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RESUMEN

En esta tesis se presenta la purificacién parcial vy
la determinacién del sitio de accién de un inhibidor (EI)
obtenido de homogeneizados de ovario de la rana X.laevis,
que actda en la etapa de elongacidn de la sfntesis proteica.

La purificacién del inhibidor se realizé a partir de
un sobrenadante de 150.000 x g de ovario de X.laevis inclu-
yéndo etapas de precipitacidon con sulfato de amonio,
cromatografia en columnas de DEAE-celulosa y filtracién en
columnas de Sephadex G-200. E! peso molecular de este factor
determinado por filtracién en columnas de Sepharosa 6B es de
aproximadamente 380.000 daltones. Este inhibidor de la sfn-
tesis proteica es de naturaleza proteica como se evidencia por
el hecho que su actividad no es afectada por preincubacidén con
RNasa, es inestable cuando se incuba a temperaturas sobre 40°
y es inhibido por N-etilmaleimida.

Se estudid el efecto de este inhibidor sobre las
discintas etapas del proceso de elongacidén de la sintesis
proteica uti'izando poli U para dirigir la sintesis de poli-~-
fenilalanina a partir de 1L}C phe-tRNA. En estos experimentos
se ha comprobado que El no tiene actividad inhibitoria sobre
las reacciones de unidn de GTP al factor de elongacién EF-1,
la unién de aminocacil-tRNA a los ribosomas y la translocacién
del peptidil-tRNA desde el sitio A al sitio P del ribosoma.
Se ha podido determinar,sin embargo, que este inhibidor afec-
taria la elongacién mediante la inhibicién de la enzima
peptidil transferasa presente en la subunidad mayor del
ribosoma. Este resultado concuerda con el hecho que un

exceso de ribosomas causa la reversiédn del efecto inhibitoc-
rio de EI.




Este inhibidor tiene actividad frente a ribosomas de
eucariotes y procariotes asi como también frente a polisomas
aislados de hifgado de rata. Su actividad inhibitoria no se
ha detectado en otros tejidos del anfibio X.laevis como son
hifgado, corazén y misculo esquelético.

Los estudios in vitro e in vivo de sintesis proteica
en oocitos de X.laevis han demostrado que esta reaccidén pre-
senta un valor Sptimo entre pH 8,0 y 8,3. Este maximo de
actividad coincide con la pérdida total de la actividad del
El a pHs por sobre 7,5. Se ha demostrado que en el proceso
de fertilizacién del huevo de erizo de mar se produce un
aumento de entre 5 y 30 veces el nivel de sintesis proteica
existente en el huevo no fertilizado y se produce un cambio
del pH interno del huevo hacia la zona alcalina de alrededor
de 0,5 unidades. En nuestro laboratorio se ha demostrado
que la incubacién de oocitos de X.laevis en soluciones de pH
alcalino produce la maduracién espontinea de los oocitos.
Con estas evidencias hemos planteado que posiblemente la
actividad in vivo del inhibidor, estarfa modulada por el pH
interno del oocito y por lo tanto un aumento en este pH
causarfa un aumento de la sfintesis proteica debido a la
pérdida de actividad del inhibidor.
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ABSTRACT

The characterization of a protein synthesis inhibitor

present in Xenopus laevis ovary tissue was undertaken. After

partial purification, the site of action of this factor was
studied and was shown to affect the elongation step of pro-
tein synthesis.

The purification was carried out using a 150,000 x g
supernatant solution of ovary extract and.includes ammon ium
sulphate precipitation, DEAE-cellulose chromatography and
filtration through Sephadex G-200 column. A molecular
weight of 380,000 was determinated by filtration of the in-
hibitor trough Sepharose 6B column. This inhibitor was of
a protein nature as judged by its thermal stability
and and the absence of activity after incubation with
trypsin. The inhibitor activity is not affected by prein=- ..
cubation with RNase and is completely destroyed after
N-ethylmaleimide treatment.

The different steps of the elongation process were
tested for inhibition and two of these, the aminoacyl-tRNA
binding to ribosomes and the translocation of peptjdyl -t'RNA
from the ribosomal site A to the ribosomal site P , were not
affected by the inhibitor, The syrnthesis of the peptide
bond catalyzed by the peptidyl transferase was seriously
affected by the elongation inhibitor. This result is in
agreement with the fact that an excess of ribosomes in the
reaction media causes the reversion of the inhibition. This
inhibitory activity affects protein synthesis when using
procaryotic and eucaryotic ribosomes as well as rat liver

polysomes.,




XV

The inhibitory activity was absent in other X.laevis
tissues such as liver, heart and skeletal muscle.

The in vivo and in vitro protein synthesis in X.laevis
oocytes shows that the optimal pH for the process is between
8.0 and 8.3. These values are coincident with the complete
loss of the inhibitor activity observed over pH 7.5. Re-
cent reports have shown that the increase in protein synthesis
after fertilization is related in part to an increase of the
intracellular pH. This increase is approximately 0.5 pH
units. Results from our laboratory show that the incubation
of isolated oocytes in alkaline solutions results in the
spontaneous maturation of the oocytes. It is also known
that this maturation process is accompanied by an increase
in protein synthesis.

We postulate that the in vivo inhibitor activity is
modulated by the internal pH of the ococyte. This rise
in the pH upon fertllization causes an increase in protein

synthesis with the subsequent loss of the inhibitory activity.




INTRODUCCION

REGULACION POST TRANSCRIPCIONAL DE LA SINTESIS DE PROTEINAS

El proceso de regulacién de la biosintesis proteica
puede ser ejercido en dos niveles, uno de los cuales invo-
lucra el proceso de transcripcién en donde se sintetiza el
mRNA o precursor de mRNA y el otro, el proceso de traduc-
cidén en que el mRNA sintetizado, junto con otros componen-
tes de la maquinaria biosintética de la célula, dardn ori-
gen a las proteinas. Este Gltimo es el 1lamado control
post-transcripcional de la sintesis proteica, que puede
ocurrir a nivel del procesamiento y maduracidén del RNA
mensajero, o por modificaciones de los otros componentes
que actdan en la sintesis proteica como los factores pro-

teicos, ribosomas u otros.

Modificacidén de los mRNA.

Los estudios de una gran cantidad de autores han de-
mostrado que la mayorfa de los RNA mensajeros celulares y
RNA virales, provienen de precursores de alto peso mole-
cular. El proceso de transcripcidén produce un pre-RNA que
probablemente sirve de sustrato a una serie de enzimas co-
mo ribonucleasas, ligasas, metilasas, enzimas que poliade-
nilan el extremo 3' del mRNA y otras, que lo convertiran
en un mensajero apto para entrar en el proceso de traduc-
cién., El procesamiento y modificacién del mRNA es un pro-
ceso muy importante para la futura funcionalidad del mRNA,
por lo que cualquier control a este nivel, significard co-

mo consecuencia, un control en el proceso de biosintesis
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proteica. Estudiaremos, a continuacién el procesamiento del

mRNA en forma detallada.

Procesamiento nucleolitico de precunsones del mRNA, -

Los estudios mas demostrativos de la existencia de un
pre-mRNA se han realizado en sistemas de feticulocitos y en
adenovirus. En estos sistemas se ha determinado que existe
un pre-mRNA de globina y un RNA de alto peso molecular que
dard origen al RNA viral. Los trabajos de Lingrel y col(1)
demostraron que_al incubar células eritroides nucleadas en
presencia deT?H}uridina, era posible aislar un RNA que
hibridizaba con cDNA de globina. Al tratar este hibrido
RNA-cDNA con prcteinasa K, se obtenfa un trozo de RNA con
un coeficiente de sedimentacién de aproximadamente 9S, muy
similar al que presenta el mRNA de globina maduro. En el
caso de RNA de adenovirus, se puede observar que el pre-RNA
sintetizado formaba asas (2,3) que contenfan secuencias que
posteriormente eran eliminadas del precursor, y luego, me-
diante la accién de ligasas especificas se producia la
unién de los segmentos vecinos a la zona eliminada, produ-
ciéndose de este modo un RNA de menor tamafio. Se postul$
entonces un modelo mediante el cual el mRNA maduro se pro-
ducirfa a partir de una molécula de alto peso molecular (&)
por eliminacidn de ciertas secuencias de este Gltimo. Este
modelo suponfa la existencia de enzimas especificas que
produjeran los cortes en el pre-mRNA y la posterior unidn de
los fragmentos que contenfan las secuencias aprovechables.
Hurwitz y col.(5) demostraron que en timo de ternera existe
una ribonucleas: especifica para mRNAs de alto peso molecular.
Esta enzima rompia en forma endonucleolftica RNAs precursores
como el RNA heterogéneo nuclear (hnRNA) de nicleos de reticu-

locito de pato y el RNA precursor 45S de nidcleos de higado
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de rata. La ruptura de este (ltimo por la RNAsa de timo de
ternera producfa fragmentos de 33S, 29S, y 19S. En procario-
tes se encontrd una enzima que se denominé RNAsa |11 (6,7)
que participaba en el procesamiento del RNA ribosomal de
E.coli (8) y también en el de RNA temprano de alto peso
molecular del bacteriéfago T3 y Ty (9,10). Esta enzima era
también capaz de procesar el RNA nucleolar de células euca-
riéticas (11). El procesamiento del mRNA adquiere mayor
importancia por el hecho de que muchos DNA poseen una gran
cantidad de secuencias intercaladas como es el caso del gen
de ovoalbimina. Los estudios de 0'Malley y col.(12) han
demostrado que este gen contiene 7 secuencias intercaladas
entre las secuencias estructurales y mds adn, el mRNA co-
rrespondiente a este gen presenta un tamafo tres veces mayor
que el existente en el mRNA maduro.

El proceso de ruptura, eliminacién de parte de la
secuencia y posterior unidén de los fragmentos resultantes
determinard la secuencia nucleotidica del mRNA y como tal,
aparece como una etapa donde puede ser ejercido un control

post-transcripcional,

Poliadenilacibn def mRNA en ef extremo 3'.

La mayoria de los mRNA de eucariotes y virales poseen
unida al extremo 3' un segmento de poli A que puede tener
entre 30 y 200 residuos de adenosina (13). Este segmento
de poli A se incorpora al RNA después de la transcripcidn,
antes o después del procesamiento del hnRNA en el nicleo
(14,15,16). Esta estructura estd ausente en muchos RNAs
como mRNAs de histonas (17,18), de reovirus (19) y de virus
de plantas como TMV y TRV (20). Nos podemos preguntar en-
tonces si este segmento de poli A es necesario para la funcidn
del mRNA en Ta célula.




Los estudios de traduccién en sistemas libres de célu-
las han demostrado que este segmente de poli A no es necesario
para la traduccién del mRNA. Jacobs-Lorena y col.(20) han
demostrado que el mRNA de histonas y el mRNA de globina al
que se le ha sacado enzimiticamente el segmento de poli A,
se traducen con la misma eficiencia que el mRNA intacto de
globina en un sistema libre de células de germen de trigo(22).

Sin embargo, Sorecq y col.(23) y Williamson y col.(2k)
han obtenido conclusiones diferentes demostrando que el mRNA
intacto de globina traducido en un sistema libre de células
proveniente de células asciticas de Krebs, es mids estable a
tiempos largos de incubacién que el mRNA al que se le ex-
trajo el segmento de poli A con la enzima polinucledtido
fosforilasa. Resultados similares se han obtenido al micro-
inyectar mRNA de globina intacto y sin poli A a oocitos de

Xenopus laevis, donde se ha podido observar que el mensajero

sin poli A es considerablemente menos activo que el intacto
(25). Esta disminucién en la actividad fue atribuida a una
menor estab. idad del mensajero que no tiene poli A (26).
Cuando se determind el contenido de mRNA de globina 56
horas después de la microinyeccidn, se encontré que un 85%
del mRNA sin poli A habfa sido degradado; en cambio el mRNA
nativo no habfa sufrido cambios apreciables. Los mismos
autores demostraron que la longitud minima del segmento de
poli A que se requerfa para la estabilidad del mensajero era
de 30 nucleétidos (27) y que el mRNA desadenilado era des-
truido en el oocito por un proceso dependiente de la traduc-
cién (28). Se demostrd también mediante microinyeccidén en
oocitos de anfibio que la adicién del segmento de poli A al
mRNA desadenilado, restauraba su funcionalidad (29).

Los estudios de Huez y ¢ol.(30) demostraron que el mRNA
de histonas inyectado en oocitos de rana era inestable comd'

el mRNA de globina desadenilado y que después de 20 horas de




5

incubacién no se detectaba sfntesis de histonas; en cambio
si el mensajero de histonas era poliadenilado enzimdtica-

mente, su vida media determinada por inyeccidén en oocitos,
aumentaba a mds de 48 horas (31).

Otra evidencia en favor de la necesidad del segmento
de poli A fue dada por Doel y col.(32) que demostraron que
el mensajero desadenilado de ovoalbdimina era menos eficiente-
mente traducido que el mRNA intacto. Se pudo establecer que
la menor eficiencia se debe a que su secuencia iniciadora
tendria menor afinidad por los ribosomas.

La mayoria de los experimentos citados han demostrado
la necesidad de la presencia del segmento de poli A en el
terminal 3' del mRNA. Se piensa que la unidén de ciertas pro-
tefnas a este segmento protegeria al mRNA de ser degradado

por nucleasas (33).

"Capping"” y metilacibén del RNA.

La mayorfa de los RNA mensajeros de eucariotes, RNA
virales y los precursores de mRNAs contienen nucledtidos
metilados, ya sea en su secuencia interna o en el extremo 5',
donde poseen una estructura denominada ''cap' que contiene una
guanina metilada en la posicién 7. Esta estructura ''cap"

1 !
7Gsppp5 XmYm... La mayoria de los

tiene una estructura m
estudios relacionados con la metilacién de mRNAs han tratado
de dilucidar el papel de esta 7 metil guanosina en la fun-
cionalidad de los mensajeros.

Shatkin y col.(34) demostraron que la traduccién dinvitro
de mRNAs de reovirus y del virus de la estomatitis vesicular
(VSV) en un sistema de germen de trigo, era dependiente de la
presencia de la 7 metil guanosina en el terminal 5' de estos
mRNAs. Los estudios in vivo de Rose y Lodish (35) demostra-
ron que en células infectadas por el virus VSV, los mensaje-

ros con un terminal 5' trifosfato no se unfan a los ribosomas
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mientras que los mensajeros de VSV que se encontraban for-
mando parte de polisomas tenian la estructura m7GS'ppr s
en el extremo 5', Otros autores han demostrado que la
traduccidn in vitro de mRNAs a los que se les ha sacado
enzimdticamente el ''cap'" no presenta variaciones conside-
rables con respecto a los controles (36,37). Existe
también una serie de mRNAs que no poseen la estructura
"cap' en el terminal 5' como son el RNA de virus polio (38)
el RNA del virus de la encefalomiocarditis (39) y el mRNA
del virus de la necrosis del tabaco (STNV) (40). Estos
mensajeros se traducen eficientemente en un sistema libre
de células proveniente de germen de trigo (41,42).

Se han postulado dos funciones del 'cap' para explicar
su rol en la traduccidon del mRNA. Una de ellas plantea que
el terminal 7 metil guanosina serfa reconocido por los fac-
tores de iniciacién y la otra plantea que esta estructura
protegeria al mensajero de la digestién por exonucleasas.
Los experimentos planteados anteriormente han demostrado
que la pérdida del "cap' produce una disminucién de 1la
estabilidad en el mensajero y por lo tanto una menor eficien~
cia en el proceso de traduccidn.

El papel del ''cap' en el reconocimiento del RNA mensa-
jero en la iniciacién de l1a sintesis proteica queda de ma-
nifiesto por varios experimentos de los cuales citaremos
algunos. Los estudios de unién de mRNA de reovirus a
ribosomas de germen de trigo han demostrado que los mensa-
jeros que contienen el terminal 7 metil guanosina en el
extremo 5', se unen preferentemente a la subunidad 40 S de
los ribosomas (43,44) ;: mas adn, los andlogos de ''cap' como

7GTP y m7Gpprm inhiben la traduccién de mensajeros

el m7Gp, m
que tienen ''cap'" en un sistema libre de células provenientes
de germen de trigo, reticulocito y células L de ratdn (45,46).

Los mensajeros que no poseen esta estructura como mRNA de
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STNV, mRNA de la encefalomiocarditis, mRNA de Th u otros son
insensibles a los andlogos de 'cap' (47,48).

Los trabajos recientes de Patterson y col. (48) han de-
mostrado que la eficiencia de traduccién de mRNAs procarié-
ticos como el mRNA monocistrénico 8S croAmRNA del fago A én
un sistema de germen de trigo aumenta aproximadanente 10
veces cuando se agrega en forma enzimidtica la estructura ''cap'
al mRNA del fago sintetizado in vitro. Estos autores también
demuestran que el aumento en la eficiencia traductora produ-
cido por la adicién de '"cap' a un mRNA policistrénico estéd
restringida s6lo al primer gen del operén (50).

Podrfamos concluir que la presencia del '"cap' en el
terminal 5' del mRNA confiere ciertas propiedades a esta
macromolécula que la hacen mads estable y mds ficil de recono-
cer por la maquinaria biosintética de la célula aumentando su
eficiencia en la traduccidén; sin embargo hay ciertas especies
de mRNAs que no poseen esta estructura terminal y son tradu-
cidos en forma similar a los que la poseen. Es importante
hacer notar que los requerimientos de la existencia del termi-
nal 5' 7 metil guanosina pueden variar de acuerdo a la proce-
dencia de los factores de iniciacién (51), en funcién de la

concentracidén de potasio (52) y de la temperatura (53).

Metilacibn intenna def RNA

Se ha demostrado que existe una metilacién de residuos
de adenosina en posiciones internas de mRNAs provenientes de
células animales y de virus (54,55,56);: aunque las posiciones
exactas no han sido establecidas, €stas no ocurren en el
segmento de poli A (57).

Los estudios en células L de ratdn (58), en virus del
sarcoma de aves (59) y en el mRNA tardfo de SV 40 (60) han

demostrado que la metilacidn ocurre en la posicién 6 de una




adenina que estd predominantemente en la secuencia Apm
ApC.. vy Gpm6 Apc... Estas secuencias que contienen la base
metilada se conservan durante el procesamiento del hnRNA
(61).

