace con menor eficiencia llegando a wun 24% de

. 4
inhibicion solamente.

D. Inhibicién de la formaciéon de complejo ternario por

anélogos de GDP

Se estudid el efecto de GDF Y Sus anélogos
sobre la formacion de compleio ternarioc. Como se muestra en
la figura 21, GDF inhibe la formacibn de compleio ternario
en un 634, GDP75—S en un 58%, oBDF sGlo ern un 25% vy 7mEDF
ro imhibe 1a formacibn de compleio ternaric a las
concentraciones ecstudiadas. Estos resultados corroboran
aquellos obtenidos en la figura 19 y en la tabla 7 s
indicando una afinidad relativa para los anélogos de GDF
ce: BDP}GDPjﬁ —5>06DF > > 7mGDF. Sin embargo la inhibicidn
observada con estos nucledtidos es menor que la esperada

tomando en cuenta su afinidad relativa con GTF.
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Figura 21: Inhibicidébn de la formacidn de complejo ternario

por anidlogos de GDP

1.4 Mg de elFz (DE~-120), se incubaron en presencia de
[ZHI-metionil tRNAT ¥ GTF, agregande diterentes
concentracidnes de : GDF (o), GDF-A-S5 (A),0GDF (@) y 7mGDF
(@ . Se midid la formacidn de compleio ternario
elFz-GTF-[3Hl-metionil — tRNA, como se - indica en los

p
metodos.
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£.Formacidn de complejo ternario wutilizando diferentes

anélogos de GTP

Farecid también necesario determinar la
eficiencie de los anélogos de GTF en la formacion de
compleio ternario, que es el primer paso en la iniciacién
de la traducciédn. Como se muestra en la ftigura 22z, GTP,
GppNHp , BTP—X\—S y dGTF forman compleio ternarioc con elFn
y metionil — tRNAL con eficiencias muy similares. oBTF forma
complejo ternaric con wuna eficiencia relativa de un 70%
aproximadamente con respecto a GTF, sin embargo pppGpC, que
presenta  una atinidad relativa similar a GTF en la
formacidn de complejo binario, muestra una eficiencia
relativa de sGleo un 55% en la formacidn de compleio
ternario. “ ecste respecto  debse mencionarse que las
medl Ciones de compleijo ternaric JFueron realizadas con

. : 3 . 5 o
incubaciones de 9 minutos, tiempo en el cual la reaccion ha

il

llegado &l equilibrio, al menos cuands se utiliza GTF como

sustrato.
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Figura 22: Formacidn de complejo ternario utilizando
diferentes anélogos de GTF como sustrato

1.4 Mg de elFz se incubaron en presencia de

[ZHI-metionil - tRN&1 v diferentes concentraciones de GTF
(@) BTF@"{~E (~O), dGTF (8, GpphNHp (& ;oGTF (&) v pppGpC
(@ . Se ymidid la +DrmaciéH de compleic ternarioc
elFz-[3H] - metionil - tRNA-nucleotido, como se indica en

-~
los metodos.
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F. Recambio de nucledtidos unidos al factor elF2 de

ovario.

i. Inhibicidn de la formacion de complejo ternario por
Mg+,

Estudios realizados con elF2 de reticulocitos

harn determinado que el Mg*te causa una inhibicifn de la

formacidn de complelio ternario y que esta inhibicion puede

ser revertida al agregar el factor proteico 1lamado

Co-elFz (Das v col 1979).

Farecid importante, del punto de vista de la
regulacién de la sintesis protéica en cocitos, estudiar el
efectoc de Mgted en dos preparaciones de elFy de oocitos:
una fraccion parcialmente purificada (HS-500) y la fraccidn
mas  pura  (DE-120). Como se muestra en la figura 23 la
formacicon de compleic ternario medide en la preparacibén mas

pura (DE-120) fue inhibids en un 80% a una concentracidn de
Mo+« de  ImM, mientras gue la&a preparacibn mencs pura
(HS-S00) no mostr& una inhibicibén por Mg+Z.

Estos resul tados, similares a aguellos

encontrados para elFp de reticulocitos, sugieren que en

o i . 3 e
la preparacion mas cruda podria existir algun factor gque

. . 4 5 . 7
( revierta la inhibicion causada por el Mgt<,

|
|
L



R

124

100

50

3 . .
[ H]Metionil—tRNA unido %

Figura 23: Inhibicion de la formacidn de complejo ternario
por Mg*2
1.4 Qg de elFz, DE-120 (&) o H5-500 (©), se incubaron en

w

presencia de [ZHl-metionil - tRMNAI v GBTF, & diferentes
. -~ - . n i il

concentraciones de Mgts entre 0,1 vy i mM. Se midio la

formacidén de compleic ternaric como se 1ndica en los

7
metodos.
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2. Estudios de intercambio de GDF en fracciones de
diferente grado de purificacién que contienen elfF2

Como ha sido mostrado previamente el factor
elF> de ovario tiene GDF unido en un 40% de sus moleculas
ademZis este factor posee una afinidad por GDF 50 veces
mayor que por GTF. Como la primera etapa en la iniciacibn
de 1la traduccibn es la formacidn del compleio ternario vy
para ello se requiere del intercambio de GDF por GTF,
parecié importante estudiar el intercambio de estos
nucledtidos en presencia de concentraciones fisiolégicas de
Mg+<.

Fara estudiar el intercambio de guanosina se
utili=zé GDF  en reemplazc de GTF dado que como ha sido
demostrado por Chauduri y col. (1981), el complelio binario

de elIFs con GTF es muy inestable en ausencia de metionil-

Y

tRMN&L .

Se reslizd este estudio en cuatro fracciones de
la purificacidn B de ovario: LRgO—-40, CM-260, HE-500 vy
DE-120,

Como e muestra en la figura 24 las fracciones

menos purificadas muestran un intercambic de GDF apreciable
i . /

en el tiempo en que se realizd el ensayo, tanto en

presencia Ccomo en ausencia de Mg*t<., Sin embargo la
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Figura 24: Intercambio de GDF en fracciones de diferente

grado de purificacidn que contienen elIF2

Se  tomaron diferentes fracciones de la preparaciénH que
contenfan eIF2 de ovario, y se incubaron en presencia de
[ZH1 GDF %PM' A los 5 minutos de incubacibn se agregd
diferentes concentraciones de GDF frio y MgClz 1mM (0O).
Se midiéd la formacidn de complejoc binario elF>-[3H] GDF
remanente, como se indica en los métodos. Los controles
fueron realizados en ausencia de MgCly (@),

Y 100 Ha de LEgo-40, B 20 Mg de CM-360, C:12 +a de
HS-500 v D D,é/ug de DE-120.
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. s . .. .
fraccién mas purificada, DE-120, muestra una velocidad de
intercambio apreciable s6lo en ausencia de Mg*2, siendo

. . .7
despreciable en ausencia de este cation.