Los estudios conducentes a determinar el rol de estas
metilaciones han demostrado que estos eventas no serfan
necesarios para la traduccidn del mRNA, aunque se ha postu-
lado que podrfian aumentar la afinidad del mRNA por el
ribosoma o tal vez lo protegerfan contra el ataque de
nucleasas, pero aqui nuevamente surge el problema de que

muchos mRNA no poseen metilaciones internas (62).

Modificacién de los Componentes de Traduccidn.

Regulacibn de La sintesis proteica por hemina.

Los trabajos de los grupos de London (63), Hunt (64) y
y Ochoa (65) sobre sintesis proteica en lisados de reticu-
lJocitos, han demostrado que esta sintesis disminuye abrup-
tamente cuando el medio de incubacidén no contiene hemina.
Se piensa que en ausencia de hemina se formarfTa un inhibi-
dor de 1a iniciacidn de la sintesis de protefnas, a partir
de un proinhibidor latente de peso molecular similar (66).
Los estudios con este inhibidor y con factores de inicia-
cidén purificados de reticulocitos han demostrado que el
inhibidor reduce la proporcidn de met-tRNA iniciador uni-
do a la subunidad ribosomal 40 S (67,68), etapa que es in-
dispensable para formar el complejo de iniciacidn que lue-
go se unird a la subunidad ribosomal 60 S y de ese modo
permitir la elongacidn de la cadena polipeptidica.

Ksempfer y Clemens (69,70) han encontrado que la inhibi-

cién de la traduccidn en lisados de reticulocitos observada en




ausencia de hemina, o en presencia de hemina cuando se
agrega el inhibidor, es desplazada cuando se agrega can-
tidades crecientes del factor de iniciacién elF-2, lo que
sugiere que este inhibidor actuarfa interfiriendo de algin
modo la funcién de este factor.

Resultados similares han obtenido otros autores (71,
72) demostrando que la inhibicién observada en ausencia de
hemina puede ser desplazada al agreaar un lavado ribosomal
rico en factores de iniciacién, obtenido por tratamiento
de estas particulas con alta fuerza iénica. Se descubrié
que la actividad del inhibidor era dependiente de la pre~-
sencia de ATP (73), lo que indicaba que esta inhibicién
podfTa ocurrir por la fosforilacién de algin componente.del
sistema de biosfntesis de protefnas. La purificacidn de
este inhibidor denominado inhibidor controlado por hemina
(HC!) ,demostrd que las preparaciones altamente purificadas
del inhibidor posefan una actividad de protefna quinasa
independiente de cAMP que catalizaba la fosforilacién del

factor de iniclacién elF-2 a expensas de ATP. Gross y Mende lewsky

(74) incubaron elF-2 purificado con HC! en presencia de
6~326]ATP y demostraron por electroforesis en SDS que se
fosforilaba 1a subunidad menor de elF-2 que tenfa un peso
molecular de 38.000. Se demostré que esta fosforilacién no
alteraba 1la capaclﬁad de elF-2 para formar el compléjo
ternario con met-tRNA y GTP (75), por lo que se pensd que
la inhibicién de la Iniciacién observada en presencia de
HC1 comprometfa la actividad de otros factores relacionados
con la actividad de elF-2, En lavados ribosomales prove-
nientes de embriones de A.salina y de reticulocitos de
conejo existe un factor que aumenta la capacidad de elF-2
para formar el complejo de iniciacién cuando este Gltimo no
estd fosforilado, pero no tiene actividad sobre el factor
fosforilado (76). Este factor se denoming protefna
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estimulante de elF-2 (ESP). La estimulacién de la actividad
de elF-2 por ESP es mayor cuanto menor es la concentracién
de elF-2 y dada la baja concentracidn de este (ditimo en re-
ticulocitos, su actividad es minima en ausencia de ESP; es
asf como una modificacién de la interaccidn entre ambos
factores causarfa una disminucién de la actividad del factor
de iniciacién y por lo tanto una disminucién de la sfintesis
proteica. La evidencia de que el efecto inhibitorio no se
debfa a una modificacidén de ESP, sino a una modificacién
de la interaccién de este factor con elF-2 fue dada por
de Haro yOchoa (77). E1 factor ESP se unirfa a elF=2 y
desplazarfia el equilibrio hacia 1a formacidn del complejo
ternario elF-2:GTP:met-tRNA; y por lo tanto, a la formacién
del complejo de iniciacién con la subunidad ribosomal 40S.
En los ensayos in vitro, al usar altas concentraciones de
elF-2 no se requerirfa de la presencia de ESP para la for-
macién del complejo ternario y la adicién de elF-2 fosfori-
lado o no fosforilado producirfa una reversién de la
inhibicién (74,75). La fosforilacién del factor de ini-
ciacién convertirfa a é€ste en un catalizador mecnos eficiente
En relacién con el rol de ESP hay evidencia de que en
el proceso de iniciacién habrfa la formacién previa de un
complejo binario elF-2:GTP y que ESP actuarfa uniéndose
a ese complejo (77).
Posteriormente 1la unién del met-tRNAi desplazarfa a
ESP formdndose de este modo el complejo ternario en la

forma siguiente:

elF-2 + GTP >el|F-2:GTP

elF-2:GTP + ESP elF-2:GTP:ESP

elF-2:GTP:ESP + met-t RNA?eIF-Z :C—TP:met-tRNAi
+ ESP

El inhibidor controlado por la hemina (HC1) fosforila a

elF-2 y en estas condiciones no hay efecto estimulante de
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ESP indispensable para la formacidn del complejo ternario

eIF-Z:GTP:met-tRNAi en condiciones fisioldgicas. En este
contexto, la adicién de hemina impedirfa la actividad de
la proteina quinasa dependiente de cAMP que activa la
quinasa de elF-2, por lo que no se produce la fosforila~-
cion de este factor y la sintesis proteica ocurriré

normalmente.

Inhibicion de sintesis proteica en células tratadas con
Aintenfenbn.,

Se ha demostrado que la infeccién viral de células
animales o el tratamiento de estas células con RNAs de
doble hélice (dsRNA) como poli I-poliC llevan a la produc-
cién de una glicoproteina denominada interferdn que impide
la traduccién de mRNAs virales y en menor proporcién, la
traduccién de mensajeros endégenos (78). La traduccién
de mensajeros virales como el mRNA del virus EMC en extrac-
tos libres de células tratad:s con interferdn (i) es fuerte-
mente inhibida al agregar pequefias cantidades de dsRNA
(79,80).

La adicion de dsRNA y ATP a un sobrenadante de células
tratadas con interferdn activa una proteina quinasa que
fosforila, entre otros componentes, una protefna de peso
molecular 38.000 que ha sido identificada como la subunidad
menor del factor de iniciacién elF-2 (81,82). Los efectos
causados por la presencia de interferén desaparecen cuando
la sintesis del RNA del huésped es inhibida por actinomi-
cina D, o la sintesis proteica con cicloheximida, lo que
sugiere que la accidén del IF no se debe a la activacién
de una proteina(s) quinasa(s) preexistente(s), sino que a
la induccién de la sintesis de esta(s) protefna(s). Por
otro lado se ha descrito que la adicién de dsRNA y ATP a

extractos de células tratadas con interferén produce la
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activacién de una nucleasa que degrada RNA de una hebra
como el RNA de reovirus y del fago Ryy (83,84). Se ha
encontrado ademds que el tratamiento de células con inter-
ferdon produce una inhibicién de 1a metilacién del ‘cap"
presente en el terminal 5' del RNA de reovirus (85,86).
Otros autores sugieren que la inhibicién de la traduccién
en cé€lulas tratadas con interferdn se deberfa a la defi-
ciencia de una o mis especies de tRNA, ya que aparentemente
su adicidén causa el restablecimiento de la traduccién a .
sus niveles normales (87).

Ademds de la fosforilacién del factor de iniciacién
elF-2 en extractos de células tratadas con interferdn a
las que se les ha agregado dsRNA y ATP, se produce también
la fosforilacién de dos proteinas asociadas a ribosomas
denominadas P' y Pf (88). La fosforilacién de estas pro-
tefnas estarfa relacionada con la aparicién de un inhibi-
dor de la traduccién de estructura pppApApA (pppA2'p5!')
A2'p5'A (89,90,91), el que a su vez serfa el activador de
la endonucleasa responsable de la degradacién de los mensa-

jeros virales (92).

Fosfonilacibn de protefnas nibosomales.

La incubacién de ribosomas o de subunidades ribosoma-
les de eucariotes como por ejemplo levadura, higado de
rata o reticulocitos, con una variedad de quinasas,produce
la fosforilacién de alrededor de 10 protefnas en la sub-
unidad 60 S y 24 en la subunidad 403; (93,94); sin embargo ,

al administrar fosfato marcado con P a animales de expe-~-
rimentacién, sélo se observa la fosforilacidn de una o dos
proteinas en la subunidad ribosomal menor (95,96), la que

aumenta al administrar previamente glucagdn o cAMP (97).
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La proteina ribosomal que se fosforfla en respuesta a cAMP
y glucagén fué identificada como la proteina S, de acuerdo
a 1a nomenclatura de Wool y Gressner (98). Esta protefina
es también la Gnica que se fosforila in vitro al incubar
subunidades ribosomales de reticulocitos de conejo con una
proteina quinasa dependiente de cAMP (99, 100).

Los estudios realizados con el propdsito de determi-
nar si esta fosforilacidn estarfa acompafiada de algin cam-
bio en la actividad de los ribosomas, han dado en su mayor
parte resultados negativos (101): sin embargo hay eviden-
cias que podrfan indicar alglin papel de 1a fosforilaciodn
en la regulacidn de la traduccidn., El aumento de la fosfo-
rilacidn de una protefna en la subunidad menor del ribosoma
producido después de la administracién de glucagdn, estéd
acompafado de un aumento en la secrecidén de insulina, lo
que podrfa indicar que la fosforilacidn de una protefina
ribosomal fuera capaz de afectar la secrecidén de otra pro-
tefna, posiblemente a través de un cambio en la unidn del
ribosoma a la membrana. Se ha demostrado también que 12
fosforilacién de una proteina ribosomal de 30.000 dalton
presente en la subunidad Lo §, mediante una quinasa de-
pendiente de cAMP, inhibe 1la formacidn del complejo de
iniciacidn 40 § (102). Evidentemente es necesario efectuar
un estudio mads profundo en relacidén al rol fisioldgico de
estas fosforilaciones pero hay ciertas evidencias experi-=
mentales que podrfan apoyar el hecho de que el proceso de
fosforilacidn de protefnas ribosomales tendrfa algin papel

en el proceso de regulacidn de la sfntesis proteica.
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0tros factones que pueden afectan La traduceddn.

Se ha descrito que en la fraccidn proveniente del
lavado de ribosomas de algunas células eucaridticas existen
inhibidores de la traduccidn, de bajo peso molecular. En
A.salina Lee Huang y col. (103) han encontrado un inhibi-
dor de la traduccidn que es un oligonuclebtido de peso mo=
lecular 6.000 que pertenece al grupo de los denominados
tcRNA {translational control RNA). Este oligonuclefido in-
hibe 1a traduccidén de mRNAs homélogos y heterdlogos y es ac~
tivo tanto en sistema de eucariotes como de procariotes. La
reaccién mas sensible a la inhibicidn es la unidn de
aminoacil-tRNA a ribosomas catalizada por el factor de
elongacidn EF-1 en presencia de GTP. E1 inhibidor estd
unido al ribosoma y es posiblemente liberado o inactivado
cuando ocurre el proceso de hidratacidén que inicia el
desarrollo del embrién (104).

Los estudios de Chen y Siddiqui (105) en Bombyx mori

han demostrado que los niveles de tRNA pueden ejercer un
control sobre la sfintesis proteica ya que encontraron que
la poblacidn de tRNA existente en estados desarrollados
de Bombyx mori estd constituida en un 85% por 4 especies
de tRNA que son ala-tRNA, ser-tRNA, tyr-tRNA y gli-tRNA

siendo este Gltimo un 50% del porcentaje ya citado. La
mayor sintesis de estas especies de tRNA obedece al aumento
de la sfntesis de una proteina denominada fibrofna que estéa
compuesta en su mayor parte por glicina, alanina, serina

y tirosina. La poblacién de tRNA presente en la gléndula

de seda posterior del gusano B. mori estd adaptada para

la sfntesis de una proteina denominada fibrofna, regulando
de este modo la expresidén génica a los requerimientos

existentes en un cierto estado de desarrollo.
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Estudios de sintesis proteica en huevos y embriones de

erizo de mar.

Los primeros estudios de sintesis proteica durante la
oogénesis fueron hechos por Inmers (106) inyectando una
mezcla de aminodcidos amrcados con ‘hC a hembras de Para-

centrotus 1fvidus . Este autor encontrd que los oocitos

de etapas tempranas de la oogénesis presentaban una mayor
incorporacién de los aminodcidos en protefnas, en compara-
cidn con los cocitos de estados mas avanzados y Monroy Yy
Maggio (107) demostraron que esta diferencia en la incor~
poracidén de aminodcidos no era debido a un cambio en la
permeabilidad de los oocitos maés desarrollados. |

Se demostrd también que el proceso de fertilizacidn
producfa un gran aumento de la sfntesis proteica, alin en
presencia de actinomicina D (10R) 1o que sugerfa que el
huevo no fertilizado contenfa suficiente mRNA como para
llegar a estados tempranos de 1a embriogénesis. Se pensd
que este mRNA materno podia estar de algiin modo enmasca-
rado de tal forma que se impedirfa su interaccién con los
otros componentes de la maquinaria biosintética, hasta el
momento de la fertilizacidén en que por algin mecanismo se
producirfa la activacidn de estos mensajercs con el consi-
guiente reestablecimiento de su capacidad de templados. Con el uso de
sistemas libres de células se inicid el estudio detallado
de la sfntesis proteica a nivel molecular, analizando las
diferentes etapas de este proceso asf como sus componentes
con el fin de determinar cudl o cudles de éstos eran respon-
sables de la baja sfntesis proteica observada en el huevo no
fertilizado. En 1960 Hultin y Bergstrand UOS)estudiaron
por primera vez la incorporacidn en protefinas de amincacidos
marcados en un sistema libre de células proveniente de

erizo de mar. Estos autores demostraron que los ribosomas
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provenientes de huevos no fertilizados del erizo P.militaris

eran incapaces de sintetizar proteinas en un sistema libre
de células provenientes de hfgado de rata. Resultados simi-=-
lares se obtuvieron al usar sobrenadante de huevos no fer-
tilizados. Cuando se usaron ribosomas de huevos fertiliza-
dos se encontrd gran actividad tanto con sobrenadante de
huevos fertilizados como de no fertilizados. Esta fue la
primera evidencia de que el impedimento de la sfintesis
proteica en huevos no fertilizados se debfa a una inactivi-
dad de los ribosomas. Estudiando este problema Nemer (110)
demostrd que los ribosomas provenientes de huevos no ferti-
lizados de erizo de mar eran activos en la sintesis de poli-
fenilalanina dirigida por poli U. Resultados similares
obtuvieron Wilt y Hultin (111) sugiriendo la posibilidad de
que la falta de mensajero en el huevo no fertilizado podrfa
ser un posible mecanismo para bloquear la sintesis proteica
antes de la fertilizacidn.

La disponibilidad de mensajeros en el huevo no fertili-
zado y la inactividad de los ribosomas fueron estudiados por
una serie de autores en forma independiente, con el fin de
determinar cudl de estas dos posibilidades podfa explicar la
existencia de una baja sintesis proteica en estos huevos no
fertilizados y a qué podrfa deberse el gran aumento en la
sintesis observado después de la fertilizacidén alGn en condi-
ciones en que la sintesis de RNA estaba bloqueada. Anali-

zaremos a continuacién ambas posibilidades en forma separada.

Disponibilidad de mRNAs.

La primera idea que surgié para explicar la baja sin~
tesis proteica observada en huevos no fertilizados de erizo
de mar fue la falta de mRNA. Esta idea fue rechazada por
las experiencias de varios autores que estudiaron la fertili-

zacidén y desarrollo del embrién en condiciones en que la
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sfntesis de RNA estaba inhibida, como ocurre con irradiacién
por rayos X (112), incorporacién de anslogos de bases (113),
tratamiento con actinomicina D o en huevos anucleados, y de-
mostraron que el desarrollo del embrién se producfa normal-
mente hasta bl&stula tardfa. La sintesis de protefnas
mostraba un comportamiento normal y cafa bruscamente en blés-
tula tardfa (114). Resultados similares fueron encontrados
por gross y col. (115) al tratar huevos no fertilizados del

erizo A. punctulatta con actin micina D durante 5 horas an-

tes del proceso de fertilizacidn. Se demostrd que 10 minutos
después de la fertilizacidn se producfa una inhibicidn de la
sintesis de RNA de alrededor de un 90%; en cambio la sintesis

proteica medida por la incorporacidn de th

Clvalina se mante-
nfa en niveles normales durante aproximadaméhte 5 a 8 horas
después de la fertilizacidn, tiempo que era suficiente para
alcanzar el estado de blastula.

Estos experimentcs sirvieron de base para postular la
idea de que en el huevo no fertilizado existfa una baja
disponibilidad de mensajeros producida no por la ausencia de
éstos, sino por su incapacidad de diriguir 1a sfntesis pro-
teica. Se habl13d entonces de la existencia de mensajeros en-
mascarados que serfan sintetizados durante la oogénesis y se
guardarfan como material de reserva para las etapas iniciales
de la embriogénesis. Los primeros estudios hechos con el fin de a-
clarar esta idea fueron realizados por Monroy y Maggio (107) vy
Slater y Spiegelman (116). Estos dltimos estudiaron 1a capacidad
traductora del RNA extrafdo de huevos no fertilizados de erizo
de mar por comparacidn con la traduccién de un mensajero co-
nocido comc el mRNA del virus MS-2, en un sistema libre de
celulas de E.coli. Se encontrd que la proporcién de mRNA
traducible que estaba presente en huevos no fertilizados de

erizo de mar era aproximadamente dos veces mayor que la
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cantidad de mRNA presente en celulas normales de E.coll
creciendo en fase logarftmica por lo que el aumento de
sfntesis proteica después de la fertilizacidn era perfecta-
mente explicable en términos de mensajeros preexistentes.
Los mismos autores comprobaron la capacidad traductora de
mRNAs provenientes de huevos de erizo no fertilizados, con

serina era practica-

la de mRNAs provenientes de embriones en e tado de gistrula,
y encontraron que la incorporacidn de Cj

{1 4
mente igual en ambos casos. Resultados similares fueron obte-
nidos por Stavy y Gross en 1969 (117) al estudiar la disponi-
bilidad de mRNAs en huevos de erizo de mar que habTan sido in-
cubados en presencia de actinomicina D.

Ya que se ha comprobado que los mensajeros extrafdos
de oocitos son capaces de dirigir la sintesis proteica
in vitro y existen en tal exceso que permiten el desarrollo
del embridn hasta blastula, se pensd que estos mensajeros
estarian de algin modo formando parte de estructuras ribonu-
cleoproteicas como los informosomas descritos por Spirin y
Nemer (118). Este mRNA serfa incapaz de ser traducido dentro
del huevo en condiciones normales, y solo lo harfa cuando ba-
jo cierto estimulo se rompiera la particula ribonucleopro-
teica liberando el mRNA. En 1966, Spirin (119) e Infante y
Nemer posteriormente (120) encontraron que en el citoplasma
de huevo no fertilizado de erizo de mar y embriones tempranos
existfTan unas particulas ribonucleoproteicas que sedimenta-
ban mas lentamente que los ribosomas. El afio siguiente Nano
y Hiroshi (121) estudiaron este problema, para lo cual pre-
pararon varias fracciones a partir de huevos fertilizados y
no fertilizados de erizo de mar, midiendo la capacidad
templado de cada fraccidn en presencia y ausencia de trip-
sina. Se observd que en extractos provenientes de huevos
fertilizados la mayor capacidad de templado estaba en una

fraccién que precipitaba a 12.000 x g que se denomind
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fraccién M. Al estudiar la fraccién M en extractos de
huevos no fertilizados se demostrd que esta fraccién au-
mentaba en 5 veces su capacidad de templado al ser tratada
con bajas concentraciones de tripsina. Jenkins y col. (122)
demostraron que entre 5 a 10 minutos después de la ferti-
lizacién del huevo de erizo de mar hay un gran aumento

de una actividad protedsica cuyo pH éptimo es de 8,0 y

estd asociada con la fraccién M anteriormente descrita.

En extractos provenientes de células no fertilizadas no

se detecta esta proteasa. Los autores plantearon que
aparentemente esta actividad protedsica causaria la ruptura
de la particula ribonucleoproteica produciendo la liberacidn
del mRNA y el aumento en la biosfntesis de protefnas; sin
embargo la evidencia posterior directa en relacidén a que el
mRNA extrafdo de huevos no fertilizados era traducido cuando
se usaba ribosomas de otras fuentes como E.coli e higado de
rata; y la evidencia indirecta de varios autores que encon-
traron una falla en el sistema traductor del huevo no fer-
tilizado, principalmente en los ribosomas, descartaron por
algdn tiempo la idea de la existencia de mensajeros enmas-~
carados como un posible factor regulatorio de la biosfintesis
proteica durante la oogénesis y embriogénesis temprana de
erizo de mar. Los estudios de este problema contindan y las
evidencias obtenidas no permiten adn una conclusidén clara

a este respecto.

En relacién a 1la modificacién de mRNA en huevos no
fertilizados de erizo de mar, Slater y col. (123) demostra-
ron que existe una activacién de la poliadenilacidn y
procesamiento de mRNAs maternos después de la fertilizacidn
de huevos de erizo de mar. Se demostrd también que el poli
A asociado a ribosomas aumentaba en un 68% después de la
fertilizacién, reduciéndose también el poli A existente en

la fraccidén post-ribosomal.
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Los estudios de ''‘capping' y metilacién de RNA después
de la fertilizacién han demostrado que existe una disminu-
cién de la metilacién de tRNA que es midxima en huevos no
fertilizados y disminuye a un 30% después de 48 horas dec
producida la fertilizacidn (124)

Estudios con nibosomas.

El hecho de que se observara un aumento de la sintesis
proteica después de la fertilizacién, independiente de la
sintesis de RNA (rr-sy Cousineau (115))y la evidencia de
que este aumento se observd adn cuando la sintesis de RNA
estaba inhibida, llevaron a pensar que este aumento era
causado por la modificacidon de algdn componente preexistente
del sistema traductor.

Los estudios de Ceccarini y col. (125) en enzimas
activantes de aminodcidos demostraron que en huevos fertili-
zados del erizo de mar P. lividus, la actividad de valil-
tRNA sintetasa aumenta al doble en tiempos cortos después
de la fertilizacidn. Se demostrd también que la cantidad de
tRNA presente en los huevos no fecundados era suficiente
como para alcanzar el estado de bldstula. Sin embargo,
Glisin y Glisin (126) al estudiar la sintetasa de leucina
y fenilalanina observaron que la actividad de estas enzimas
no sufria cambios apreciables después de la fertilizacién.

En 1963 Monroy y Tyler (127) demostraron que la cantidad
de polisomas aumentaba con la fecundacién. Estos resultados
fueron confirmados por Infante y Nemer (120) y posteriormente
por Humphreys (128). Maggio y col. (129) demostraron que
los ribosomas provenientes de huevos no fertilizados de
P.lividus no eran capaces de traducir mRNAs endégenos de
una fraccién proveniente de higado de rata. En cambio,
los ribosomas provenientes de bldstula tardfa traducian

los mensajeros en forma similar a la realizada por
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el sistema homélogo de higado de rata. Resultados simila-

res fueron obtenidos por Brachet y col. (130). La incapa-
cidad de estos ribosomas de traducir mRNAs naturales no se
observaba cuando se estudié la traduccidn del mensajero
sintético poli U. A este respecto Nemer (131) demostrd que
los ribosomas provenientes de huevos no fertilizados ;resen-
taban una gran capacidad para la traduccién de poli U, vy
esta capacidad era constante después de la fertilizacidn
hasta blastula.

La idea de que los ribosomas de huevos no fertilizados
tenfan algdn compon>nte que disminufa su capacidad traducto-
ra fue confirmada por Monroy y col. (132) estudiando la
traduccién de mRNAs naturales y sintéticos en un sistema
de hfgado de rata. Estos autores demostraron que los ribo-
somas de huevos no fertilizados no traducfan mensajeros
naturales y la capacidad para traducir poli U era muy baja.
Cuando se trataba estos ribosomas con tripsina a bajas
concentraciones y luego se medfa la capacidad traductora
de mRNAs, se encontrd que la sfintesis de polifenilalanina
dirigida por poli U aumentaba 6 veces y la traduccién de
mensajeros naturales aumentaba aproximadamente 20 veces.
Los autores concluyeron que los ribosomas eran inactivos
porque posefan una cubierta proteica que era destruida por
la accién de proteasas y a la vez se observé que existian
proteasas que aumentaban después de la fertilizacidén. En
1968 Maggio y col.(133) demostraron que los ribosomas pro-
venientes de huevos no fertilizados eran muy resistentes
a la disociacidn al dializarlos en soluciones sin Mg++.

Se demostrd que después de 5 horas de didlisis un 50% de

los ribosomas de huevos no fertilizados estaban como 80 S
y el resto como un componente de 65 S y otro de 30 S. Los
ribosomas de embriones sometidos a iguales condiciones de

disdlisis estaban un 10% como 80 S y el resto como 58 S vy
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30 S. Cuando se trataba ribosomas de huevos no fertiliza-
dos con tripsina y posteriormente se los dializaba en las
condiciones antes sefialadas se observaba que estos ribosomas
se comportaban de igual forma que los provenientes de embrio-
nes tempranos. Las conclusiones de estos autores fueron
esencialmente las mismas obtenidas por Monroy y Maggio(107).

Los Estudios posteriores de Metdfora y col. (134)
demostraron que los ribosomas de huevos de erizo de mar no
fertilizados contienen un inhibidor de la sintesis de poli-
fenilalanina en un sistema libre de células que emplea
factores de elongacidén EF-1 y EF -2 purificados de h7cado de
rata. Al lavar estos ribosomas con soluciones de alta
fuerza idénica se producfa el restablecimiento de su capaci-
dad traductora. Se demostrd también que la adicién a este
sistema, de la fraccién sobrenadante obtenida al lavar los
ribosomas provenientes de huevos no fertilizados con solu-
ciones de alta fuerza iénica, inhibfa en un 90% la sintesis
de polifenilalanina. Esta inhibiciédn se producia a nivel
de la unidén de poli U a ribosomas de embriones, asi como
también en la unidén de fenilalanil-tRNA a los mismos ribo~-
somas. Este inhibidor perdia un 60% de su capacidad inhi-
bitoria al incubarlo a 50° durante 4 minutos y no contenfa
actividaud de RNasa. La inhibicién también se observaba
cuando se usaba ribosomas eucaridticos de otras fuentes
como reticulocito de conejo, higado de rata y germen de
arveja, o cuando se usaba ribosomas de E.Egli. Resul tados
similares fueron obtenidos por Gambino y col. (135) demos-
trando que el inhibidor_asociado a ribosomas también inhi-~-
bfa la incorporacidén de H3 leucina en un sistema de reti-
culocito de conejo que cogtenfa RNA nativo. Se demostré
que este inhibidor impedfa la disociacién de polisomas

observada al incubar los controles durante 5 minutos a 37°.
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Estudiando 1a presencia de este inhibidor en etapas
posteriores a la fertilizacidn, Hille (136) demostré que
el lavado ribosomal proveniente de ribosomas de huevos no
fertilizados y de blistula, tenfTa un efecto inhibitorio de
la sintesis de polifenilalanina diriaida por poli U asf
como también sobre la traduccién de mensajeros endégenos,
aunque en el lavado de ribosomas provenientes de bl3stula
la inhibicién era de un 20% menor que la obtenida al usar
el lavado ribosomal proveniente de huevos no fertilizados.
Se demostr6 que los lavados de ribosomas de estados mas
avanzados en la embriooénesis contenfan niveles del inhibi-
dor que disminufan a medida que progresaba el desarrollo
embrionario. Al estudiar la presencia del inhibidor en
tejidos no embrionarios como hifgado se encontré que exis-
tfa wuna actividad inhibitoria mfinima de entre 1 a 5% de la
existente en el estado de bl3stula. Se concluyé que habfa
una pérdida gradual de la inhibicién a medida que progresa-
ba el desarrollo y esta pérdida gradual daria cuenta del
aumento continuo en la velocidad de incorporacidn de amino-
dcidos en proteinas observada a medida que avanza la em-

briogénesis.

Sfntesis proteica en oocitos, huevos y embriones de Xenopus

laevis.

En forma similar a la observada para la oogénesis de
erizo de mar, Shih y col. (137) han demostrado que la
sfntesis proteica en oocitos de X.laevis es menor a medida
que avanza la oogénesis, para alcanzar el nivel minimo en
el oocito totalmente crecido. Durante los primeros estados
de la oogénesis ocurre una gran sintesis de 4cidos ribonu-
cleicos como RNA mensajero, RNA de transferencia y RNAs ri-
bosomales que se acumulan en el citoplasma del oocito cre-

cido (138). Esta sintesis disminuye en forma abrupta
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hacia los estados finales de la oogénesis.

Los estudios de maduracidén de oocitos por estimulos

hormonales y de fertilizacidn in vitro han demostrado que

en estas condiciones se produce un estimulo de la sfntegls
proteica en ausencia de la sintesis de RNA (139). Monroy
(139) ha demostrado que esta estimulacién de la sfntesis
de p?otefnas después de la fertilizacién se producfa unos
minutos después de la adicidén de espermios al medio en que
estaban los oocitos, a pesar de que la sintesis de RNA no
era apreciable hasta un estado posterior a blastula (139),
que en i.laevis ocurre aproximadamente 4 Horas después de
la fertilizacién (140). Conclusiones similares han sido
obtenidas usando huevos anucleados que han sido estimula-
dos por hormonas (141) demostrando que en estas condiciones
también se observa el aumento en la sfntesis proteica.

lguales resultados se han obtenido al incubar huevos
fertilizados en presencia de actinomicina D en condiciones
en que se bloquea la sfntesis de RNA, demostrando que el
desarrollo del embrién continda normalmente hasta blastula
tardfa.

Todos estos experimentos nos llevan a la conclusién
de que el oocito sintetiza grandes cantidades de material
de reserva durante la oogénesis, que le permite llegar
hasta un estado de desarrollc posterior a blistula durante
la embriogénesis. + €ox y col. (142) han demostrado que
el oocito de X.laevis totalmente crecido contiene 10'2
ribosomas lo que es una cantidad enorme en relacidn al
contenido habitual de 3 x 106 ribosomas por célula en
otros tejidos. Brown y Gurdon (143) calcularon que el huevo crecido
de X.laevis contiene ribosomas suficientes como para 30.000
células. De esta alta poblacién de ribosomas,mds del 90%
estdn inactivos para la sfntesis proteica (144) y se ha
demostrado que después de la fertilizacién y hasta la

etapa de blastula tardfa todos los ribosomas usados para




&5

la sintesis de proteinas son de origen materno.

El hecho de que el huevo no fertilizado tenga un
exceso de mRNA y de ribosomas contrasta con la observacidn
de que su sintesis proteica es minima con respecto al huevo
fertilizado y a los estados tempranos de la oogénesis donde
todavia no se ha reanudado la sintesis de RNA y ribosomas.
Para explicar este hecho se ha postulado la existencia de
mensajeros enmascarados que estuvieran incapacitados de
servir como templados y la existencia de wuna poblacidn de
ribosomas inactivos que serfan guardados para actuar en
los estados posteriores a la fertilizacidén, donde serfan
activados por algidn mecanismo no conocido. Analizaremos a
continuacidén las evidencias que existen en relacidn a cada

uno de estos postulados.

Estudios de disponibilidad de mRNAs en oocitos.

El hecho de que el desarrollo embrionario continde en
condiciones en que no existe sintesis de RNA (139) hizo
pensar en la posibilidad de que el RNA estuviera sintetizado
de antemano en el huevo y de algquna forma ''guardado' de
modo que se impidiera su participacién en el proceso de
sfntesis proteica. A este respecto los estudios son escasos
y no dan mucha informacidn acerca de la existencia de partf-
culas citoplasmiticas que contengan mRNA.

Los estudios de Crippa y col. (145) demostraron que la
gran cantidad de RNA sintetizado en el oocito durante las
etapas tempranas de la oogénesis es guardado como un tipo de
mRNA informosomal, que es detectado en el citoplasma del
oocito aln después de la fertilizacién y en etapas tempranas
del desarrollo. Posteriormente ocurre un cambio y una frac-
cién del RNA informosomal desaparece del embrién convisrtién-
dose en un mRNA apto para entrar en el proceso de sfntesis
proteica, en forma similar a la observada en huevos y embrio-

nes de erizo de mar.
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Otra evidencia en relacién a la existencia de mRNA
guardado durante la oogénesis fue dada por Raff y col. (146)
demostrando que el mensajero de tubulina utilizado en las
primeras etapas del desarrollo embrionario estaba ya presente
en el huevo no fertilizado.

Estudiando el proceso de poliadenilacién de mRNA en
oocitos de X.laevis Robash y Ford (147) demostraron que el
mensajero heredado por el huevo fertilizado es sintetizado
€N su mayor proporcién en estados pre-vitelogénicos y vite-
logénicos tempranos de la oogénesis. Se demostrd que el 5%
del RNA maduro de oocitos contiene poli A y esti presente
en particulas ribonucleicas citoplasmaticas no ribosomales.
Hay evidencias de que el RNA sintetizado en la oogénesis
es de alto peso molecular, por 1o que se piensa que el mRNA
maduro derivaria de un procesamiento de este RNA que inclui-
ria una poliacdenilacidén. Resultados similares han sido
obtenidos por Felicetti y col. (148) en A.salina, demostrando
la presencia de partficulas citoplasmdticas que contienen
poli A y poseen un rango de sedimentacién de entre 10 y 4o s
Y S€ encuentran en el sobrenadante post-mitocondrial de un
homogeneizado de huevos fertilizados.

Estudiando el fenémeno de poliadenilacién durante 1la
oogénesis de X.laevis, Cabada y col. (149) demostraron que
el RNA con poli A se sintetiza y acumula hasta el inicio de
la vitelogénesis para después permanecer constante hasta la
fertilizacién.

Al inducir el desarrollo de huevos de A.salina hay una
disminucidn del '"pool' de RNA citoplasmdtico y un aumento
paralelo en el mRNA unido a ribosomas. Este cambio en la
distribucidn del RNA, de partfculas subribosomales a ribosomas
ocurre sin un cambio apreciable en el contenido de mRNA con

poli A por embridn, al menos durante 5 horas después de la
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induccién del desarrollo, por lo que se deduce que la poli~-
adenilacién no serfa en este caso importante para la "acti~-
vacién' del RNA mensajero. Los trabajos de Darnbrough y
Ford (150) estudiando la capacidad de templado de mRNAs con
poli A presentes en los diferentes estados de la oogénesis
demostraron que la traduccién de estos mensajeros en un sis-
tema libre de células proveniente de germen de trigo era
igual y que todos los mensajeros presentaban igual capaci-
dad para servir como templados.

Un enfoque diferente para estudiar la capacidad tra-
ductora de oocitos y huevos no fertilizados ha sido usado
por Moar y col. (151) mediante el uso delaté&cnica de microinyec-
cién de mRNA de globina. Estos autores han demostrado que
en el oocito de X.laevis existe una gran capacidad traduc-
tora y que la baja sfntesis proteica endégena estarfa apa-
rentemente causada por una baja disponibilidad de mRNAs.
Resultados similares han sido obtenidos por una serie de
autores (152,153,154) estudiando la capacidad traductora
del oocito por microinyeccién de mensajeros. Los resulta-
dos obtenidos por microinyeccién de mRNA de globina, RNA
14 S de cristalino de ternera, RNA del virus de la encefa-
lomiocarditis, mRNA de la cadena liviana de inmunoglobul i~
na de rata y mRNA de interferdn entre otros, han demostra-
do que el oocito es capaz de traducir estos mensajerbs sin
¢ 2 se produzca una competencia con la traduccidn de mRNAs
enddgenos, salvo en el caso en que se inyecta cantidades
sobre saturantes como ocurre cuando se inyecta grandes
cantidades de mRNA de globina (155,156).