3. Blsqueda de un probable factor de recambio de GDF en
fracciones de ovario.

Los resul tados anteriores llevaron & la

bisqueda de un probable factor protéico responsable del

intercambioc de GDF en las fracciones menos purificadas. Con

este fin  se incubaron diferentes cantidades de la fraccion

no retenida de la columna de DEARE celulosa (NR-DE) en’

presencia de elFp purificado (DE-120). Los resultados se
. ~e : . - 2
muestran en la figura 25 e indican que la fraccion NR-DE no
. s [
es capaz de restablecer el intercambio de nucleotidos que
o .- . ]
se viec pare la fraccion proveniente de la etapa previa de
purificacion. EFe probable gque de existir un factor de
recambico haya quedsado retenido en la columna o se hava
inactivado.
_ / . . 7
Se intento busoar ern una fraccion menos
purificada como CM-360 la existencia de un factor de
. P s g « .
recambic de nuclebtidos. Fara ello se midio el intercambio
-r < . 2 -
de [3H1 GDF por GDF Fric en la fraccion CM-360 y en la

fraccidn DE-120, en forma separada y luego juntando ambas

fracciones. Como se muestra en la tabla 8 el intercambio

12§
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Figura 25: Bdsqueda

GDF en

DEARE—-celu
G,b Ha de el
presencia de [3H]
agregé MgCl= 1 mM
fraccidn no retenid

y 4 Ha vy GDF 15

binario elFp-[+H1 GDF

-~ 4§ N
metodos. Los controles se realizaron

en ausencia de Mgllz

2 3
NR-DE (ug)

de un probable factor de recambio

o
la fraccion

losa (B).
purificado

GDF 1 uM

(® ), diferentes

s de la DEAE celulosa

retenida
(DE-120) incubaron
durante minutos.

cantidades
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de

la

en
se

la

erntre 0,8

% o g g i
pmn Se midio la ftormacion de compleio

(O .

remanente

los

de la misma forma pero



TABLA B8
BUSQUEDA DE UN PROBAELE FACTOR DE RECAMBIO EN
LA FRACCION CM-360

FRACCION [ZH]1 GDF UNIDO DESFUES DEL RECAMEIO
(cpm)
en ausencia de GDF en presencia de GDF
+Mg+2 +Mg+2 _Mg+2

DE-120 10692 9494 2418
CM-360 %178 1207 I4
DE-120 +
CM-Z60 132698 10249 2936
Valor tedrico 13870 10803 I252

i pal= de DE-1Z0 o 4,2 Mg de (CM-360, se incubaron en
presencia de [ZHI GDF 1 uM, en  forma separade o ambos
juntos, durante 5 minutos a Z00. Luego se agregé GDF frio
=

}Wi y MgClz 1 mM & cada ensavo, v se midid la formaciodn
de complejo binario remanente elF>-[3H1l GDF como se
5 o . .
indicea e los metodos. Se realizaron dos tipos de
4

controles: & uno no se le agreogo MgClz durante la segunda
. ) . 5 [ /
incubacion, v al otro no se le agrego GBDF frio.

. A .
El wvelor tecdricoc fue calculado sumando las dos primeras
tilas de resultados gue contienen los valores obtenidos con

ambas preparaciones por separado.
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de GDF medido cuando se Jjuntan las fracciones DE-120 vy
CM-360 se obtiene solamente un valor aditivo del recambio
sin evidencias de algﬁn factor en la fraccién cruda que
pudiera estimular el recambic de GDF de la fraccién
purificada (tabla 8). Resultados similares se obtuvieron al
estudiar el recambio de GDF juntando elF2 purificado de

reticulocitos de conejo vy la fraccion CHM-Z60.

Iv. ESTUDIOS SOBRE FOSFORILACION DE elIFz, COMO UNA

POSIBLE FUNCION REGULADORA DE LA SINTESIS PROTEICA

1. Fresencia de una proteina-quinasa en extractos de ovario

capar de fostorilar elFy de Artemia salina

4 :
Fara la busgueda de una elFz—-quinasa en
. . N 5
extractos de ovario se utilizo como sustratoc elFz

purificade de Artemis salina, ya gue en ese momento no se

s 7 : .
disponia de un elFz de ovario, puro. Como se muestra en

la Afigura 26 la subunidad de elF> de Artemia salina, de

pesc molecular 40.000 es fosforilada por una protefna
guinasa proveniente de ditferentes fracciones de ovario.
Cuando se ensayaron estas fracciones posteriormente con
elFz purificado de ovario, vya disponible, no se encontré

fosforilacién de 1la subunidad X de este elFp. Cabe hacer



132

notar que la subunidad o« de elF2 de reticulocitos de

coneijo tampoco es fosforilada por estas fracciones.
Resultados similares han sido obtenidos por

Garc{a-Mateu (comunicacién personal) wutilizando larvas de

Droscphila mel anogaster. Si bien el +factor elFz de

Artemia calina es fosforilado por fracciones parcialmente

purificadas de Drosophila melanogaster, el factor elfF2

purificado de esta misma fuente no lo es.

iz

2. Microinyeccién de HCI en oocitos esislados y su efecto en
la si{ntesis protéica

Como fue mostrado anteriomente en la figura

it el factor elFz de ovario es +tfosforilado por HCI de

reticulocitos en la subunidad X de peso molecular ZEB. 000

. . < e
Tomarndo =1y cuenta gue la Fosforilacion por HIID  es
F o o . 4
' especifica para elFz en la subunidad o . parecilo

. . X . 3 E 5

interesante  estudiar el efecto de la microinyeccion de HCI
7’ o 7 . o

en la sintesis proteica en cocitos aislados. Fara ello se

rezlizaron dos ensavos diferentes ue  se muestran en la

tabla 9: uwno, en el cual se microinyecté HCI intacto, vy

otro en el cual HCI fue inactivado previamente por medio de

un tratamiento con oATF que es capaz de unirse

d n
covalentemente a algunas proteina-guinasas.