La mayor parte de los estudios presentados llevan a la
conclusién que el cocito posee una gran capacidad traduc-
tora aproximadamente 10 veces superior a la de cualquier
otra célula eucariética (155), ademas de una gran cantidad

de mRNA y por lo tanto la baja sfntesis proteica que se
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observa en estas células se deberfa a una deficiencia en
la disponibilidad de mRNAs o de algin otro componente de

la sfntesis proteica.

Estudios de La actividad de nibosomas en cocitos y
embriones tempranos de Xenopus Laevis.

Los primeros estudios de actividad de ribosomas de
X.laevis fueron realizados por Frrd en 1966 (157). Estudié
la sintesis proteica in vitro e in vivo comparando la
eficiencia de ribosomas provenientes de higado y ovario en
la incorporacidén de 1h leucina a proteinas. La incorporacién
in vitro era aprokimadamente 12 veces mayor cuando se
usaba ribosomas de higado. Esta diferencia no se observaba
al estudiar la sintesis proteica con polisomas en lugar de
ribosomas. Los estudios de incorporacién in vivo por micro-
inyeccidn de 14 | leucina a hembras de X.laevis, demostraron
que la sfntesfs proteica en homogeneizados de higado era 9
veces mayor que la obtenida en homogeneizados de ovario.

Se demostrS6 también que en este Gltimo 6rgano la mayorfia de
los ribosomas estdn en forma de mondmeros inactivos en el
proceso de sintesis proteica.

Estos estudios fueron los primeros que plantearon la
idea de que la mayorfa de los ribosomas presentes en el
oocito estaban de algdn modo inactivados y guardados para
SuU uso en etapas posteriores del desarrollo.

Los estudios de Cox y col. (158) tendientes a caracte-
rizar los ribosomas de ovario de X.laevis demostraron que
estos ribosomas presentan una capacidad de sintesis de poli~-
fenilalanina dirigida por poli U comparable a la descrita
para otros ribosomas provenientes de mamiferos o bacterias;
sin embargo estos autores demuestran que la sintesis proteica
endSgena del oocito es muy baja, por lo que ellos piensan

que existiria una falla en la disponibilidad de mRNAs.
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Al estudiar las propiedades de estos ribosomas y su diso-
ciacién en subunidades, demostraron que los ribosomas de
ovario tienen un coeficiente de sedimentacidén y una diso-
ciacién en subunidades similar a las encontradas para
ribosomas provenientes de otras células por lo que la baja
sfntesis proteica de estos ribosomas no se deberfa a una
modificacién de los mismos. Pratt y Cox. (159) demostraron
también que la disociacidén de ribosomas en condiciones de
baja sal donde sélo se produce la disociacidén de ribosomas
que no estdn en polisomas, produce la disociacién de un 85
a 90% de los ribosomas presentes en ovario de X.laevis, lo
que demuestra que estos ribosomas estdn inactivos en el
proceso de sintesis proteica.

Estudios muy detallados de Moar y col. (160) demostra-
ron que la deficiencia del sistema traductor de ococitos no
era causada por la falta de mRNAs:; ellos microinyectaron
RNA mensajero de globina en oocitos de X.laevis y demostra-
ron que con cantidades saturantes de mRNA, se producfa una
competencia entre la traduccidn de este mRNA y de los men-
sajeros enddgenos del oocito, pero la traduccidn total de
mRNA siempre era constante. Se demostrd que oocitos a los
que se les inyectaba polisomas de reticulocito sintetizaban
grandes cantidades de globina y en este caso no se obser=-
vaba el fendmeno de saturacidén de la traduccidén que ocurrfa
al inyectar mRNA de globina. Se demostré también que los
oocitos saturados con polisomas de reticulocitos sintetiza-
ban globina con una velocidad 5 veces mayor que la observada
para oocitos que habfan sido microinyectados con cantidades
saturantes de mRNA de globina. La explicacién a esta
saturacidn de la capacidad traductora del oocito que no es
observada al inyectar polisomas puede ocurrir, pero seain los

autores, por una “eficiencia en los factores de iniciacién del oocito;
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por la existencia de bajos niveles de tRNA o por la exis-
tencia de una poblacidén muy pequefia de ribosomas activos.
Los estudios hechos por Lingrel y Woodland (161) demostra- -
ron que la sintesis de globina en oocitos de X.laevis
microinyectados con mRNA de globina no estaba limitada por
los factores de iniciacién del oocito y observaron que la
cantidad de ribosomas en polisomas es de un 2,5%, porcenta-
je que no varia al inyectar cantidades saturantes de mRNA
de globina, 1o que hace pensar la posibilidad de que en el
oocito exista una gran poblacién de ribosomas no activos

en el proceso de sintesis proteica, por lo que su capacidad
traductora serfa fdcilmente saturable.

En relacién a la poblacién de tRNA presente en el
ococito, Denis y col. (162) demostraron que la mayoria de
los tRNA presentes en ococitos crecidos difiere en comporta-
miento cromatogrdfico con el tRNA extraido de otras células
a pesar de que el tRNA presenta un comportamiento similar
en variadas especies.

Esta diferencia de comportamiento del tRNA proveniente
de ovario de X.laevis estarfa dada por un procesamiento in-
completo que podria ser un modo de reqgular la sintesis pro-
teica.

Los estudios de Gatica y Allende(163) en relacién a la
aminoacilacidén de tRNA microinyectado en oocitos de X.laevis
han demostrado que al inyectar una mezcla de tRNA de levadura
en que la cantidad de tRNA sobrepasa 2,5 veces Jos niveles
existentes en el oocito, la aminoacilacidn de estos t RNAs
ocurre en forma eficiente. Resultados similares se obtuvie-
ron al microinyectar tRNA puro de fenilalanina y estudiar
la formacidén de fenilalanil-tRNA. Estos experimentos indican
que las sintetasas o al menos la sintetasa de fenilalanina

estarian presentes en cantidades saturantes en el oocito.
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Los estudios de Woodland (164) tendientes a demostrar
la existencia de una poblacién de ribosomas inactivos fueron
bastante concluyentes al estudiar el contenido de ribosomas
y polisomas en cocitos y embriones de X.laevis en diferentes
estados de desarrollo. Se observé que en el oocito total -
mente crecido el porcentaje de ribosomas en polisomas es un
12 y este valor aumenta a un 2,8% en la maduracién. EI
proceso de fertilizacidn causa un aumento inmediato de este
porcentaje que se eleva a un 17% después de 45 minutos, para
llegar finalmente a un 85% - 90% en el estado 41 que ocurre
alrededor de 3 dfas después de la fertilizacidn. El cambio
observado en el porcentaje de ribosomas en polisomas después
de la fertilizacién, est3d en relacién directa al cambio en
la velocidad de sintesis proteica observado en esas condi-
ciones., Se observé que los ribosomas eran movilizados a
polisomas en tres fases muy definidas, una de ellas ocurre
en el proceso de transformacién del oocito a huevo, la
segunda con un répido aumento después de la fertilizacidn
que permanece constante hasta el fin de mérula y finalmente
la tercera alrededor de los estados 25 a 30 donde el por-
centaje aumenta rdpidamente para llegar entre un 85 a 90%
en el estado 40 a 41. Woodland plantea que estos ribosomas
serifan de origen materno, lo que concuerda con los resulta-
dos de Cox vy col. (142) que demuestran que el ococito tiene
un exceso de 106 ribosomas sobre los existentes en otras
células, los que serfan suficientes para unas 30.000 c&lulas
y también suficientes para lleaar al estado 42 del desarrollo
embrionario. Una confirmacién a este planteamiento fue dada
por Elsdal y col. (165) demostrando que los mutantes anuclea-
dos de X.laevis que no sintetizan rRNA muestran graves
defectos metabSlicos s6lo alrededor del estado 40 en 1la
embriogénesis.

Este fendmeno de movilizacidn de ribosomas a polisomas

ha sido observado también en otros sistemas como A.salina.
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En este sistema los extractos provenientes de quistes pre-
sentan una sintesis proteica muy baja y la poblacidn ribo-
somal consta casi exclusivamente de monosomas. Con el
proceso de hidratacidén del quiste, en que se inicia el
desarrollo, la proporcién de ribnsomas en polisomas aumenta
ripidamente. Bacharovay De Ledn{166) demostraron que en
huevos maduros de rata, aproximadamente el 10% de los ribo-
somas estan en polisomas y el resto estd en forma de sub-
unidades ribosomales y monosomas, inactivos en la sintesis
proteica dirigida por poli U; concluyen que aparentemente
estarfan quardados para su uso posterior en el desarrollo
embriconario.

La idea de ribosomas ''guardados'' fue estudiada por
Burkholder y col. (167) haciendo estudios de cortes de
oocito de rata al microscopio electrénico, demostrando que en el
citoplasma de estos occitos existen unas estructuras muy
ordenadas, semejantes a mallas cristalinas. La ruptura de
estas estructuras producia la liberacién de partficulas muy
similares a ribosomas que estaban constituidas por RNA y
proteinas. Estas estructuras se destrufan al realizar un
tratamiento suave con tripsina, lo que hace pensar que
estas estructuras estdn formadas probablemente por ribo-
somas unidos entre si por proteinas y que permanecen en
esta forma hasta después de la fertilizacidn. Estructuras
similares se han observado en oocitos de conejo y en ooci-~-
tos de lagarto en hibernacién en donde la sintesis protei-
ca es muy baja y aumenta varias veces en el periodo de
verano, al igual que se observa un desaparecimiento de estas
estructuras cristalinas que estdn constituidas por mono-
somas y se encuentran en el citoplasma (168).

Estudios preliminares de Steinert y col. (169) han
demostrado la presencia de estructuras citoplasmaticas

muy ordenadas que aparentemente estarfan constituidas por




33

ribosomas, y que desaparecen progresivamente después de la
maduracidén siendo reemplazadas por reticulo endoplasmico
rugoso donde se observa una gran cantidad de ribosomas.
Los autores no se pronuncian en relacidén a que estas es-
tructuras citoplasmaticas sirvan de alquna forma para al-
macenar ribosomas y dar cuenta de la alta poblacién de
monémeros presentes en el ococito (95%); sin embargo los
resultados obtenidos con otros sistemas hacen pensar que
los ribosomas presentes en estas estructuras estarfan de
algdn modo guardados para la fertilizacidén y embriogénesis
temprana.

Los estudios realizados en esta tesis se han enfoca-
do hacia el estudio del control post-transcripcional del
proceso de sfintesis proteica. Con este fin se ha analiza-
do la capacidad de sintesis proteica in vitro de diferen-
tes fracciones provenientes de homogenizados de ovarios

de Xenopus laevis y su actividad se ha comparado con la

que presentan otros sitemas in vitro como germen de trigo

y E. coli.
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METODOS

Obtencién de ovario de Xenopus laevis.

Las ranas se anestesian sumergiéndolas en un bafio de
agua con hielo que contiene una‘pequefia cantidad de tricafna
metosulfato (anestesia para animales de sangre frfa) durante
aproximadamente 30 minutos. Luego se operan haciendo una
pequefa incisién en el abdomen para extraer el ovario; el
animal se sutura, se deja un tiempo en agua a 4°y se devuelve
al estanque original.

El ovario se mantiene en solucidén de Barth y puede

conservarse en buen estado durante 4 a 5 dfas a 4°.

Obtencé#dn de oocitos de X.laevis de diferentes estados de

desarrollo.

La obtencién de oocitos en distintos estados de
desarrollo se efectud por tratamiento del ovario con colage-
nasa. Una hembra adulta de X.laevis se anestesié y se sacé
el ovario, el que se corté en trozos pequefios. Estos trozos
se incubaron durante 3 horas a 25° con agitacién suave y
constante en solucién de Barth adicionada de colagenasa en
una concentracién final de 5 mg/ml. Finalizada la incubacién
los oocitos se lavaron varias veces con solucién de Barth
sin colagenasa y se separaron de acuerdo con su tamaiio,
mediante tamices de malla nylon de diferente tamafio de poro,
en oocitos de estado 1 y 2, oocitos de estado 3 y 4 y oocitos
de estado 5 y 6. Los ococitos de cada estado se separaron
manualmente de cada uno de estos grupos, obteniéndose asf

cé€lulas aisladas de cada uno de los estados de la oogénesis.

Estudios in vivo de sfntesis proteica en ococitos de X.laevis.

Para el an&8lisis de sintesis proteica en oocitos de
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X.laevis, se incubaron grupos de 5 a 10 oocitos aislados ma-
nualmente, en 0,1 ml de una solucién de Barth adicion~ada de
un aminodcido marcado con 3H en una concentracién final de
1 x 107 M. Le Incubacién se reatizé a 22° y la reaccién
se detuvo agregando 1 ml de TCA al 5%. Los oocitos se ho-
mogenizaron con una varilla de vidrio y el homogenizado se
filtré a través de filtros de fibra de vidrio GF/A. Estos
filtros se secaron bajo una ldmpara y la radioactividad
incorporada se midié en un contador de centelleo empleando

una solucidén de conteo para filtros.

Incorporacién de aminodcidos en oocitos.

Para el andlisis de incorporacién de amino&cidos en
oocitos, se incubaron los oocitos en forma similar a la
realizada para determinar la incorporacidén de aminodcidos
en proteifnas. La reaccidén se detuvo agregando 2 m! de una
solucidn de Barth frfa sin aminodcidos; los oocitos intac-
tos se transfirieron a filtros de fibra de vidrio, donde
se lavaron exhaustivamente con esta solucién, luego se do-
blaron los filtros y se aplastaron para romper los oocitos.
Los filtros se secaron y se midiéd la incorporacién total de

aminodcidos radioactivos en la forma indicada anteriormente.

Determinacidén del contenido de ribosomas en oocitos de

estados 1 y 6 de desarrollo.

El contenido de ribosomas en oocitos de estados 1 y 6
se determind haciendo una homogenizacién de estos oocitos
aislados en una solucién que contenfa Tris-HC] 30 mM pH 7,2
MgAc2 10 mM, KCI1 50 mM, B-mercaptoetanol 2 mM vy sacarosa
250 mM. Los homogeneizzdos se centrifugaron 15 minutos a
20.000 x g y la fraccién sobrenadante se centrifugs durante
2 horas a 150.000 x g. El precipitado que contenfa los
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ribosomas, se resuspendid en una solucidén de NH,CI 0,5 M

y se volvid a centrifugar del modo ya descrito..Finalizada
la centrifugacién, el precipitado se resuspendid en la
misma solucidn usada para 12 homogeneizacidn del tejido vy
se determind la absorbancia de la solucién a 260 nm. E!
porcentaje de ribosomas recuperados se calculd agregando,
antes de la homogeneizacidn, una pequefia alfcuota de una
solucién de ribosomas de ovario marcados con [?SS metionina
que se obtuvieron incubande trozos de ovario duréﬁte toda
la noche en una solucién de Barth con el aminodcido

6

radioactivo a una concentracién final de 10°° M.

Preparacién y purificacidn del inhibidor de la sintesis

Eroteica.

Preparacién de sobrenadante de 150.000 x g de ovario
de Xenopus Laevis.

Se homogeneizaron 30 g de ovario cortado en trozos
pequefios en un homogeneizador de Dounce con 120 ml de una
solucién que contenfa Tris-HC1 50 mM pH 7,4, KC1 30 mM,
MgAc2 10 mM, B-mercaptoetanol 2 mM y sacarosa 250 mM (solu-
cion de homogeneizacién). El homogeneizado se centrifugd
durante 30 minutos a2 20.000 x g Y el sobrenadante de esta
centrifugacién se filtrd por gasa y se centrifuagd durante
2 horas a 150.000 x g. EIl sobrenadante de esta centrifuga-
cidén se precipitd agregando sulfato de amonio sélido hasta
tener un L40% de saturacién, manteniendo el pH alrededor de
7,0 y se centrifugdé durante 15 minutos a 20.000 x g. El
sobrenadante de esta centrifugacidn se precipitd entre Lo
y 60% de saturacién con sulfato de amonio, se centrifugd
15 minutos a 20.000 x g vy el precipitado se resuspendid en
la solucidn de homogeneizacidn. Se agregd glicerol neutrali-

zado hasta tener una concentracidn final de 50% y la solucién




37

concentrada de protefnas se guardd a =-20°.

Purnificacién del Ainhibidon de La sLntesis proteica por
cnomalografla en columnas de DEAE-celulosa.

Se preparS una columna de 1,6 x 13 cm de DEAE-
celulosa DE-11 (Whatman) y se equilibré con 250 ml de una
solucién Tris-HCl 30 mM pH 7,2; KC] 30 mM y B-mercaptoe-
tanol 2 mM. Se colocéd una alfcuota del liquido sobrenadan-
te (70 mg de protefnas totales) obtenido de un homogeneizado
de ovario de X.laevis centrifugado a 150.000 x g precipita-
do con sulfato de amonio entre 40 y 60% de saturacién y
dializado contra la misma solucién que se usé para equilibrar
la columna; la columna se lavd con 75 ml de esta misma
solucién amortiguadora y se eluyd con 75 ml de una solucidn
de KC1 100 mM y finalmente con 75 ml de una soiucidn de
KCl 200 mM. Se determiné la absorbancia a 280 nm de cada
fraccién y luego se ensayé actividad de inhibicién de 1la
sintesis de polifenilalanina dirigida por Poli U. Las
fracciones que presentaron una mayor actividad inhibitoria
se juntaron y precipitaron con sulfato de amonio entre 0
y 80% de saturacidn; esta solucién se centrifugd 15 minutos
a 20.000 x g vy el precipitado se disolvié en una solucién
que contenfa Tris-HCl 30 mM pH 7,2, DTT | mM y 50% de

glicerol. Esta solucién se guardé a -20°,

Purnificacibn del inhibidon de La sLntesis proteica pon
giltracidn en columnas de Sephadex G-200,

Se hizo una suspensién de Sephadex G-200 (tamafo de
particula 40 a 120 u) en agua y se dejé hidratar durante
tres dias a temperatura ambiente. Se prepard una columna
de 1,2 x 74 cm que se equilibrd con soliucién de Tris-HCI
30 mM pH 7,2, KCI 50 mM y DTT | mM. En esta columna se
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colocd una alicuota (7 mg de protefnas totales) de una
preparacidn que contenfa el inhibidor de la sfntesis pro-
teica purificado por DEAE-celulosa en la forma descrita en
el parrafo anterior y se eluyd con la misma soluciédn de
equilibrio del gel. El flujo se ajustd a 6 ml/hora y se
recogieron fracciones de 1,5 ml. Se determind la absorban-
cia a 280 nm y la actividad de inhibicién de la sfntesis

de polifenilalanina de cada fraccién. Las fracciones que
presentaron una mayor actividad se juntaron y se concen-
traron por filtracién por membranas de colodidn que exclufan
particulas de peso molecular mayor de 70.000. La

solucidén concentrada de protefnas se quardd a 4° con 10% de
glicerol. En estas condiciones la preparacién de inhibidor

es estable alrededor de 4 dfas.

Preparacién y purificacién de ribosomas de ovario de X.laevis

Los ribosomas contenidos en el precipitado obtenido
después de la centrifugacién del homogenizado a 150.000 x g
se resuspendieron en la solucién de homogenizacidn sin saca-
rosa y con cloruro de amonio 0,5 M y se centrifugaron durante
4 horas a 150.000 x g. El sobrenadante de esta centrifuga-
cién, que denominaremos lavado ribosomal, se precipitd con
sulfato de amonio entre 0 y 80% de saturacidn en la forma
descrita y se guardd con 50% de glicerol a -20°. El preci-
pitado que contiene los ribosomas se resuspendid en la solu-
cién de homogenizacidn y se centrifugd durante 2 horas a
150.000 x g. El precipitado se resuspendid nuevamente en
solucién de homogenizacién y se guardd a -20° en alfcuotas
de 100 ul, en una concentracidén final de 120 unidades A260/
ml. Con este procedimiento se obtienen los ribosomas que
denominaremos ''lavados'. Para obtener ribosomas '"crudos'
se realizé el procedimiento ya descrito, pero los ribosomas

no se lavaron con cloruro de amonio 0,5 M.
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Preparacidn de fraccidn sobrenadante de 150,000 x g Yy

ribosomas de germen de trigo.

En un mortero se homogeneizaron 120 o de germen de
trigo comercial con 25 a de arena Yy 150 ml de una solucidn
que contenfa Tris-HC1 50 mM pH 7,4, KC1 50 mM, Mch2 10 mM,
B-mercaptoetanol 2 mM y sacarosa 250 mM (solucién de homo-
geneizacién). Finalizada la homogeneizacidn, se centrifugd
durante 20 minutos a 20.000 x g y el sobrenadante se filtré
por gasa Yy se centrifugd durante 2 horas a 150.000 x g. FEl
sobrenadante obtenido de esta centrifugacidn se precipitd
con sulfato de amonio entre un 40 y 802 de saturacidén, man-
teniendo el pH alrededor de 7,0 mediante la adicidn de
hidréxido de amonio. Se centrifugé durante 15 minutos a
20,000 x g y el precipitado se resuspendidé en un minimo
volumen de la solucidn de homogeneizacién, agregando final-
mente glicerol hasta llegar a una concentracién final de
50%. Esta solucidn se guardé a -20°.

Purificacién de ribosomas: El precipitado de ribosomas
obtenido despuds de la centrifugacidn de 2 horas a 150.000
X g se resuspendié en solucidn de homogeneizacidén, a la que
se agregd previamente cloruro de amonio hasta tener una
concentracién final de 0,5 M y se centrifugd durante L horas
a 150.000 x g. EI sobrenadante se descartd y el precipitado
que contenfa los ribosomas se resuspendid en solucidn de
homogenecizacién. Esta solucidn de centrifugé durante 2 horas
a 150.000 x g y se resuspendid en un pequefio volumen de
solucién de homogeneizacién. Se tomd una alfcuota de esta
solucidn y se determiné la absorbancia a 260 nm. La soluciodn
de ribosomas se llevéd a una concentracidén de 200 unidades

A260/m| y se guardd congelada a -20° en alfcuotas de 100 ul.
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Purificacién de los factores de elongacién EF-1 y EF-2 de

germen de trigo.

La purificacidon parcial de los factores de elongacién
EF-1 y EF-2 se realizé en dos etapas que incluyeron una
cromatografia en columnas de Sephadex G-200 y una cromatogra-
ffa posterior en columnas de DEAE-celulosa.

Cromatografia en columnas de Sephadex G-200: Se
efectué en una columna de Sephadex G-200 (1,8 x 66 cm)
equilibrada con una solucién de Tris-HC] 50 mM pH 7,5, MgCl,
10 mM, KC1 50 mM y B-mercaptoetanol 5 mM. Se colocd una
alfcuota (15 mg de protefnas totales de un sobrenadante de
germen de trigo centrifugado a 150.000 x g y precipitado
con sulfato de amonio entre 40 y 80% de saturacidn que
contiene los factores de elongacién. El flujo de la columna
se ajusté a 6 ml/hora y se recogieron fracciones de 2 ml,

Se midié la absorbancia de las fracciones a 280 nm y en
seguida se les determind actividad de EF-1 y EF-2 en la
forma expuesta a3 continuacidé-.

Las fracciones que contenfan la actividad de EF-1
se juntaron y precipitaron con sulfato de amonio a 80% de
saturacién y el precipitado se resuspendidé en un minimo
volumen de solucién de Tris-HC] 50 mM, B-mercaptoetanol
5> mM y 50% de glicerol y se guardd a -20° . Las fracciones
con actividad de EF-2 se juntaron y se continud la purifi-
cacién mediante una cromatografia en DEAE-celulosa.

Cromatografia en columnas de DEAE-celulosa: Se
prepard una columna (1,6 x 10 e¢m) de DEAE-celulosa (DE-11)

y se equilibré con una solucién de Tris-HC1 50 mM pH 7,5
KCl 50 mM, MgCl2 10 mM y B-mercaptoetanol 5 mM. La frac-
cidén con actividad de EF-2 se colocd en la columna que se
lavé con 50 ml de la solucién de equilibrio. La actividad

de EF-2 se eluyd de la columna mediante una solucidn de KCI
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100 mM en el tampdn indicado anteriormente. Las fracciones
que presentaban esta actividad se precipitaron con sulfato
de amonio a 80% de saturacién, se centrifugaron y el preci-
pitado se resuspendid en un pedquefio volumen de solucidn de
Tris~-HCl 50 mM pH 7,5 y B-mercaptoetanol 5 mM. Se agregd

50% de glicerol y la solucién se guardd a -20°

Formacién de complejo EF-1: }BH] GTP (1)

El complejo EF-1:(3H]GTP se formé incubando Tris-
HCT 10 mM pH 7,2, MgAc, 10 mM, KC1 100 mM, °H -6TP (actividad
especifica 1000 mCi/mmol) 20 uM, y 10 ug de sobrenadante de
germen de trigo precipitado con sulfato de amonio entre 40
y 80% de saturacién o una fraccién parcialmente purificada
de EF-1 de germen de trigo. La reaccién se incubd durante
5 minutos a 0° , se detuvo por dilucién con 2 ml de una
solucién frfa que contenfa Tris~HC1 30 mM pH 7,4, KC1 30 mM
y MgAc2 10 mM v se filtrd en filtros de nitrocelulosa los

que se secaron y contaron en un sistema de centelleo.

Determinacién del factor de elongacién EF-2 por ADP-ribosi-

lacidn catalizada por la toxina diftérica.

La reaccién de ADP-ribosilacidén del factor de elonga-
cién EF-2 de germen de trigo catalizada por la toxina difté-
rica se realizé de acuerdo al procedimiento descrito por
Collier y Traugh (171).

» %3
(1) EF-1: [3HJ GTP = complejo binario entre el factor

de elongacidn 1 y GTP.
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La reaccidn, en un volumen de 0,1 ml contenfa Tris-
HC1 30 mM, pH 8,6, DTT 2 mM, EDTA 15 mM, 20 ug de toxina
diftérica, 3H NADY (actividad especifica 1000 mCi/mmol)
0,4 UM y cantidades variables de factor de elongacidén EF-2,
La reaccidn se incubd durante 20 minutos a 37°, se detuvo
agregando 1 al de TCA al 5%, y se filtré por filtros de fi-
bra de vidrio GFC que se colocaron en frascos con 3 ml del
I7quido de centelleo descrito en Materiales. La radioacti-~-
vidad retenida en los filtros se contd en un contador de

centelleo (Delta 300, Searle Analytic Co.).

Unidén enzimdtica de PhJ fenilalanil-tRNA a ribosomas.

La mezcla de incubacién contenfa en un volumen de
0,1 ml, Tris-Ac 30 mM pH 7,2, MgAc, 7,5 mM, KCI1 75 mM,
DTT 1 mM, 0,5 a 2,0 unidades A260 de ribosomas lavados,
GTP 1 mM, EAC fenilalanil-tRNA (actividad especifica 100
mCi/mmol) 25 pmoles y 10 pg de una fraccién sobrenadante de
germen de trigo precipitada con sulfato de amonio entre 40
y 80% de saturacidn que contiene el factor de elongacidn
EF-1. La reaccidn se incubd durante 20 minutos a 37°% se
detuvo con 3 ml de una solucidn que contiene Tris-Ac 30 mM
pH 7,4, KC1 30 mM y MgAc, 10 mM, se filtrS en filtros de ni-
trocelulosa, los que se secaron y se contaron en frascos con

3 ml de liquido de centelleo.

Unién no enzimitica de j;ha fenilalanil-tRNA a ribosomas.

1
La unidn no enzimadtica de 14q fenilalanil-tRNA a ri-

b fenilalanil-tRNA a

ribosomas, omitiendo el GTP y el sobrenadante de germen de

bosomas se realizé mediante una rejfc'én igual a la des-
] 3

crita para la unién enzimitica de

trigo; la concentracidn de MgAc2 se elevé a 15 mM
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Sintesis de Phe[polifenilalanina.
ru

La sintesis de q polifenilalanina se realizd en un
volumen de 0,1 ml que contenfa Tris-Ac 30 mM pH T2, MgAcz
7,5 mM, KC1_75 mM, GTP 1 mM, DTT 2 mM, 50 ug de Poli U, 25
pmoles de Uhc fenilalanil-tRNA (actividad especifica 100
mCi/mmol) vy una alfcuota de un sobrenadante de germen de
trigo (10 ug de protefnas totales) preparado en la forma
descrita anteriormente o los factores de elongacidén EF-1 vy
EF-2 parcialmente purificados de germen de trigo. La reac-
cién se incubd durante 20 minutos a 37°y se detuvo agregan -
do 1,5 ml de una solucién de TCA al 5% frfo. Los tubos se
calentaron a 90°durante 15 minutos, se enfriaron y se fil-
traron en filtros de fibra de vidrio (Whatman GF/A); los

filtros se secaron y contaron en un sistema de centelleo.

Preparacidén de polisomas de hfgado de rata.

Para la preparacién de polisomas libres de higado de
rata se siguié la técnica descrita por Blobel y Potter (172)

con las modificaciones introducidas por Ramsey y Steele (173).

Sintesis de protefnas en un sistema que emplea polisomas

aislados de hifgado de rata.

La sintesis proteica en un sistema que usaba polisomas
aislados de higado de rata se realizé en un volumen de 50 ul
que contenfa Hepes 20 mM pH 7,6, KAc 100 mM, MgAc, L mM,
DTT 25 u M, ATP 1 mM, GTP 20 uM, creatinfosfato 7,5 uM,
creatin-fosfoquinasa 40 pg/ml, tRNA total de hfgado de rata
7,5 ug/ml, solucidén de amino&cidos frfos (sin metionina) 50
uM, ﬁS% metionina (actividad especifica 1330 Ci/mmol) 10
uCi, 10Mug (proteinas totales) de un sobrenadante obtenido
por centrifugacién de un homogenizado de higado durante 25
horas a 150.000 x g, precipitado con sulfato de amonio entre
Lo y 70% de saturacidn y dializado contra una solucidén de
Tris-Ac 20 mM, pH 7,5 v 3 mM B-mercaptoetanol, y 1 a 2 unida~-

des A26O de polisomas aislados de hfgado de rata. La reaccidn
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se incub6é durante 30 minutos a 30° y se detuvo agregando
metionina frfa para 'tener una concentracién final de 1 mM
y TCA al 5% frio. Esta reaccién se calentd durante 15 min.
a 90° y se filtré a través de filtros de fibra de vidrio

que posteriormente se contaron en un sistema de centelleo.

Preparacidn y purificacidn de EAQ} fenilalanil -tRNA.

Preparacidén de EI’CZ! fenilalanil -£RNA .,

La reaccidn de aminoacilacién de tRNA de fenilalanina
se realizé en un volumen de 10 ml que contenfa: Tris-HCI
100 mM pH 7,4; ¥,Ac, 10 mM, ATP 5 mM, DTT 3 mM, 20 mg de
tRNA total de levadura, 1?
cifica 100 mCi/mmol) 2 x 10 > M y una alfcuota (10 mg

fenilalanina (actividad espe-

protefnas totales) de un sobrenadante de 150.000 x g de
germen de trigo precipitado entre 40 y 60% de saturacidn
con sulfato de amonio. Esta fraccidn enzimitica que contiene
la aminoacil-tRNA sintetasa de fenilalanina, se dializéd
durante 3 horas contra una solucidn que contenia Tris-Ac
30 mM pH 7,5, MgAc2 10 mM, y B-mercaptoetanol 2 mM.

La reaccién se incubd durante 45 minutos a 30° y se
detuvo agregando una solucidn de acetato de potasio al 20%
pH 5,0 hasta una concentracién final de 2%. Se agregé
luego un volumen igual de fenol destilado (saturado con
agua), se agité fuertemente y se centrifugd durante 10
minutos a 20.000 x g. Se separd la fase acuosa y la fase
fenSlica se reextrajo con 10 ml de HZO y 1 ml de acetato
de potasio al 20% pH 5,0. La fase acuosa se junté con 1a
obtenida en la centrifugacién anterior, se agregaron 2,5
voldmenes de etanol absoluto a -20°y se dejé toda la noche
a esa temperatura. Al dfa siguiente se centrifugé la solu-
cidén durante 10 minutos a 20.000 x g vy el precipitado se

liofilizé a sequedad » Para luego resuspenderlo nuevamente
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€n acetato de potasio 5 mM pH 5,0 y reprecipitarlo con
etanol absoluto durante 4 horas a -20°. EI precipitado
se centrifugé nuevamente en la forma ya descrita, se lio-
filizé a sequedad Yy se resuspendié en solucidén de acetato
de potasio 5 mM pH 5,0 a una concentracidon final de 2500
pmoles/ml de Phc.fenilalanil-tRNA. Esta solucién se

guardd congelada a -20°,

Purndificacidn de P4& fenilalanil -2RNA pon cromatoghraffa
en DEAE-celulosa benzoi@adﬁr

La purificacién del 14

J fenilalanil-tRNA se realizé
de acuerdo al procedimiento descrito por Rahaminoff ycol.
(Y74) La resina BD-celulosa se lavéd previamente con una
solucién que contenfa KAc 50 mM_ pH 4,7, MgAc, 10 mM, NacCl
1,5 M y etanol 15% (v/v). Se empled una columna de 1,2 x
15 cm equilibrada con una solucién que _contenfa KAc 50 mM,
PH 4,7, MgAc, 10 mM y NaCl 1 M. EI [‘)"g] fenilalanil-tRNA
se disolvié en 1a misma solucidn de equilibrio de la co-
lumna en una concentracién de 150 unidades A260/m1; se colo-
c6 en la columna Y se lavé con la solucidn de equilibrio
hasta que el eluido tuvo una absorbancia a 260 nm menor que
0,01, EI 149{ fenilalanil~tRNA se eluyé con una solucidn
que conten?a KAc 50 mM pH &4 7. MgAc2 10 mM; NaCl 1,5 My
etanol 15% (v/v). Se midi6 la absorbancia a 260 nm de las
fracciones eluyidas y también se determiné 1la radioactividad
en una alicuota de cada fraccidn. Con estos datos se calcu-
16 la actividad especifica de cada fraccidn , Se juntaron
las fracciones que presentaban la mayor actividad especti -
fica y se precipitaron con dos voldmenes de etanol absolu-
to durante toda la noche a =20°, para después centrifugar

Y resuspender el precipitado en una solucién de acetato de
sodio 1 mM pH 5,0,
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Preparacién de N-acetil Fhelfenilalanil-tRNA.

l.La acetilacion del EAJ fenilalanil-tRPNA se realizé

en base a4la técnica descrita por Haenni y Chapeville (175).

i

forma ya descrita y se juntdé con un volumen igual de acetato

fenilalanil-tRNA (0,1 ma) se prepard en la

de potasio saturado pH 5,0 y se incubéd a 0° aaregando 100

ul de una solucidén concentrada de anhidrido acético en
alicuotas de 20 ul cada 10 minutos hasta completar una hora
de incubacidn. La reaccién se detuvo aareaando un volumen
igual de agua bidestilada y dos volumenes de etanol absoluto
a -20°. La mezcla de incubacidén se dejé durante 3 horas a
-20° y luego se centrifugé durante 15 minutos a 20.000 x g.
El precipitado de tRNA se disolvid en H20 y se dializd toda
la noche a 4° contra una solucién de acetato de potasio 1 mM
pH 5,0.

Para comprobar 1a acetilacién, el M-acetil th fenil -
alanil-tRNA se desacilé incubidndolo a pH 8,5 durante 15 mi-
nutos a 37° y se sembrd en una hoja de papel Whatman N°1
(50 x 10 cm) para realizar una electroforesis a 1400 voltios
durante 75 minutos usando una solucidn de electrodo de
dcido férmico 0,5 M. Finalizada la electroforesis se secé
el papel, se reveld con una solucién de ninhidrina al 0,3%
en acetona, y se cortd en trozos de 1 cm de larao que se

contaron individualmente en lIfquido de centelleo.

Sintesis de Ph;Ifenflalanil-puromicina.