R ...

-
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Antes de microinyectar HCI se comprob5 que
dete tuviera inhibida su actividad quinésica, para lo cual
ce realizd el ensayo que se muestra en la figura 27. Como
e puede observar oATF inactiva en un 607 la actividad

-r

fosforilante de eIF? (canal 3), medido con respecto al
control que fue tratado en las mismas condiciones pero sin
agregar oATF (canal 2). Al compararlo con la actividad de
HCT intacto f(canal 1) la actividad guinasa de HCI tratado
con o0ATF esta inhibida en un B0O%. Cabe hacer notar gque la
fraccion de HCI que se utilizd en el canal 2 se diluyd a la
mitad por efecto de la filtracidn por Sephadex, y por ello
disminuyé también su actividad guinasa a la mitad.

Comc se muestra en la tabla 9 HCI intacto
es capaz de inhibir la sintesis proteica in vivo en un 40 %
er ambhos Casos. Cabe hacer notar que la misma cantidad de
HCI gue fue mj:foinyectada en oocitos es cepaz de inhibir

4 v . . ] . -
iz <cintesis proteica en un sistema libre de celulas, de

lizczdpse de reticuleocitos, en un S0%. Los resultados de la
X o . .
tabla 9 muestran tambien que HCI inactivado con ocRATF no es
. R 3 7 N .
capaz de inhibir la sintesis proteica. En esta tabla se

observa ademds que HCI que no ha sido tratadeo con oATF, vy
que s6lo ha sido filtrado por Sephadex, aun es capaz de

inhibir la s{ntesis proteica en un 28%.
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Se intentaron estudios de fosforilacidn de
elF> de oocitos in YyivO, microinyectando HCI en conjunto
con BX-3Zp1-ATF vy realizando luego una electroforesis en
presencia de SDS vy autorradiograffa, pero no fue posible
detectar la fosforilacion de la subunidad A de elIFz, ni
de ninguna otra protefna. Es probable que la cantidad de
elF> presente en el oocito sea muy pegueha para Sser

detectada en preparaciones tan crudas, vy por ello no se

logré detectar su fosforilacidn.
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2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Figura 26: Fosforilacion de eIFz de Artemia salina por

fracciones de ovario.

Diferentes fracciones provenientes de ovario se incubaron
en presencia (o ausencia) de 0,3 Mg de elFz de Artemia
salina v L ¥ -E2p1 ATE 100 pM, en un ensayo de
fosforilacidn como se describe en los métodos. Las muestras
se sometieron a electroforesis en geles de poliacrilamida
al 10% en presencia de sSDS Y posteriormente a
autorradiograf{a, como se indica en los métodos.

Canal 1: elF? A.salina + HCI, canal 2: elF2 A.salina +
40 M8 de lLavado ribesomal de alta sal {(ovario) canal 4:
elFz A.csalina + 0 Mg de LRgon-g0, canal 6: elfz
A.salina + 150 pal= de sobrenadante 160.000%g, canal B:elfFz
A.salina + BO ug de S40-H0, canal 10: elfFp A.salina +
20 Ma de DE-Z00 (preparaciéﬁ AY. Los canales 3, 3, 7, 9 ¥
11, contienen las mismas fracciones de ovarioc que los
canales 2, 4, 6, B y 10 sin eIFz de A.salina.

Las flechas indican la autofosforilacidn de HCI (90.000d) y

1la fosforilacidén de la subunidad o« de A. salina. (40.000).
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Figura 27: Fosforilaciéon de eIF? de ovario por HCI y HCI

inactivado por oATF,

05 pale de elFz (DE-120) fueron incubados en presencia de
HCI, HCI  contrel o HCI inactivado vy [¥-Z2F1 ATF en un
ensayc de fosforilacion como se describe en los metodos.
Las muestras se sometieron a electroforesis en geles de
poliacrilamida al 10% en presencia de SDS, y posteriormente
& autorradiograffa. Canal 1z elF> + HCI , canal Z: elFz
+ HCI control canal Z: elFp + HCI inactivado.

La inactivaci®n de HCI se realizb preincubando la prDtefna
e presencia  de oATF 200 AMa 370 durante 15 minutos vy
posteriormente filtrando esta fraccidn por Sephadeyx G-50
para la eliminacibn del nucleétido, como se describe en los
métodos. HCI control, fue sometido a este mismo tratamiento

pero sin agregarle oATF.
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™
f TABLA 9
I EFECTO DE LA MICROINYECCION DE HCI EN LA SINTESIS
{ PROTEICA EN OOCITOS AISLADOS
|
|
i
; MICROINYECCION L14CI1-LISINA 7 CONTROL
? INCORPORADA
]
| (pmoles)
1
|
g Ensayo 1:
ﬁ nada 3.2 100
; amortiguador I 5,02 94
@ HCI (10 ng) 1,9 59
; cicloherimida 0,9 ng
|
i Ensayo 2:
4]
§ nada ,86 =
|
| amortiguador I I,04 100
; HCI (10 ng) 1,83 60
f HCI control (Sng? 2423 72
|
; HCI i1imactivado 2,98 28
3 con ofATF (3 nog)
i
|
|
‘I
,
|
‘;
i
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Tabla 9: Efecto de la microinyeccién de HCI en la sintesis

proteica en oocitos aislados.

Ensayo 1: se microinyectaron 50 nl de HCI (10 ng), o S0 nl
de amortiguador I (amortiguador en el cual se encuentra
HCI), vy se incubaron los oocitos en grupos de S en solucidn
salina de BRarth por 30 minutos a 220. Luego se agregé
[(14ci-lisina 20 My se incub® nuevamente por otros 30
minutos a 220, Se detuvo la reaccion agregando aAcido
tricloroacetico al 104 vy se cuantificd la radiactividad
comoc se indica en los métodos. Cada experimento se realizd
en triplicado.

Ensevo &t Las condiciones de incubacidn fueron iguales a
las del ensavo 1. Se microinyect6 en cada oocito S0 nl de
HCI intacto (10 ng), 50 nl de amortiguador I, SO nl de HCI
control (tratado en las mismas condiciones que la fraccion
inactivada por oATF pero sin agregar el nucledtido) o 50 nl

de HCI inactivado por oARTF.
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DISCUSION

I1.PURIFICACION DEL

laevis

A. Comportamiento

ovario.

El tactor elF2

4 ¥
cromatografico

Fa =1do
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FACTOR elIF2 DE OVARIO DE Xenopus

del factor elF2 de

purificado de

diferentes tejidos por diferentes métodos de puri%icacién.

Estos métodos incluyen

intercambio

normalmente cromatograffas de

idnico, como DEARE-celulosa, fosfocelulocsa,

carboximetil Sephadex e hidroxiapatita: separacién por peso

- . . 4
molecular, como filtracion por
glicerol;y vy también columnas de
seftzrosa vy RNA  celulosa. (Meth.

cromatograf{a empleadoc en cada

Sephadex y gradiente de
semiafinidad como heparina
Enzymol. 60). El tipo de

. . .
purifticacion y el orden en

o v I
gue se han uvtilizado varian en cada caso.

E1l comportamiento
elFz de ovario en las

purificaciones & vy B en general

elFzo purificados,

indicando

cromatogrdfico del factor

diferentes etapas de las

es similar al de los otros

que sSUS propiedades
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electricas y su estructura, son similares.

Un hecho que 1llama la atencidn es el aumento
del rendimiento durante la primera cromatograffa, en ambas
purificaciones. Este aumento podria deberse a la existencia
en el wtracto de un inhibidor especffico de la formacidn
de compleijo ternario, o© de un inhibidor inespecifico como
ribonucleasas que hidrolicen &l metionil - tRNAi1I, o bien
desacilasas qgue descarguen al metionil-tRNA hidrolizando el
enlace entre la metionina v la dltima base del tRNA. Este
fenémeno, de aumento de rendimiento, no ha sido descrito

para otras purificaciones de elfFz.

B.Rendimiento de ambas purificaciones Y actividad

'l -
especifica

La actividad especifica gue <& obtuve a lo
large de tods la purificacidn e incluso con el factor que
muesira wuna puresa electroforética de un Yo%, es entre Z vy
7 oveces menor que la actividad especffica de la mayor{a de
los factores elFz purificados hasta el momento, como por

ejemplo el de reticulocitos de coneio (Benne y col. 1976) vy

el de Drosophila melanogaster (G.Mateu, 1987). En general

la actividad especffica de otros factores elfFz varia
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entre T00 y 1500 unidades pormg de proteina. La actividad
especffica de este elFp de ovario resultd ser de 197
‘ unidades por mg de protefna. Esta actividad de elFz de
ovario se midid en condiciones éptimas de temperatura, pH,
; tiempo de incubacidn y concentracidn de los componentes de
] la reaccién. Ademas el rendimiento total no indica una
pérd1da de actividad mayor que la de otras purificaciones
de elFz, con mayor actividad especffica. Tomando en
| cuenta todos estos hechos visten dos posibles
2Mplicaciones para la baja actividad espec{fica obtenida
desde el comienzo de la purificacidn: una, es que el factor
elFo se inactive en gran medida durante la
homogeneizacién, vy la segunda es qgue el elF? de ovario
posea alguna modificacidn qufmica, fosforilacién,metilacién
o QDF—rlbozilacién, por ejemplo,que mantenge inactivo gran

de el, y que no permita cuantificarlo en la formacidn

rt
m

Dar
| de complelic ternario. El oocito es una celula gue debe
tener una cantidad de material biolégico de reserva para la
posterior divisibn celular y crecimiento, v por lo tantoc es
probable gue tenga uwna parte del elF? como material de

reserva en forma inactiva. Con respecto a este punto cabe

hacer notar gque la actividad de formacibn de complejo
binarioc muestra una actividad especifica alrededor de &

. . .
. veces mayor gque para la formacidn de complejo ternario
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(tabla 5). La actividad especifica obtenida en este caso es
similar & la actividad espec{fica obtenida en la formacibn
de complejo ternario de elFz de reticulocitos, por
ejemplo.

El rendimiento real de la purificacién de la
actividad que forme complejo binario no puede calcularse
debido a la existencia de otros factores que unen GDF,
diferentes de elfFz

Ty Y Qque se van perdiendo durante la

3 B 5 #
purificacion.

C.Comparacidén entre 1la purificacion Ay B y la estructura

de elF2.

El hecho de obtener un factor elFz con la
subunidad p en la purificacién E, comprueba loszs resultados
de otros autores gue han purificado wn factor elFz con
tres subunidades. Apdemds el hecho de qgue este resultado se
obtenga  al agregar bernzamidima 0 mM sblo durante la
homogeneizacidn del tejido, lo gue no se hizo durante la
purificacién A, apova la idea de que la Subunidad/é seria
especialmente sensible a protedlisis (Mitsui y col..,1981).
L.a efectividad de la benzamidina como inhibidor de
proteasas, ha sido demostrado por C. Connelly en nuestro

laboratorio, en la purificacién de la tosfodiesterasa de
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nucledtidos ciclicos de ovario de Xenopus laevis, y por

Loten v col.(1980), en la purificacién de esta misma enzima
en hepatocitos de rata.

No se pudo comparar ambos factores elfF2 en
alguna de sus propiedades principales en forma simulténea,
debido a que estas dos preparaciones fueron realizadas con
un afno de diferencia. Sin embargo se ve claramente por los
datos de peso molecular, (figuras 4 y 9), de electroforesis
en geles desnaturantes (figuras 3 y &) y por los estudios
de +osforilacién con HCI vy caseina gquinesa II, gue el
factor elFz cbtenido de la purificacién A no tiene
subunidad/ﬁ vy el de la purificacidn B si la tiene.

En cuanto a otras propiedades, se puede decir
que ambos factores elIFp son capaces de formar complelo
ternarioc corn GTF v metionil-tRNA con la misma eficiencia,
en wvista de las actividades especfficas chtenidas de ambas
purificaciones (tablas 2 vy 4). Fara ambos factores la
formacidn de complejo ternarioc es inhibidsa por Mg*+Z. No
se puede realizar ura comparacién de la actividad
espec{fica de 1los dos elFp obtenidos a lo largo de la
purificacién ya que para cada una se Siguié un esguema
diferente de purificacién.