Se realizé una unién no enzimdtica de Eha fenilala-
nil-tRNA a ribosomas lavados de X.laevis en la-forma des -
crita anteriormente incubando la reaccidén durante 15 minu-
tos a 37°. Finalizado este perfodo de incubacién se agre-
g6 puromicina 1074 M y EF-2 de germen de trigo y se incubé
por otros 15 minutos a 37°. La reaccidén se detuvo agregan-
do 1 ml de una solucién de fosfato de potasio 0,1 M pH 8,0
y el Eh fenilalanil-puromicina se extrajo agregando 1,5

ml de una solucidén concentrada de acetato de etilo. Los
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tubos se agitaron bien, se centrifugaron durante 10 minutos
a 2000 x g y luego se tomé 0,9 ml de la fase orgdnica vy
se midié la radioactividad en una solucidn de centelleo

para muestras liquidas (tritén-tolueno).

Sfntesis de[y-BzJ GTP

La sintesis de[§-32g]GTP se efectué segdn la técnica
descrita por Glenny Gﬁppef(l76) usando como fuente de fos-~
fato marcado una solucién de H332P04 que se evaporg en un
evaporador rotatorio y se resuspendid en agua, repitiendo
varias veces este proceso con el fin de eliminar totalmente
el &cido.

La reaccidn de sintesis de[&-BzP] GTP se realizé en
un volumen final de 2 ml que contenfa 1| mCi de H332P0k’
Tris-HC] 50 mM pH 7,2, Mgcl2 10 mM, B-mercaptoetanol 2 mM,
EDTA 0,5 mM, NAD® 50 nM, &cido 3P-glicérico 0,5 mM, GTP
1 mM; NADH 5,5 nM, 600 Ug de gliceraldehido -3P-deshidrogqe-
nasa y 38 ug de 3P-glicerato quinasa.

La reaccién se incubé durante 60 minutos a 30°y se
detuvo por calentamiento en un bafiomarfa a 100° por | min;
luego se centrifugé y se descarté el precipitado. EI
sobrenadante se purificé en una columna de DEAE-Sephadex
A25 (1 x 10 cm) lavada con agua bidestilada. EI g}zP GTP
se eluyé de la columna con una gradiente continua de bicar-
bonato de trietilgmina PH 7,4 entre 0 y 1 M. Las fracciones
que cont eliY 32ﬂ GTP se liofilizaron a sequedad, el
residuo se resuspendid en un mfnimo volumen de agua bides-
tilada y se guardé a -20°,

La pureza del B 32P]iGTP se comprobdé realizando una
cromatografia del prbducft en papel DEAE, usando como
solvente una solucién de formiato de amonio 0,6 M pH 3,1

Y corriendo en forma paralela soluciones patrones de GTP,
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GDP y GMP. Finalizada 1a cromatografia, se secé el papel
Yy se cortd en trozos de | cm que se contaron en la forma

acostumbrada.

Medicidén de actividad GTP&sica del factor de elongacién EF-2

dependiente de ribosomas.

La medicién de la actividad GTP4asica del factor de
elongacidn EF-2 dependiente de ribosomas, se realizé incu-
bando 10 minutos a 37° una mezcla de reaccidn que contenfa
en un volumen de 0,1 ml Tris-HC! 75 mM pH 7,6- KCI 30 mM;
DTT 2 mM, 0,5 a 1 unidad Argp de ribosomas lavados de ovario
de X.laevis , cantidades variables de factor de elongacién
EF-2 de acuerdo a la preparacidn usada y B-32P1 GTP (7,6
cpm/pmol) 4 x 10-5 M. Finalizada la incubacién la reaccidn
se detuvo agregando 1 ml de una solucién de carbdn activado
(NoritA) al 1% en H

durante 2 minutos en un Vortex y se centrifuaaron 10 minutos

3POL' 0,1 M. Los tubos se agitaron

a 2000 x g. Se tomé 0,5 ml del sobrenadante de la centri-
3 32

fugacidén y se determindg el P-fosfato liberado contando
esta alfcuota en una solucidn para muestras liquidas que

contiene liquido de centelleo y Tritdn X-100 (2:1).

Medicidn de actividad de la peptidil sintetasa

La actividad de la peptidil sintetasa se determiné
rsafdo dos técnicas diferentes: 1la sintesis fe N-acetil
1 1

c

fenilalanil-puromicina y' la sfntésis: de "cj fenilala-

.n;l-fenilalanina.
1. Sintesis de N-acetil Pha fenilalanil -puromicina.
En un volumen final de 0,1 ml se incubd Tris-HC] 30 mM
pH 7,2, MgAc, 10 mM, DTT 1 mM, KCI 75 mM, 50 ua de Poli U,
0,5 a1l uﬁzdades de ribosomas lavados y 20 pmoles de

N-acetil Cl fenilalanil tRNA (purificado en columnas de
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BD-celulosa). La reaccién se incubd durante 15 minutos
a 377 después de lo cual se aaread puromicina a una
concentracién final de IO-h My se continud la incuba~-
cién durante 20 minutos mias a la misma temperatura. La
reaccién se detuvo agregando 1 ml de una solucién de fos-
fato de potasio 0,1 M pH 8,0 y 1,5 ml de acetato de
etilo: se aqité, centrifugd y se tomd una alicuota de
0,9 ml de la fase orgdnica, que se conté en una solucién

para muestras lifquidas.

2. Sintesis de EAJ fenilalanil-fenilalanina.
Esta reacciéﬁ ;e realizé basicamente de acuerdo a la
técnica descrita por Rahaminoff y col. (174), usando
fenilalanil-tRNA puro cargado con fenilalanina (acilado
en un 85%). La mezcla de reaccién en un volumen de 0,05
ml contiene Tris-HC! 50 mM pH 7,5, NHhCI 120 mM; KAc
60 mM, MgAc, 15 mM, 500 pg/ml de Poli U y 20 pmoles de
PAC fenilalanil-tRNAphe (actividad especifica 40O
mCi/mmol). La reacciédn se incubd durante 15 minutos a
37° y se detuvo agregando un 10% (v/v) de una solucién
de NaOH 3 N; la incubacién se continué por 30 minutos y
finalmente se agregé un 10% (v/v) de HCl 3 N para neu-
tralizar. El andlisis del producto se hizo mediante dos
técnicas: cromatografia en capa fina y cromatoaraffa

descendente en papel.

Andlisis de P4é] fenilalanil-fenilalanina por cromatograffia

en capa fina.

Se hicieron placas de 0,25 mm de groser con una solucidn
de celulosa microcristalina en agua destilada (10 gramos
de celulosa en 48 ml de agua) siquiendo la técnica descri-
ta por Wolfrom y col. (177) y se secaron a 80°. Las placas
se sembraron con 20 ul de muestra y con soluciones patro-
nes de fenilalanina y difenilalanina, y se corrieron em-

pleando como solvente, n-butanol: acido acético: agua
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(3:1:1): se secaron y luego se volvieron a correr durante
L horas con el mismo solvente. Finalizada la cromatograffa
se secd la placa y se reveld con una solucién de ninhidri=-
na al 0,3% en acetona. Las zonas correspondientes a fenil~
alanina y difenilalanina se rasparon de las placas y se
contaron en un sistema de centelleo.

Andlisis de EhJ fenilalanil-fenilalanina por cromatoaraffa
descendente en papel Whatman N°3.

La cromatograffa descendente se realizé de acuerdo a 1a
metddica descrita por Pestka (178). Finalizada la reaccién
de sfntesis del dipéptido, las muestras y las soluciones
patrones se sembraron en tiras de papel Whatman N°3 de
2 x 42 cm y se efectué la cromatoagrafia durante 15 horas
usando como solvente una solucién de n-butanol:&cido acé-
tico:aaua (3:1:1). Finalizado el proceso se secé la tira
y se reveld con una solucién de ninhidrina al 0,3% en ace-
tona calentando el papel en un horno a 100°. Las tiras de
papel se cortaron en trozos de 1 cm de largo y posterior-
mente se cohtaron en un sistema de centelleo.
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Solucidén de Barth.

Los ovarios y oocitos aislados se mantienen en la
solucién descrita por Barth y modificada por Gurdon (170).
La composicidén de esta solucién es la siguiente: NaCl 88 mM,
KCT 1 mM, NaHCO; 2,4 mM, MgS0, x 7 H,0 0,82 mM, Ca(N03)2
4 H,0 0,33 mM, CaCl. x 6 H,0 0,041 mM, Tris-HC1 20 mM pH
7,6, penicilina 0,01 g/1 y sulfato de estreptomicina 0,01
qg/1l.

Liquido de centelleo para contar muestras sélidas.

La solucién para contar muestras sélidas contiene
3,92 g/1 de PPO y 0,08 g/1 de POPOP disueltos en tolueno.

Esta solucién se guarda en un frasco obscuro.

Solucién para contar muestras lfiquidas.

Se mezclan dos partes del 1Tquido de centelleo des~-
crito en el parrafo anterior con una parte de Tritén X-100.
Esta solucién se agita enérgicamente y se guarda en frasco

obscuro.
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MATERIALES

Las hembras adultas de Xenopus laevis provienen del

South African Snake Farm, Cape Province. Estas ranas se
mantienen en cautiverio en el laboratorio durante varios
meses y se alimentan una vez por semana con pequefios tro-
zos de carne.

Germen de trigo. El germen de trigo usado para los

experimentos es un germen de trigo comercial y fue donado

por el molino 'La Estampa', Santiago, Chile

Fuente gg_los materiales.

ATP Sigma
BD-celulosa Siama
Catalasa Sigma
Celulosa microcristalina Avicel Merck

Colagenasa
DEAE-celulosa

Boéhringer, Manheim

Whatman

DTT Calbiochem
EDTA Sigma
Fenilalanina Siama

Phcifenilalanina

Fenilalanil-fenilalanina Sigma

Filtros de fibra de vidrio Whatman

Filtros de nitrocelulosa Millipore
Fosforilasa b Sigma

Y-giobulinas humanas Siagma

GTP Sigma

{?@ GTP New England Nuclear
H332P04 Amersham

Heparina Sigma

Inhibidor de tripsina Sigma

Amersham
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{ @ leucina : New England Nuclear
Membranas de colodién : Schleicher y Schuell
[??g metiondna : New England Nuclear
43H}NAD* : New England Nuclear
N-acetilfenilalanina : Sigma

N-etilmaleimida : Calbiochem

Ninhidrina : Sigma

Poli U : Sigma

Puromicina : Sigma

Sephadex G-50, G-100 y G-200 : Pharmacia Fine Chemicals
Sepharosa 6B : Pharmacia Fine Chemicals
Seroalbdmina de bovino : Sigma

Toxina diftérica : Instituto Bacterioldgico
Tricaina metosul fato : Sigma

Tripsina : Sigma

Tritén X-100 : Sigma

tRNA total : Sigma

tRNAphe : Boéhringer, Manheim
RNasa A : Sigma

Amersham : The Radiochemical Centre, Amersham,Buckingham-
shire, Inglaterra.
Boéhringer : Bo&hringer, Manheim, GMBH, Alemania.

Calbiochem : Calbiochem, San Diego, California, U.S.A.

Instituto Bacterioldgico : Instituto Bacteriolégico, Santia-
go, Chile.

Merck : Merck, Darmstadt, Alemania

Millipore : Millipore, Bedford, Mass,U.S.A.

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

Pharmacia : Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Suecia.

Schleicher y Schuell : Schleicher y Schuell, Keene, New
Hampshire, U.S.A.

Sigma : Sigma Chemical Co. St. Luis, U.S.A.

Whatman : Whatman Ltd.Springfield Mill Maidstone Kent ,

Inglaterra.
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RESULTADOS

CAPITULO PRIMERO

Caracteristicas del inhibidor de la sintesis proteica.

Inhibicion de La sintesis de polifenilalanina por un facton
presente en homogeneizados de ovario y en Lavado de nibosomas
de ovardio de X.Laevis,

La actividad del inhibidor se midié en un sistema de
sintesis de polifenilalanina dirjgida por poli U. Esta
reaccién se realizé a partir de Eh fenilalanil-tRNA, facto-

res proteicos provenientes de ovario de X.laevis o germen de
trigo y ribosomas lavados con soluciones de alta fuerza
iénica de la misma procedencia.

La adicién de la fraccién sobrenadante de un homogene i -
zado de ovario de X.laevis que ha sido centrifugado a 150.000
x gy luego precipitada con sulfato de amonio entre 40 y
60% de saturacién a un sistema cue sintetiza polifenilalanina
que usa como fuente de enzimas un homogeneizado de germen de
trigo y ribosomas lavados de ovario de X.laevis, produce
una notable inhibicidn de la sfntesis proteica. En la tabla
I podemos observar que el sistema homélogo que contiene la
fraccidn sobrenadante y los ribosomas de ovario presenta una
muy baja actividad de sintesis de polifenilalanina. Esta
aumenta en forma considerable al usar una fraccidén sobrena-
dante de germen de trigo en lugar de la de ovario. Podemos
observar que la adicién a este (dltimo sistema de una fraccidn
sobrenadante de ovario produce una inhibicién de alrededor de
un 78% en la sintesis de polifenilalanina; sin embargo cuando
esta fraccién es previamente calentada durante 1 minuto a
90° los niveles de sintesis proteica son normales.

En 1a figura 1 podemos ver que la inhibicién alcanza

un valor maximo de 70%.
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Tabla |

Sistemas homélogos y hetenblogos de sintesis

de P4% polifenilalanina
I 1

Rib - v b ianadsrie PRC]polifenilalanina

ibosomas raccién sobrenada sittas xpdostimatas)
Ovario X.laevis Ovario X.laevis 2.2
Ovario X.laevis Germen de trigo 29,0
Ovario X.laevis Germen de trigo + X.laevis 6,4
Ovario X.laevis Germen de trigo + X.laevis* 28,7

* enzima calentada durante 1 minuto a 90°.

*

La reaccidn de sintesis de polifenilalanina se realizd en ia forma
que se indica en Métodos. Las fracciones sobrenadantes provenfan
de un homogeneizado de ovario de X.laevis o de germen de trigo que
fueron preparadas en la forma que se detalla en Métodos. Antes de
usar estas fracciones, se las dializé contra una solucién que con-
tenfa Tris-Ac 30 mM pH 7,2, KC1 30 mM y B-mercaptoetanol 2 mM. Se
usaron 0,8 unidades A260 de ribosomas lavados de ovario de X.laevis
por ensayo y 30 ug (protefnas totales) de la fraccidn sobrenadante
dializada. La reaccion se incubd durante 20 minutos a 37° , se de-
tuvo agregando TCA al 5% frio, se calentd durante 15 minutos a 90°
y se filtré a través de filtros de fibra de vidrio que posterior=

mente se contaron en un sistema de centelleo.
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Figura 1. Inhibicién de la sfntesis de polifenilalanina por una

fraccidn sobrenadante de ovario de X.laevis .

La sfntesis de [IQQ polifenilalanina a partir de [IAﬂ fenilalanil-
tRNA se realizé en la forma que se indica en Métodos usando como
fuente de enzimas una;fraccién sobrenadante dializada de germen

de trigo, ribosomas lavados de ovario de X.laevis vy una fraccidn
sobrenadante dializada de la misma procedencia como fuente de
inhibidor. La reaccién se incubd durante 20 minutos a 37° y se
detuvo agregando 2 ml de una solucién de TCA al 5% frfo. Los tu-
bos se calentaron durante 15 minutos a 90° y luego se filtraron

a trav€s de filtros de fibra de vidrio que posteriormente se con-

taron en un sistema de centelleo.
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Este fendémeno de inhibicién de la sfntesis proteica es
también observado al agregar a un sistema de sintesis de
polifenilalanina una fraccién obtenida al lavar los riboso-
mas. de ovario de X.laevis con soluciones que contenfan
0,5 M KC1. (Figura 2).

Purnificacidn del inhibidon de La elongacidn de La sintesis
de protelnas (EI).

- Preparacién del extracto inicial de ovario.

Los ovarios obtenidos de hembras de X.laevis en la
forma que se indicd anteriormente se lavaron varias veces
en: soluciones de Barth para eliminar la sangre contaminante
y se cortaron en trozos pequeiios que se homogeneizaron en
3 voldmenes de una solucidn que contenfa Tris-Ac 50 mM
pPH 7,2, MgAc 10 mM, KC1 50 mM B-mercaptoetanol 2 mM y
sacarosa 250 mM. EI homogeneizado se centrifugé a 20.000
x gy el sobrenadante se filtré a través de filtros de
lana de vidrio, para luego centrifugarlo a 150.000 x g.
El sobrenadante de esta centrifugacidn se precipité con
sulfato de amonio a diferentes porcentajes de saturacién
con el fin de determinar en qué fraccién estaba la mayor
actividad. Esta actividad se encontrd mayoritariamente en
la fraccidn que precipitaba entre 40 y 60% de saturacidn,
por lo que se escogié este rango para las futuras purifi-
caciones. El precipitado de sulfato de amonio se resus-
pendid en una solucidn de Tris-Ac 50 mM pH 7,5 y DTT 2 mM;
se agregé glicerol hasta una concentracién final de 50%

y se guardé a -20°. En estas condiciones la preparacién

es estable por varios meses.
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Figura 2. Inhibicién de la sintesis de polifenilalanina por el

lavado ribosomal de ovario de X.laevis.

La reaccién de sintesis de Pué]polifenilalanina se realizé en

la forma que se indicé en Métodos. Se usaron 0,6 unidades de ri-
bosomas por ensayo, y diferentes cantidades de una fraccidn so-
brenadante obtenida por centrifugacién de ribosomas tratados con
NHhCl 0,5 M. La reaccién se incubé durante 20 minutos a 37°, se
detuvo con TCA al 5% frfo y se filtré a través de filtros de fi-
bra de vidrio. La radioactividad retenida en los filtros se de-

termind en un sistema de centelleo.
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- Cromatografia del inhibidor en columnas de DEAE-celulosa.