Segﬁn muestra la Ffigura 10, el factor elfFz

" 3 & . f 3
proveniente de la purificacion B, es al parecer mejor
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sustrato para la fosforilacién de su subunidad & por HCI
gque aquél proveniente de la purificacién A. Esta diferencia
podrfa arroiar alguna importancia a la subunidad f en la
fosforilacidn de elF2, aungue habria que estudiar este
efecto en mayor detalle.

Otra diferencia entre los dos elFz (A y B)
se refiere a su comportamiento en DEAE-celulosa. Claramente
el factor elFz eluye a 180 mM KCL en la preparacién A,
(figura 2), sin embargo en la preparacion B el factor eluye
a 120 mM KCl en esta misma cromatografia. Esto puede
deberse & la presencia de la subunidadp en el segundo
casoc, © & que el orden en que se utilizd esta cromatograf{a
no Ffue el mismo en ambas preparaciones. En todo casco la
diferencia de conductividad no es extraordinaria yva gue en

las diferentes preparaciones descritas para elFz de

1]

otras sspecies, este eluye en DEAE-celulosa a pH 7,5-7,6
entre 120 v 180 mM KCI.
Los resultados obtenidos en la primera parte

de esta tésis demuestran claramente gue el factor elfF> de

ovario de Xenopus laevis consta de tres subunidades, £ de

Ig.000  d, ,5 de S0,000 d, vy X de SZ.000 d, determinados por
electroforesis en gel de poliacrilamida al 10 %4 en
presencia de §SDE. El peso molecular para el factor nativo

es de 160.000, determinado por electroforesis en gradiente
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de poliacrilamida. De todas las purificaciones de elF>2
descritas, esta es la primera gue describe la obtencidn de
dos factores elFz? con diferente estructuctura, para el
mismo tejido vy ademés complementa los resultados de Mitsui
y col. (1981), que demostraron gque la subunidad /5 es
sensible a proteélisis.

Si bien estd claramente demostrado gque la
subunidad ‘ﬂ pertenece al factor elFz, en aguellos que
poseen tres subunidades, la funcidn de ésta no ha sido aun
psclarecida. Ademas se sabe gue la subunidad f3 es
fosforilada por caseina quinasa II, sin alterar la funcibn
del elF2 en la traduccién en lisados de reticulocitos o

en la formacidn de complejo ternario (Tahara y col., 1978,

v Siekierka y col. 198Z2).

As{ Como ocurre para el factor elIFz de
reticulocitns nmativo vy parcialmente proteclisado, existe
tambi1&n una diferencia de estabilidad eparente para los dos
factores elF7 purificados de ovario. Aungue no se realizd
un estudioc detallado con el factor purificado en A, se
ohservé que este perdfa un  S0% de su actividad al ser
guardado  por Z horas a 40, vy perdfa el Q0% de su
actividad al incubarlo durante 320 minutos a 379, lo que

/ 3
ocurria en menor grado para el factor elFz proveniente de

s & . 2
la purificacion BE.
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II.UNION DE elF2 A NUCLEOTIDOS DE GUANINA

A. Determinacidn de Kp para GDP y GTP.

Los valores de Fp obtenidos para GDF y GTF
{(figura 18) concuerdan, en orden de magnitud, con aguellos

obtenidos por Walton vy Gill (1975) para el elFz de

reticulocitos, siendo éste el dnico valor de Fp publicado
hasta el momento. Los valores de kKp calculados para
elFz de ovario son aproximados debido & qgue se ha

comprobado que parte del elFz, 40%, tiene GDF unido. No
se puede eliminar el GDF unido por los métodos descritos

7 . .
para otras proteinas vya gque en esas condiciones el factor

se i1nactive rapidamente. De todas formas los estudios de
uridn == realizaron en presencia de concentraciones
R . 7z . ¢ L) i P

tisiologicas de Mgts, va gue en esas condiciones la

diferencia de afinidad del factor elFz por GDF y GTF es
de 100 veces. (Walton vy Gill, 1975%). En presencia de 1mM
Mg*Y el recambic de GDF unido a elFz por GDF libre, es
despreciable como se muestra en la figura 24-D, de manera
que las kKp calculadas en estas condiciones tendrian un
menor error.

Los datos de la literatura sobre kp para
otras protefnas que unen GDF y/o GTF con alta afinidad
muestran valores de 1078 M, del mismo orden de magnitud

del valor encontrado para GDF en este estudio.
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FROTEINA Ep (M) REFERENCIA
Tubulina GTF: 2,2x10'8 Zeeberg vy kaplow (197%9)
GDF: 5,5x1078

Factor de

elongacién Tu GDF: 3,0%10'9 Miller y Weissbach (1970)

Froteina pzi GTF: 2,Sx10"8 Manne v col. (1984)

GDF: 6,0x1078

elFz de

reticulocitos GDF: 3,0x10-8 Walton yv Gill (19735)

B.Presencia de GDF unido a elF2

La alta afinidad que presenta el factor elfFz
de ovario por GDF concuerda con el hecho de gque este factor

presente parte de sus moléculas unidas a GDF (figura 17).
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Esto es muy importante en relacién con la regulacién de la
iniciacién de 1la sintesis protéica como se mencionfb en la
Introduccién, y ademds es similar a lo que ocurre con el
tactor elF2 de vreticulocitos (Siekierka y col. 1983), la
protefna Go de cerebro (Ferguson y col. 1986), la proteina
p21 {(ras) (Foe vy col. 1985) vy tubulina (Jacobs vy col.
1974), entre otras. A diferencia de otras proteinas G,
elFz tiene sblo parte de sus moléculas unidas a GDF, qgue
en el caso de elFz de ovario es un 40 %. Esto es factible
conociendo la funcibn gue desempefa este factor, como se
muestra en el esguema I.

Valores similares se han descrito para elFz
de reticulocitos (Siekierka y col. 1983) y recientemente

para elFz de Droscphila melanogaster, por G. Mateu y col.

(1987 .

Existen otros métodos espectrofotométricos
descritos para cuantificar nucledtidos unidos a proteinas
pero en este casc no pudieron utilizarse debido a gue se
requisere una cantidad de elF7 que no se disponia. En todo
caso el método utilizado, ha sido comparadc con otros
métodos clésicos y ha resultado ser eficiente para este

caso (Siekierka y col. 1983)
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C.Estudios de afinidad relativa con diferentes anélogos de

GDF y GTP

1.Anélogos con modificacidon en la ribosa.
Entre estos anélogms se estudid el dGTF que es

7/ 3 g 5
un anélogo natural, y gue mostro una afinidad relativa muy

2

similar a GTF . S5in embargo los dos anélogos 2 y
dialdeh{do, olGDF Y oGTF, mostraron una apreciable
disminucidén de afinidad por elFz, tanto en la formacidn
de compleio binario, en la inhibicién de la formacidn de
complejo ternario y en la formacidn de complejo ternario
(Tabla 7 vy AFiguras 21 vy 2Z7. Segﬁn estos resultados se
puede sugerir que la integridad del anillo furanos{lico de
la ribosa, cumple un papel importante en la afinidad del
nucledtido por  la protefna. 51 bien la afinidad de ambos
nucledtidos es  menor gue GDF y GTF respectivamente, el
hecho de aque estos dos nuclebtidos se unan a elF> podria
ser de gran utilidad para realizar estudios de marcacidn
por afinidad, o© inactivar el factor. Se ha observado que
este tipo de derivados uwna vez ligado al sitio de unidn
especffica de la enzima o prote{na, puede formar uniones
covalentes de tipo base de Schiff entre un grupo aldehido \

el grupo g—amino de una lisina (Easterbrook-5mith, 1976).
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Otro tipo de modificacidén en la ribosa que se
estudid fue 1la adicién de una citosina en posicién ' 0H
para formar el dinuclebtido pppGpC.Los resultados de las
figuras 19, 21 y 22 muestran que este anélogo tiene una muy
hbuena afinidad en la formacién de compleic binario, similar

GTF. Sin embargo pppGpl forma complejo ternario con menor

1]

eficiencia siendo de uwun 654 de la atinidad del GTF. La
razér de esta diferencia puede deberse a qgue su mayor
tamafio vy carga negativa adicional derfa alterar la unidn
del metionil—-tRNAL al elFz. Cabe hacer notar gue con el
factor de elongacién—l ocurre algo muy similar. Este factor
tiene una afinidad por pppGpC similar a GTF para formar
compleic binario, perc sin embargo al utilizarlco en la
formacidn de compleio ternario su eficiencia es un 40%
mencr gque la de GTF (Allende v col, 1978). El factor de
elongacidn Tu sin embargo muestra un atfinided menor por

F: . 7 . .
gue por GTF en la formacion de complejo binario.

)

.Qnélogm metilado

La metilacidn del GDF en la posicibn 7 causa
un efecto dramdtico en cuanto a su afinidad por eIFo.
Comoc s muestra en la tabla 10 yv en l1a figura Z1 el 7mGDF

parece no interactuar con el factor elFz en el sitio que
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une GTF y GDF. Esta modificacibn es de especial interés
pues ocurre fisiolégicamente en la estructura "cap" del
extremo S de la mayorfa de los mRNA de eucariontes. Se ha
detectado gque alguna subunidad del factor elFg-F tiene
aftinidad por estos analogos metilados 7mGDF  y 7mGTF vy
probablemente también por la estructura "cap". Este factor
tendria coms funcidn  la unidn del terminal $° de los mRNA
permitiendo una correcta iniciacibn de la traduccion.
(Moldave, 1985).

Se sabe que el elfFs interactla con los mRNA, va gue es

L ¢ ; ' :
capar de permitir la sintesis de diferentes mensajeros en

bl

forme selectiva (Rosen vy col. 19682, sin embargo no se
tienen evidencias concretas de gue interactdie con 1la
estructura "cap". En todo caseo es claro segﬁn los
resultados de la tabla 10 vy de la figurea 22, gue el factor
elFz no interactda précticamente con el 7mGEDF., &l menos

ern el sitio de unidn de GDF y GTF.

Z.Modificaciones en la cadena de fosfatos
Segﬁn estudios realizados con el Jfactor de
. 7 o . . . »
elongacion Tu de E.coli (Jurmnak. ., 198S vy  Wittinghotfer

19835, la cadena de fosfatos del GDF interactda con el

v i ¥ .
factor Tu a través de una unidon salina con Mgtd, Los
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estudios realizados por Wittinghofer (198%2), revelan una
menor afinidad del GDP-ﬂ~S por el Tu, as{ como ocurre con
elF2. La explicacién dada para este anélogo en el caso de
Tu es que el azufre interfiere en la unién de la cadena de
fosfatos al sitio de unidn. Esta explicacién seria valedera
para el elFp de ovario en el caso del GDF'—,@—S. Sin
embargo con el otro anélogo arufrado ocwre lo contrario.
Como se muestra en la figura 19 GTP—x—S presenta claramente
una mayor afinidad que GTF. Este anélogo no ha sido
estudiado con el factor Tu, perc se ha descrito un efecto
similar para 1la transducina (Yamanaka y col. 1986} y para
el Ffactor de elongacién G (Eckstein y col. 1%973). En estos
casos sin  embargo no se ha descrito el comportamiento de
GDF- Lo -5, De los resultados con los anélogos azufrados se
deduce que el azufre colocado en posiciénlb produce un
efecto contrario al colocado en la posicion ? . Esto podr{a
ser  de importancia en relacion a la diferencia de afinidad
encontrade para GTF vy GDF para elfFz. Con respecto al
efecto que produce el cambioc de un Dxfgeno por un azutre,
se  sabe ue en el caso del ATP—X—S el pka del fosfato X
disminuye de 6,8 a 5,%Z., por lo tanto es probable que
opcurra algo similar con GTP—&LS.

El GDP—F>—F se diferencia del GDF y del GDF76

=& & en que este tiene una carga negativa menos. Como se ve




S

153

en la Ffigura 19 el GDP—p—F tiene una afinidad relativa 10
veces menor que GDF, indicando que la supresién de una
carga negativa en la pDSiCiéh/& disminuye la afinidad del
elFo. La supresiéﬁ de la carga negativa en este anélogo
no ocurre en el caso de GTP—XLS, va gue el fosfato f sutre
tautomerizacién debido a la resonancia electrdnica entre el
arufre vy el oxfgeno. Un efecto similar de GDij—S se obervo
corn el factor de elongacién G (Eckstein y col. 1975).