La fraccién precipitada entre 40 y 60% de saturacidn
con sulfato de amonio se dializé durante toda la noche
contra una solucidn que contenfa Tris-Ac 30 mM pH 7,2,
KCl 50 mM y B-mercaptoetanol 2 mM. Después de la dialisis
se sometid a una cromatograffa en una columna de DEAE-
celulosa DE-11 (1,4 x 13 cm) empacada con presidn y equi-
librada con la misma solucidn empleada para la didlisis.
La columna se lavdé con esta solucién y luego se eluyd por
etapas con soluciones que contenfan 0,1, 0,2 y 0,3 M KCI
en la solucidn anteriormente descrita. El flujo de la
columna se ajustd a 0,5 ml/min y se recogieron fracciones
de 2 ml. Todas estas operaciones al igual que las etapas
restantes de la purificacién se realizaron a 4°,

En 1a figura 3 podemos observar el perfil de elucidn
del inhibidor en una cromatografia en DEAE-celulosa. La
actividad del inhibidor se midid ensayando su capacidad
de inhibir la sfntesis de polifenflalanina dirigida por
poli U y las fracciones que presentaron mayor actividad
se precipitaron con sulfato de amonio entre 0 y 80% de
saturacién y se guardaron a -20° disueltas en solucién
con Tris-Ac 50 mM, DTT 2 mM y 50% glicerol. Esta fraccién
se usd para las futuras etapas de purificacién. Podemos
observar que la actividad inhibitoria eluye a una concen-
tracién de 200 mM de KCl; la elucidén de actividad que se
observa a 50 mM es debida a sobrecarga de la columna.
Aproximadamente un 80% de la actividad es recuperada en la
fraccidén que eluye a 200 mM de KCl y la actividad especfl-
fica de esta fraccidn es de 200 U/ml. Definimos una
unidad de inhibidor como la cantidad de proteina necesaria
para inhibir en un 50% la sintesis de polifenilalanina en
presencia de una cantidad fija de ribosomas lavados e

incubando la reaccidén durante 20 min a 37° La concentracién
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Figura 3.

Cromatografia en DEAE-celulosa del inhibidor

de la sintesis de polifenilalanina.

El precipitado entre 40 y 60% de satu-
racién obtenido a partir de un homogeneizado
de ovario de X.laevis que contiene el inhibi-
dor, se dializd durante toda la noche contra
una solucién que contenia Tris-Ac 30 mM pH
7,2, KC1 50 mM y B-mercaptoetanol Z mM. La
columna de DEAE-celulosa DE-11 (1,4 x 13 cm)
se cargd con 6 ml de este dializado que con-
tenfa 4,5 mg de proteifnas/ml. La elucidn se
realizd en etapas con soluciones que conte-
nfan KCI1 0,1, 0,2, vy 0,3 M como lo indican
las flechas. El flujo de 1la columna fue de
0,5 mi/min y se recogieron fracciones de
2 ml,

61




€2

de proteinas fué determinada por el método de Lowry y col.

(179) usando seroalbiimina de bovino como patrén.

Cromatografia en columnas de Sephadex G-200

La fraccién proveniente de DEAE-celulosa se filtrd
en una columna de Sephadex G-200 (1,2 x 70 cm) equilibrada
con una solucién que contenfa Tris-Ac 30 mM pH 7,2, KC1
50 mM y DTT 0,1 mM. La elucidn se realizd con esta misma
solucién, el flujo de la columna fué de 6 ml/hora y se
recogieron fracciones de 1 mi. En la figura 4 se observa
el perfil de elucidn del inhibidor de la sfntesis protelca
en columnas de Sephadex G-200. Aproximadamente el 90% de
la actividad eluye como un solo pico que no es retenido
en la columna. Se observa también un pequefio pico de ac-
tividad con un peso molecular aproximado de 66.000 que re-
presenta menos del 5% de la actividad total. Las fracciones
que presentaron la mayor actividad se juntaron y concen-
traron empleando dos métodos diferentes. Uno de ellos con-
sistid en deshidratar parcialmente la solucidén colocada en
una bolsa de didlisis que se roded con Sephadex G-200 seco.
El otro método usado para concentrar fue la filtracidn en
membranas de colodidn que exclufan compuestos de peso mo-
lecular menor que 70.000. Este dGltimo método fue el méas
empleado por su rapidez.

El concentrado de proteinas guardado con un 10% de
glicerol es inestable y su actividad desaparece después de
L dfas a 4°: sin embargo la estabilidad es mayor (2 semanas)
cuando se guarda a -20° en 50% de glicerol. La fraccidn
obtenida tenfa una actividad especifica de 460 U/mg de
proteina y fué usada en la mayorfa de los experimentos pre-
sentados en esta tesis. Esta fraccién semipurificada del
inhibidor estaba iibre de actividad de factores de elonga~
cién de la sintesis proteica. Estas actividades se midieron
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Figura 4.

Filtracién del inhibidor de la sintesis pro-

teica en columnas de Sephadex (-200.

La fraccién enzimdtica proveniente
de DEAE-celulosa (1 ml, 5 mg de protefinas)
se filtré en una columna de Sephadex G-200
de 1,2 x 70 c¢cm eauilibrada con una solucidn
de Tris-Ac 30 mM pH 7,2, KCl1 50 mM y PTT 0,1
mM y la elucién se realizé con esta misma
solucién. E1 flujo de la columna se ajustéd
a 6 ml/hora y se recogieron fracciones de
1 ml.
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Por formacidén de un complejo entre el factor EF=-1 y GTP
y por la ADP- ribosilacién del factor de elongacidn EF- 2
catalizada por la toxina diftérica en presencia de NAD

radioactivo.

Detenminacién del peso molecular del inhibidon de La sdn-
tesis proteica por filLtracibn en columnasd de Sephanosa 6B,

Con el fin de determinar el peso molecular del inhi-
bidor de la sintesis proteica se realizd una filtracidn de
una preparacidn del inhibidor parcialmente purificada por
DEAE-celulosa en una columna de Sepharosa 68 de 1,8 x 70 cm,
En la figura 5 se observa el perfil de elucidn del inhibidor
en 1a columna de Sepharosa 6B, La actividad del inhibidor
eluye como un solo pico con un peso molecular aproximado
de 380.000. Este valor fué determinado calibrando la co-
lumna con proteinas globulares de peso molecular conocido
como catalasa (P.M. 240.000), Y-globulinas humanas (P.M.
166.000), fosforilasa b mondmero (P.M. 98.000) y seroalbi-
mina de bovino (P.M. 65,000)

En la figura 6 se observa que al graficar el logarit-
mo del peso molecular de cada proteina versus su Kav se ob-
tiene una recta de donde es posible estimar el peso mole-

cular de una substancia cuyo valor se desconoce.

Ve= Vol. de elucidén de la muestrzo
Kav’ V: : xg donde Vo= vol. vacid de la columna
i Vt= vol. total de la columna
En estas condiciones el peso molecular determinado
para el inhibidor de la sintesis proteica es de 320.000.
Este valor de P.M. es solo aproximado ya que para la cali-
bracidn de la columna de Sepharosa se usaron proteinas de

peso molecular menores que el obtenido parael inhibidor.
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Figura 5.

Filtracién del inhibidor de la sintesis pro-

teica en columnas de Sepharosa 6B.

La fraccién enzimdtica proveniente de una co-
lumna de DEAE-celulosa (6 mg de protefnas) que
fue precipitada con sulfato de amonio entre O
y 80% de saturacién se cargd en una columna de
Sepharosa 6B (1,8 x 70 cm) equilibrada con una
solucién que contenfa Tris~Ac 30 mM pH 7,2, KCI
30 mM y DTT 0,1 mM. La elucidn se realizé con
esta misma solucidn; el flujo se ajustd entre

L v 5 ml/hora y se recogieron fracciones de

1,5 ml.
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Figura 6. Calibracién de la columnalde Sepharosa 6B.

La filtracién del inhibidor se realizé en la forma indicada en la
figura 5. La columna se calibré con patrones de peso molecular
conocido como catalasa (P.M. 240.000), Y-globulinas humanas (P.M.
166.000), fosforilasa b (P.M. 98.000) y seroalbdmina de bovino.
Los ndmeros en la figura indican la elucién del inhibidor de la
sfntesis proteica (1), catalasa (2), Y-globulinas humanas (3),

fosforilasa b (4) y seroalbdmina de bovino (5).
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Evidencias de La naturaleza protedica de EI,

- Efecto de la temperatura sobre la actividad del inhibidor

de la sintesis proteica.

Con el objeto de ver qué efecto tenfa la temperatura
sobre la actividad del inhibidor de la sfntesis proteica
se hizo una preincubacién de una preparacidn purificada
del inhibidor durante tres minutos a diferentes temperatu-
ras y posteriormente se analizd su actividad a 37° en la
sintesis de polifenilalanina en presencia de poli U.

En 1a figura 7 se puede observar el efecto de la pre-
incubacién del inhibidor a diferentes temperaturas, sobre
la inhibicién de 1a sintesis de protefnas. Se observa
que la actividad desaparece en forma abrupta al preincubar
el factor a temperaturas mayores de 40° para desaparecer
totalmente a 60°. La termolabilidad de El sugiere que este

factor es de naturaleza proteica.

- Accidén de 1a ribonucleasa pancreitica sobre la actividad

del inhibidor de la sintesis proteica.

Con el fin de determinar si el inhibidor tenfa una
-estructura proteica o si era un Acido nucleico como RNA

se tratd una preparacién semipurificada del inhibidor 'cén
ribonucleasa pancredtica previo a la determinacién de su
actividad.

En la tabla 1I podemos observar el efecto de preincubar
con ribonucleasa A una preparacidén purificada de inhibidor
durante 10 minutos a 37°. Se observa que esta preincuba-
cién en presencia de concentraciones que van de 0,01 a
1,0 ug /ml de RNasano tiene efecto sobre la actividad del

inhibidor de la sintesis proteica.
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Figura 7. Efecto de la preincubacién del inhibidor a diferentes

temperaturas.

Se preincubé durante tres minutos a cada temperatura sefialada una
preparacién de inhibidor parcialmente purificada, que se agregd
posteriormente (5 ug) a un sistema de sfntesis de polifenilalani=
na que usaba 0,5 unidades A260/ensayo de ribosomas lavados de o-
vario de X.laevis y fraccidén sobrenadante de germen de trigo. La
reaccién se incubd durante 20 minutos a 37° y se detuvo con TCA
frfo. Esta reaccidn se filtrd a trav€s de filtros de fibra de vi-

drio que posteriormente se contaron en un contador de centelleo.




La actividad del inhibidon de La sintesis protedica

Tabla

Efecto de RNasa pancredtica Yy trhipsina sobre

Exp. Tratamiento % Inhibicidn

1 + Inhibidor 51
+ Inhibidor + RNasa 55
(0,01 ug/mi1)
+ Inhibidor + RNasa 54
(0,1 ug/ml1)
+ Inhibidor + RNasa 52
(1 ug/mi1)

2. + Inhibidor Le
+ Inhibidor + tripsina(lo!') 23
+ Inhibidor + tripsina(20') 0
+ Inhibidor + tripsina(30"') 0
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Tabla 11

Efecto de RNasa pancredtica y tripsina sobre
la actividad del inhibidor de la sintesis de

polifenilalanina.

Para probar el efecto de RNasa A sobre la ac-
tividad del inhibidor de la sintesis proteica
se preincubd una preparacién parcialmente pu-
rificada del inhibidor con RNasa A durante

10 minutos a 37° y se detuvo la reaccién agre-
gando Heparina (sal de sodio) para tener una
concentracién final de 100 veces mayor que la
concentracidon de RNasa.

El efecto de tripsina sobre la actividad del
inhibidor se estudié preincubando una prepa-
racidén parcialmente purificada del inhibidor
con tripsina en una concentracidn de tripsi-
na de 1/100 de la concentracién de protefinas
totales. Finalizada la incubacidén, la reac-
cién se detuvo agregando inhibidor de tripsi-
na de poroto de soya en cantidad suficiente
para tener el doble de concentracidn de trip-
sina en el medio de reaccidn.

La actividad de las preparaciones de inhibi-
dor tratadas con RNasa y tripsina se analiza-
ron en un sistema de sintesis de polifenil-
alanina como se describe en Métodos. Se usé
0,6 unidades Azeo/ensayo de ribosomas lava-
dos de ovario de X.laevis, una alfcuota de

10 ug (protefnas totales) de una fraccidn so-
brenadante de germen de trigo y 5 pag de la
preparacién de inhibidor tratada con RNasa o
tripsina. La reaccién se incubd durante 20

minutos a 27° y se detuvo con TCA al 5% frio.
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Esta reaccién se filtré a través de filtros
de fibra de vidrio y éstos filtros se conta~-

ron posteriormente en un sistema de centelleo.
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- Efecto de la tripsina sobre la actividad del inhibidor

de la sintesis proteica.

Con el fin de estudiar si el factor inhibitorio de la
sintesis de proteinas era de naturaleza proteica, se hizo
una preincubacidén de este factor en presencia de tripsina
Y posteriormente se midié su actividad en la sintesis de
polifenilalanina.

Como se observa en la Tabla 11, al preincubar una pre-
paracién purificada del inhibidor con tripsina a una con-
centracidén final de € g/ml hay una pérdida gradual de la
actividad de este factor. La pérdida total de actividad
se produce despu€s de 10 minutos de incubacién con tripsina
en las condiciones antes sefialadas.

Este resultado conjuntamente con el del efecto de la
RNasa sobre la actividad del inhibidor (Tabla 11) nos
permiten concluir que aparentemente este factor es de na-

turaleza proteica.

Efecto de La N-etilmaleimida sobre La actividad del
inhibidon de La sintesis de polifenilalanina.

Ya que entre la variada gama de proteinas que interac-
tdan con el ribosoma hay factores de iniciacién y elonga-
cién que requieren de la presencia de de aqrupos -SH para su
actividad (180) se probé el efecto de un bloqueador de
estos grupos sobre la actividad del inhibidor de la
sintesis proteica.

En la Tabla 111 podemos observar el efecto de la pre-
incubacién de una preparacién purificada del inhibidor de
la sintesis proteica con N-etilmaleimida durante 15 minu-
tos a 0°. Se observa que este reactivo a una concentracidn
de 10_3 M produce una pérdida total de la actividad del in-
hibidor. Este resultado sugiere la existencia de un arupo o

grupos -SH indispensables para la actividad del inhibidor,




75
Tabla |11

Efecto de La N-etifmaleimida sobre La actividad del
inhibidon de La sLntesis de polifenilalanina

LI
. Ctpoliphe
Sistema giﬁ%etizada % inhibicidn
(pmoles)
Control 6,10
+ Inhibidor (5ug) 3,48 43
Control 5,73
+ Inhibidor (2,5 ug) 5 71 0
preincubado con NEM '
Control 5:93
+ Inhibidor (5 ug) 6,10 0

preincubado con NEM

Se preincubd una preparacién de inhibidor parcialmente puri-
ficada durante 5 minutos a 37°: luego se llevd a 0° y se le
agregd N-etilmaleimida hasta tener una concentracién final
de 1 mM. La incubacién se realizé durante 15 minutos y la
reaccién se detuvo agreagando DTT en concentracién suficien-
te para tener el doble de la concentracidén de N-etilmalei-
mida. La sintesis de polifenilalanina se realizé en la
forma habitual(ver Métodos) usando la preparacién de inhi~-
bidor tratada con N-etilmaleimida y ribosomas lavados de
ovario de X.laevis (0,65 unidades A260/ensayo). Esta re-
accidn se incubd durante 20 minutos a 37°, se detuvo con
TCA al 5% frio, se filtré a través de filtros de fibra de
vidrio y estos filtros se contaron en un contador de cen-

telleo.
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ya sea por participacién en la actividad misma o porque
indirectamente actda en la mantencidn de la estructura

nativa del inhibidor.

Efecto del pH sobre La actividad del inhibidorn de La
Alntesis protedca,

La Fiqura 8 muestra el efecto del pH del medio sobre
la actividad de una preparacidn purificada del inhibidor
de la sintesis de polifenilalanina. Se puede observar que
entre pH 6,0 y 7,3 la actividad del inhibidor permanece
constante en alrededor de un 50% de inhibicién, para luego
caer bruscamente y desaparecer a pH sobre 8,0. Es importante
hacer notar que a valores de pH entre 8 y 8,3 la sintesis
proteica en ausencia de inhibidor, presenta su 6ptimo de

actividad.
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Figura 8. Efecto del pH sobre la actividad del inhibidor de la

. sfTntesis de polifenilalanina.

La sfntesis de polifenilalanina se realizé en la forma indica-
da en Métodos. Se usd como solucidn tampdn Hepes entre valores
de pH de 6,0 a 7,5 y Tris-Ac entre 7,5y 9,0. La reaccién lle-
vaba una concentracién de 30 mM de cada solucién tampdn, 5 ug

de una solucién de inhibidor parcialmente purificada y riboso-
mas lavados de ovario de X.laevis (0,8 unidades A260/tubo)-Esta
reaccién se incubé durante 20 minutos a 37° y se detuvo con TCA
al 5% frfo, para despu€s filtrarla a través de filtros de fibra
de vidrio que posteriormente se contaron en un sistema de cente-

lleo,
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CAPITULO SEGUNDC

Sitio de accién del inhibidor de la sintesis proteica.

Inhibicién de La slntesis protedlca en sistemas eucarid-
ticos y procanibticos.

Con el fin de probar la actividad del inhibidor de la
sintesis proteica frente a ribosomas de dife rentes fuentes,
se realizé el ensayo de sintesis de polifenilalanina utili-
zando ribosomas de diferentes especies de procariotes vy
eucariotes.

En la Tabla IV se observa el comportamiento del inhi-
bidor de la sintesis proteica frente a ribosomas lavados de
ovario de X.laevis, ribosomas lavados de germen de trigo y
ribosomas lavados de E.coli. Podemos observar que el inhi-
bidor es activo frente a ribosomas de procariotes y euca-
riotes, siendo la actividad para ambos sistemas muy similar

(E.coli y X.laevis). Al usar ribosomas lavados de germen

de trigo se observa una menor actividad del inhibidor, en
comparacién a la existente con iqual cantidad de ribosomas
lavados de X.laevis. En la misma tabla se muestra la acti-
vidad del inhibidor frente a polisomas aislados de hfigado
de rata en los cuales la sintesis de proteinas estarfa di-
rigida por un mRNA natural enddgeno: se observa una inhi-
bicién de la sintesis proteica de magnitud similar a la
existente cuando se usan ribosomas libres. Esta inhibicidn
de la sintesis proteica en un sistema que usa polisomas
aislados refuerza resultados anteriores en relacién a que
la accidén del inhibidor serfa sobre la etapa de elongacién
del proceso de sfintesis proteica, ya que en este sistema
se mide mayormente la elongacién de la cadena polipeptf-

dica.
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Tabla 1V

Inhibicibn de sistemas procaribticos Y eucaribdticos

Ribosomas % inhibicién de la
mRNA o~ . :
) sintesis proteica

Fiten te u'AZGO/ensayo
Ovario de ¥ 4
X.laevis 0,3 Poll 4 3
Germen de 0,3 Poli U 19
trigo
E.coli 0,3 Poli U 45
Polisomas de 0,5 Endégeno 65

higado de rata

La sintesis de proteinas se realizd en la forma que se indica
en Métodos, en presencia de § Ug de una preparacién parcialmen-
te purificada del inhibidor de 1a sintesis proteica. Para la
sintesis de polifenilalanina se usaron ribosomas lavados en la
forma que se indica en métodos. La sintesis proteica en un
sistema que usa polisomas aislados de hifgado de rata se reali-

z6 en la forma que se detalla en la figura 10,
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Revensidn de La inhibicibn pon La adicién de un exceso de
ribosomas .