El  GMF.F(NH)F presenté una atinidad relativa
10 veces menor gque GTF segﬁn se muestra en la figura 19.
Este hecho tambien fue observado en el caso de la unidn de
este nuclebtido a transducina (Yamanaka y col. 1982). Estos
mismos autores han descrito gue el reemplazo de un Dufgeno

en el enlace IAX por  un  grupo NH produce un aumento del

valcor del pka del fosfato X\de &,8 & 8,2, Ge podrfa por lo
tanto postular que la afinidad de los derivados tritosfato
variaria conforme & la acider del fosfato f. A menor pka

mavor afinidad por el elFz.

Los estudios con anélogos de nucledtidos
derfan revelar mucha informacifn acerca del mecanismo de
uniérn de los nuclebtidos y la funcién de las proteinas G,
pero se requiere alin de mas estudios.

. ) ) ./
Cabe hacer notar gue la inhibicion causada por
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./ . .
los anidlogos de GDF en la formacion de complejo ternario es
menor que la esperada. Esto puede deberse a que la

4 . . . ¢ g i .
formacion de compleijo binario se midio en presencia de 1 mM

~

. . 5 . 7’
Mgt y la Aformacidon de complejo ternarioc se realizo en

ausencia de Mg*2, por la inhibicidn que causa este catién
en dicha reaccidn. También sin duda debe de haber una
influencia de la presencia del metionil-tRNAi, yva que este
reacciona sélo con el compleio elFz-GTF. De esta forma su
presencia puede desplazar el equilibrico de la reaccion

; ./ . .
hacia la formacion de complejo ternaric vy favorecer la

interaccidn del elF7 con el GTF.

D.Efecto inhibitorio del Mg*2 sobre 1la formacion de

complejo ternario.

Como ha sido descrito anteriormente para el
factor elFr de reticulocitos. el Mg*z entre i y 5 mM
inhibse en urn 7 oa  BOW la +ormac16n de compleio ternario
(Das v col. 1979 Y también la formacidn de compleio
bimario (Siekierka v col. 1982) . El efecto gue causa el
Mg*< ha sido explicado por el hecho de gque el factor

. ; - z .
elFz tiene un 40 a 5S0% de sus moleculas unidas a GDF vy
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que en presencia de mg”- el GDF no se intercambia con el
nucledtido libre. (Siekierka vy col. 1982). De esta forma
una parte del elFp gueda inhabilitado para la formacidn
de complejo ternario. El efecto del Mg*ed sobre la
formacidn de complejo ternario es revertido al agregar a la
preparacién el factor de recambio de nucleotidos GEF,
llamado Co-elFz (Das vy col. 1979) o 5F (Siekierka y col.
1982).

Los estudiocs realizados con elfFz de ovario
indican gque el Mg*t2 causa un efecto inhibitorio sdlo en
la fraccién mas purificada de ovario, DE-120 (Figura 23).
Este efecto no es observado en la fraccidn HS-500, lo que
podrfa implicar que en esta fraccibn el GDF unido & elFz
puede intercambiarse con GTF, en presencia de MgtZ, vy
permitir la formacibn de complejo ternario.

Como se he visto en el caso del factor de
elongacibén Tu, el GDF se une al sitio nucleotidico formando
una unidn idnica con el Mg*2 estabilizando ézte su union.

Si occurriera algo similar con el factor elFz, lo que es
altamente probable, la alta afinidad de elFz por GDF en
presencia de Mgt podrfa explicarse de esta forma.
Obviamente aungue GTF también puede interactuar con Mgt

& . . . 7 . 7
en el sitioc de unidon, el efecte del catidn no parece ser el

mismo.
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Un hecho gque se repite para todos los factores
elFz estudiados, reticulocitos (Das vy col. 1979, gérmen
de trigo (Osterhout vy col. 1983%), tumor de células

asc{ticas (FPanniers 198%), Drosophila melanogaster (G.

Mateu 1987} vy también para elFz de ovarioc (figura 22), es
que la formacién de complejo ternario se inhibe entre un 70
a B80%,en presencia de Mgte, mas de lo esperado por la
cantidad de elIFz gue tTiene unide GDF. En los primeros
tres casos el efecto inhibitorioc se restablece en un 100%
al agregar un factor proteico del mismo tejido. En el caso
de reticulocitos se sabe gque el efecto de este factor
proteico, GEF, es permitir el intercambio de nucleétidos,en
el factor elF? en presencia de Mgtsd, pero en los otros
sistemas no se ha esclarecido su papel.

La  mayor inhibicién  por  MgtZ2, en la
formacifn de compleio ternario podrfa explicarse por un
efecto de este catibn en otros sitios de la molécula de
elFz o del metionil-tRNA. Otra posibilidad es que 1la
fraccidn de elFz gque tiene unido GDP conserve el sitio
para la unién de metionil-tRNA mas estable gue el factor

. . <. .
que no tiene unido sl nucleotido.
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E.Intercambio de nuclebtidos Yy posible factor de

recambio

En la figura 24 se muestra que existe una
clara diferencia entre la velocidad de intercambio de GDF
unide a elIFz por GDF libre, en presencia de MgtZ, en
las fracciones provenientes de diferentes etapas de la
purificacién E. El hecho de que elFz puro no intercambie
GDF en presencia de Mg*< corrobora lo observado en los
estudios de formacidn de compleio ternario en presencia de
este catién, y la posible uplicacién a la inhibicidn
observada.

El intercambioc de nucleftidos observado en
las 4fracciones menos puras Yy realirado en presencia y en
ausencia de Mgtd, es claramente diferente a 1lo gque se
observa en la fraccidn mas pura de elFz. Sin embargo este
hechc no puesde atribuirse a la existencia de un factor que
facilite el recambio de GDF en presencia de Mg*z. hasta
no realizar uwun estudio mas completo. Tambi®én es probable
que va que el ensayo de formacién de compleijo binario no es

especifico para elFz, lo observado en las fracciones

. I
menos puras sea debido a otras proteinas gque unen GDF como

el factor de elongacién—l.
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Habrfa sido interesante disponer del factor
GEF de reticulocitos para comprobar gque la inhibicién de la
formacién de complejo ternario vy del recambio de GDF
causadas por el MgtZ se deben a una inactivacifn del
elF> por el GDF unido.

rRecientemente resultados obtenidos por G.Mateu
Y Sierra (manuscrito en preparacién), indican gue el
recambio de nucledtidos por el tactor elFo de

D.melanogaster purc es también inhibido por Mg+2, Yy gue

ecte efecto es revertido por GEF de reticulocitos. Ademas
s1 se tosforila este factor elFz con HCI de
reticulocitos, el recambic de nuclebtidos facilitado por
GEF es ahora inhibido por Mg*z, indicando un mecanismo
cimilar &l descrito para elFp de reticulocitos (Esquema
2w Simn  embargo en este sistema no se ha encontrado un
factor tipo GEF atlin.

Los esfusrzos realizados para buscar un
probabie factor de recambio de GDF en extractos de ovario
fueraon negativos. Sin embargo alln se conoce muy pOco sobre
como actian estos factores en otros sistemas, aparte de
reticulocitos, vy es probable que su mecanismo de accidn sea

compleio. Qdemés es probable que de existir haya sufrido

: 2 . 7 F 4
una inactivacion durante la purificacion y por ello no haya
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sido posible detectarlo al realizar reconstitucidn de
fracciones comp se ve en la figura 25.

De todas formas el hecho de que la concentracion
fisioldgica de Mg*Z2 sea de 2 a 3 mM, implica la necesidad
de un mecanismo que facilite el intercambic de nucledtidos
dada 1la diferencia de afinidad entre GTF y GDF. Este
mecanismo puede ser un  factor proteico, o una regulacidn
por la carga energética Y la variacidn de las
concentraciones de GDP y GTF por la nucledsido difosfato

gquinasa, como ha sido propuesto por Hucul vy col. (1985).

I11.FOSFORILACION DE elFp Y SuU FOSIBLE FUNCION

REGULADORA DE LA SINTESIS PROTEICA EN OOCITOS.

A.Fosforilacitn de elF2 de ovario de Xenopus laevis.

Uno de los objietivos de esta té&sis fue =1 de

estudiar la probable fosforilacion de elF= v su posible

[MEY

funcion reguladora en la sintesis proteica del oocito. Este
hecho es el gue ha dado gran importancia al factor de

. . . -
iniciacion 2 como uno de los factores reguladores de la

traduccion en reticulocitos. 85i bien este mecanismo no ha
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sido descrito en otros sistemas, se han purificado elFz
quinasas de gérmen de trigo (Ranu 1980), hfgado de rata
(Delauney Yy col., 1977) y en tumor de células asciticas

(Clemsns vy col. 1974), pero no se ha descrito un papel

regulatorio a la fosforilaciéﬁ de elFo de estos
sistemas. El hecho de gue la guinasa activada por hemina
(HCI: que 8% muy especffica para la subunidad &« del factor

eIF~ de reticulocitos, fosforile a la subunidad & del
elFz de ovario (figura 10), hizo pensar que derfa
existir en estas células un mecanismo regulatoric que
implicara a la fosforilacibn de elF2, en la inhibicidn de
la iniciacién de 1la traduccidn en los oocitos. Ademas el
hechz de gque HCI microinyectado en oocitos crecidos inhiba

ntesis proteica, es un resultado positivo que indica

s que el efecto de HCI =se debe a una actividad

Sinm embargo no se ha detectado en los

extractos de

0

ocitos wuna actividad fosforilante de la

suburmidad & del elfFz homélmgo. El hecho de gue exista en

los oocitos uwna prote{na quinasa que fosforile a la
subunidad & de elFp de A. salina (figura Z6) es un
resul tado al gue no puede ctorgérsele un  significado

4151516gic0. For otra parte Thoen vy Slegers (1973) han
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i descrito que elFp purificado de A. salina es fostforilado
I'd . . .
por una proteina -quinasa de esta misma especie. Esta
4 . .
proteina - gquinasa presenta claramente un comportamiento de
caseina quinasa II vy fosforila a las subunidades o y‘p de
elFz. Los autores discuten 1a posibilidad de que no sea
la subunidad « realmente la que se fosforila sino una
Id ; . ;-
proteina contaminante, del mismo peso molecular, aungue el
factor esta altamente purificado. Con estos antecedentes,
3 ./ .
es probable que la fosforilacion de elF2 de A.salina por
wtractos de ovario no sea realmente mediada por una
guinasa capazr de regular la actividad de elfFz.

% El hecho de no haber encontrado una elfFz

guinasa en wtractos de ovario, no es tampoco evidencia
suficiente Como para descartar la existencia de un
mecanl smo regulatorioc gque incluya = 12 fosforilacidn-

desfosforilacibn de elFz. Ee posible gue la actividad de

ezta enzima reguiera de cotactores ecsfecificos o que éste

inactiva ern las condiciones en gue se realiza la
5 . . " . 3

purificacion de elFz2. Su  ausencia no se puede explicar

por la presencia de fosfatasas muy activas por el hecho de
que HCI es capaz de fosforilar elFz de ovaric en los

wtractos crudos.
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CONCLUSIONES

El trabajo experimental de esta tésis logré
cumplir con la mayor parte de los objetivos qgue se
presentaron en la Introduccidn.
1)Se logr6 purificar vy caracterizar el factor elF2 de

3 4 ., 7
ovarioc de Xenopus laevis.En este acapite se contribuyo a

aclarar la discrepancia gque existe en la literatura en
4 .

cuarto al numero de subunidades gque componen a este factor.

El factor elF> de ovario contiemne tres subunidades,

siendo la sbunidad/@ susceptible de proteélisis.

2 5e estudié con cierta profundidad la interaccion de
elFz de ovaric con nucledtidos de guanina. Se establecid
gue GDF tiene una eafinidad 50 veces mas alta gue GTF por
ests protefna, Yy  que ademéé un  40% del elFz2 tiene GDF

fuertemsente unido. Estos resultadeos, junto con el efecto

cheervado del HMg*<s en el intercambic de nucleétidoz,
sug1eren la necesidad de un factor que facilite el
intercambio de GDF por GTF. Usando anélogos de GDF v GTF se
1ogr6 precisar el efecto de varias modificaciones
estructurales, tanto en la ribosa como en la cadena de
fosfatos vy en la base nucleot{dica, sobre la interaccidn

con elFz.
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Z)Finalmente ce obtuvo una evidencia experimental que
sugiere que la fosforilaciébn de elFz en su subunidad &«
por una quinasa especffica (HCI), podria inhibir 1la
s{ntesis proteica en los oocitos. Sin embargo los esfuerzos
por encontrar una enzima en los extractos de ovario que

fuese capaz de fosforilar al elfF2 homélngo, fueron

infructuosos.
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