Se ensayé el efecto de la adicién de un exceso de ri-
bosomas lavados de ovario de X.laevis sobre la actividad
del inhibidor de 1a sfntesis proteica, usando una prepara-
cién de inhibidor parcialmente purificada.

En 1a figura 9 se observa que al aumentar la canti-
dad de ribosomas sobre el valor control, que es de 0,3 u-
nidades A260/ensayo, se produce una reversidén de la inhi-
bicién causada por EIl. Es importante hacer notar que en es-~-
tas condiciones el control, que lleva una preparacidn inac-
tivada de inhibidor, presenta una estimulacidn mixima de
un 16% en la sintesis proteica al agregar un exceso de ri-~
bosomas. Resultados similares se observaron al usar poli~-
somas aislados de hfgado de rata. En la figura 10 podemos
observar que tal como en el caso de ribosomas libres,
adicidén de un exceso de polisomas produce una reversidn del
efecto inhibitorio de E1I.

La cantidad de ribosomas necesaria para revertir el
efecto inhibitorio estd en relacidén directa con el grado de
inhibicién existente en esas condiciones; es decir, frente
a8 una mayor inhibicidn de la sintesis proteica es necesario
agregar una mayor cantidad de ribosomas para producir la re-
versién de la inhibicién. Esta afirmacién se ilustra con el
experimento detallado en la figura 11, en que es posible
observar que para la reversién del sistema de germen de
trigo se necesita agregar una menor cantidad de ribosomas
lavados que los necesarios para revertir el sistema de X.
laevis.

Al ensayar la posible reversién del efecto de E| por
la adicidn de un exceso de factores de elongacién de ger-
men de trigo o por la adicidén de un exceso de phe-tPNA

(Tabla V), no se observé efecto alguno. Estos resultados
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Figura 9. Reversién de la inhibicién de la sTntesis proteica por

la adicidén de ribosomas lavados de ovario de X.laevis.

La sintesis de [?qé]polifenilalanina se realizé en la forma que
se indica en Métodos, en presencia de cantidades crecientes de
ribosomas lavados de ovario de X.laevis y 3,5ug de una prepara-
cién parcialmente purificada del inhibidor de la sfntesis protei-
ca. La reaccidén se incubSé durante 20 minutos a 37°, se detuvo con
TCA al 5% frio , se filtrd a través de filtros de fibra de vidrio

y los filtros se contaron en un sistema de centelleo.
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Figura 10. Reversidn de la inhibicién de la sintesis de polifenil-

alanina por la adicién de polisomas aislados de hTgado de rata.

La sfntesis proteica in vitro en un sistema proveniente de hfgado
de rata se realiz6 en la forma que se detalla en Métodos. Se a-
gregaron cantidades crecientes de polisomas aislados de hTgado

de rata y 7 ug de una preparacién del inhibidor de la sfntesis pro-
teica parcialmente purificada. La reaccién se incubé durante 30
minutos a 30° y se detuvo agregando una solucién de metionina no
radioactiva para tener una concentracién final de 1 mM y TCA al

5% frfo; se calents durante 15 minutos a 90° y se filtré a tra-
v€s de filtros de fibra de vidrio que posteriormente se contaron

en un sistema de centelleo.
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Figura 11. Reversién de la inhibicién de la sintesis proteica por
la adicién de ribosomas lavados de ovario de X.laevis o de germen

de trigo.

La reaccién de sintesis de Ehé}po]ifenilalanina se realizd en la
forma que se detalla en Métodos, en presencia de cantidades cre-
cientes de ribosomas lavados de germen de trigo u ovario de X.
laevis, y 3,5 1ug de una preparacién de inhibidor parcialmente pu-
rificada. Esta reaccién se incubd durante 20 minutos a 37° y se
detuvo con 2 ml de TCA al 5% frio. Se filtré por filtros de fi-
bra de vidrio y los filtros se contaron en un contador de cen -

telleo.
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Tabla V

Efecto de La adicidn de un exceso de E%}Aen&aﬁan&-tm/\ sobre La
Anhibicion de Ra sintesis de polifenilalanina

Sistema 1“C fenilalanil-tRNA ‘Ehcjﬁolifenilalanina % Inhibicid
agregado (pmoles) sintétizada (pmoles) LG
Control 11,5 10,2
+ Inhibidor 4.6 56 2
Control 23 1.7
+ Inhibidor 45 59.0
Control 34 9.6
+ Inhibidor b0 58,3
Control L6 9.0
+ Inhibidor 3.3 60.0

La sintesis de polifenilalanian a partir de fenilalanil-tRMA se reali-
26 de acuerdo a lo indicado en Métodos, agregando cantidades crecien-
tes de I?uﬁ]fenilalanil-tRNA y una preparacidn de inhibidor parcial-
mente purificada (3 Hg/ensayo) como se indica en Métodos. La reaccidn
se incubé durante 20 minutos a 37° y se detuvo agregando 1,5 ml de

una solucién de TCA al 5% frfio, se calentd durante 15 minutos a 90°

y se filtré a través de filtros de fibra de vidrio. La radioactivi~

dad retenida en los filtros se midid en un contador de centelleo.
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sugieren que el blanco de accién del inhibidor serfan los

ribosomas.

Purificacibn de Los factores de elongacién EF-1 y EF-2 de
genrmen de Zrdao.

La purificacidén de los factores EF-1 y EF-2 de ger-
men de trigo, se realizd a partir de un sobrenadante de
150.000 x g precipitado con sulfato de amonio entre 40 y
80% de saturacién. Esta fraccidn se filtré a través de una
columna de Sephadex G-200. En la fiaqura 12 se puede obser-
var la separacidn parcial de ambos factores de elongacidn.
Los tubos con actividad de EF-1 libre de EF-2 se precipita-~
ron con sulfato de amonio entre 0 y 80% de saturacidén, se
centrifugaron, y el precipitado se quardé a -20° en una so-
lucién que contenfa Tris-Ac 50 mM pH 7,5, B-mercaptoetanol
2 mM y glicerol 50% (v/v). Los tubos con actividad de EFf-2
que estaban contaminados con EF-1 se juntaron y se cargaron
en una columna de DEAE-celulosa DE-11 (1,6 x 10 cm) equi-
librada con la misma solucién usada para la elucién de la
columna de Sephadex G-200, y la elucién se realizd en eta-
pas con soluciones que contenfan KC! 0,05, 0,15 y 0,3 M.

En 1a fraccidén de KCI 0,05 M eluyd toda la actividad conta-
minate de EF-1; en cambio el factor de elongacién EF-2
eluye en su mayor parte en la fraccién que contiene KCI
0,15 M. Las fracciones con mayor actividad de EF-2 se pre-
cipitaron con sulfato de amonio entre 0 y 80% de saturacién
y el precipitado se disolvié en la misma solucidn usada pa-
ra disolver el precipitado del factor de elongacién EF-1.
Esta fraccidn es estable durante varias semanas a =-20°.

Este proceso de purificacién de los factores de elon-
gacidon nos produce factor EF~1 libre de la actividad de EF-2
y vice-versa, aunque ambos factores no estin completamente

purificados.
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1

EF-I ['H] GTP, pmoles (o—o)

10 20 30 40 50 60
N2 DE FRACCION .

Figura 12, Purificacién de los factores de elongacién EF-1 y EF-2

de germen de trigo por filtracién en columnas de Sephadex G-200.

Se hizo una columna de Sephadex G-200 (1,8 x 66 cm) equilibrada
con una solucién de Tris-Ac 50 mM, pH 7,5; KC1 50 mM; MgCl2 10 mM
y E-mercaptoetanol 2 mM. La columna se cargé con 15 mg de protef-
nas de una fraccién sobrenadante de germen de trigo centrifugada
a 150.000 x g precipitada con sulfato de amonio entre Lo y 80% de
saturacion .y se eluyd con la solucién empleada para su equilibrio.
El flujo fue de 6 ml/hora y se recogieron fracciones de 2 ml. La
actividad del factor de elongacién EF-1 se midié por su capacidad
de formar un complejo binario con GTP. El factor se midi§ por
una reaccidn de ADP-ribosilacién de este factor que es cataliza-
da por una preparacién cruda de toxina diftérica en presencia
‘de NAD',

[*H] ADPR

o

EF-2,pmoles (e—o)
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La actividad del factor de elonaacidn EF~1 parclal-
mente purificado se mididé por la estimulacidén de la unién
de ch fenilalanil-tRNA a ribosomas (Fiaqura 13) y la del
fastor EF-2. por esthsubssién dels STatesis ds T pubis
fenilalanina en presencia del factor de elongacidén EF-1

(fFigura 14) .

Efecto de EI sobre Las neacciones eltalizadas porn el factonr
de elongacibn EF-1,

Ya que el primer evento conducente a la unidn del
aminoacil-tRNA al sitio A del ribosoma es la formacién del
complejo EF-1:GTP, se probé el efecto del inhibidor de 1la
sintesis proteica sobre la formacién de este complejo.

En 1a Tabla VI se puede observar el efecto de la adi-
cién de una preparacién parcialmente purificada de EIl so-
bre la formacién del complejo EF-1: PH}GTP usando factor
EF-1 purificado de germen de trigo en la forma ya descrita.
Podemos observar que con una concentracién de inhibidor
suficiente como para tener un 80% de inhibicién de la sin-
tesis de polifenilalanina, no se observa ningﬁn_gfecto
sobre 1la formacién del complejo binario EF-1:[3@;GTP.

También se midié el efecto de El sobre la unién de
aminoacil-tRNA a ribosomas catalizada por el factor de e-
longacién EF-1. En la Tabla Vi1 podemos observar que el
inhibidor de la sintes{s proteica no tiene efecto sobre la
unidén de fenilalanil-tRNA a ribosomas de X.laevis en pre-
sencia de cantidades saturantes del factor de elongacidn
EF-1 de germen de trigo.

Resultados similares se obtuvieron al efectuar la
reaccién de unién de fenilalanil-tRNA a ribosomas en
forma no enzimdtica, que se realiza en ausencia de EF-1 y

GTP y en concentraciones de Mg'' de 15 mM (Tabla VII1).
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Figura 13. Determinacién de la actividad del factor de elongacién

EF-1 de germen de trigo.

La reaccidn de unidn de Euc]fenilalanil-tRNA a ribosomas se reali-
z8 en la forma que se indica en Métodos, usando una preparacidn de
EF-1 parcialmente purificada por Sephadex G-200, 8 pmoles de PAC]-
fenilalanil-tRNA (actividad especifica 100 mCi/mmol) y 1 unidad
A260/t“b° de ribosomas lavados de germen de trigo. La reaccidn se
incubé durante 15 minutos a 37° y se detuvo por dilucidén con 3 ml
de una solucidn de Tris-Ac 30 mM, pH 7,4, KC1 30 mM vy MgAc, 10 mM.
La reaccidn se filtré a través de filtros de nitrocelulosa, los

filtros se secaron bajo una lampara y se contaron en un contador
de centelleo.
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Figura 14. Determinacién de la actividad del factor de elonga-

cién EF-2 de germen de trigo.

La reaccién de sintesis de Ehg]fenilalanina se realizé como se

indica en Métodos, en presencia de 12 ug de factor de elongacién

EF-1 purificado como se indic6 anteriormente y 1 unidad A260/tu-

bo de ribosomas lavados de germen de trigo. La incubacién se rea-

1iz6 durante 20 minutos a 37° y se detuvo con TCA al 5% frfo; se

calentd durante 15 minutos a 90° y se filtré a trav€s de filtros

de fibra de vidrio que posteriormente se contaron en un contador

de centelleo.




Tabla VI

EL Anhibidon de Ra sintesis de polifenilalanina no afecta La
undidn de [3H]GTP al facton de elongacidn EF-1 de germen de trhigo

Sistema EF-1: PH]GTP formado (pmoles)
Control 6,8
+ Inhibidor (2 yug) 71,2
Control 9,2
+ Inhibidor (5 ug) 9,6

La unién de {?H}GTP al factor de elongacidén EF-1 se realizd en
la forma descfita en Métodos, agregando cantidades crecientes
de una preparacidn del inhibidor de 1a sintesis proteica par-
cilamente purificada por cromatografia en DEAE-celulosa y fil-
tracién en Sephadex £-200. La reaccién se incubé durante 5 mi-
nutos a 0°, se detuvo por dilucién con 2 ml' de una solucidn
fria aue contenia Tris-Ac 30 mM pH 7,4, MgAc, 10 mM y KC1 30
mM y se filtr6 a través de filtros de nitrocelulosa que se

secaron y contaron posteriormente en un contador de centelleo.




Tabla Vi

Efecto del th&b&dod de La sintesis protelca sobre
La unidén de [ @ fenilalanil -LtRNA a nibosomas, cata-

Lizada pon el facton de efongacidn EF-1

L C! fenilalanil-tRNA unido

Exp. '3 istema EF-1 (ug) a ftibosomas (pmoles)
1. Control 3,6
+ Inhibidor (10 ug) 6 b
Control 4,2
+ Inhibidor (10 ug) 15 b4
2. Control 3,9
+ Inhibidor (12 uq) é 3,8
Control 4,5
+ Inhibidor (12 yg) 15 4,7
3. Control 3.9
+ Inhibidor (15 pg) 6 4 2
Control 4.3
+ Inhibidor (15 ugq) 15 k.5
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Tabla VIl

Efecto del inhibidor de la sintesis proteica
sobre la unién de Ehtgfenilalanil-tRNA a ri-
bosomas, catalizada pér el factor de elonga-

cién EF-1,

La reaccién, realizada en la forma descrita
en Métodos, se incubd durante 15 minutos a
37° usando ribosomas lavados de ovario de
X.laevis tratados con N-etilmaleimida, factor
de elongacién EF-1 parcialmente purificado

de germen de trigo y una preparacién de inhi-
bidor obtenida en la forma que se detalla en
Métodos. La reaccién se detuvo por dilucién
aaoregando 3 ml de una solucidén que contenfa
Tris-Ac 30 mM pH 7,2, MaAc, 5 mM y KC1 50 mM;
se filtré a través de filtros de nitrocelulo-
sa y la radioactividad retenida en los fil-

tros se detemind en un contador de centelleo.




Tabla VIt

Efecto del inhibidon sobre La unibn no enzimdtica de

{34Cjﬁen££aﬁani£-tRNA a nibosomas

~

pmeles [?“d fenilalanina unidos a ribosomas

Inhibidor cofntrol einhibidor

10,0 9,6
5.4 10,2 9,8
8,4 9,6 10,4
13,5 10,6 10,2
19,0 9,5 3,5
27’0 9,‘0 9,3
40,0 9,4 9,6

La reaccién de unidn de fenilalanil-tRNA a ribosomas se rea--
1izé en 1a forma que se indica en Métodos, en presencia de

15 mM de Mg++, 0,9 unidades A260/ensayo de ribosomas lava-
dos de ovario de X.laevis y cantidades variables de una pre-
paracién parcialmente purificada del inhibidor de 1a sintesis
de proteinas. La reaccién se incubd durante 20 minutos a 20°
y se detuvo por dilucién agregando 2 ml de una solucidn de
Tris-Ac 30 mM pH 7,2, MgAc, 10 mM y B-mercaptoetancl 2 mM,
Los tubos se filtraron a través de filtros de miliporo que

se secaron bajo una l&mpara y se contaron posteriormente en

un sistema de centelleo,
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Efecto del inhibidon de La sLntesis proteica sobre La neac-
cidn de trhanslocacibn del peptidil-tRNA desde el sitio A
def nibosoma al s4itioc P del nibosoma.

La reaccién de translocacién del peptidil-tRNA desde
el sitio A al sitio P del ribosoma se midi6 estudiando la
formacién de th fenilalanil-puromicina descrita por Na-
thans (181). Esta reaccién involucra dos etapas del proce-
so de elongacidén que son la formacién del enlace peptfidice
catalizado por la peptidil transferasa y la translocacién
propiamente tal del peptidil-tRNA del sitio A al sitio P
del ribosoma que es catalizada por el factor de elongacidn
EF-2. Esta reaccién es clave en el proceso de elongacidn y
de ahi la importancia de determinar cuil es el comporta-
miento del inhibidor frente a esta reaccién de transioca-
cién. Para este efecto se realizé la reaccidn de sintesis
de PQC fenilalanil-puromicina en presencia de factores de
elonéaéién EF-1 y EF-2 purificados de germen de trigo y una
preparacidn parcialmente purificada del inhibidor de la
sintesis proteica.

Como podemos observar en la Tabla IX la adicién del
inhibidor de ovario de X.laevis a un sistema que sintetiza
lI{C:f"enilalanil—puromicina,, conduce a una inhibicidn de 1la
sfnfésis de este compuesto. Esta inhibicidn aumenta cuando
Se agrega una mayor cantidad de la preparacién del inhibi-

dor ya descrita.

Como dijimos anteriormente,en esta reaccidn de sinte-
sis de MCernilalanil-puromicina estdn involucradas dos
etapas del-proceso de elongacidén, la formacién del enlace
peptidico y la translocacién del peptidil-tRNA. Con el
fin de determinar en forma precisa en cudl de estas dos
etapas actda el inhibidor, es preciso determinar su accién

en cada uno de los dos eventos por separado.




Efecto ded inhibidon de La sintesis proteica sobre
La sintesis de

Tabla

g4

1 X

Cl fenilalanil-puromicina

25

. sistema  SF2 L) fenilalanitpuramicing g g,
1. Control 3,20
+ Inhibidor 1,76 45
Control 2,90
+ Inhibidor 2° 1,34 53
2. Cont rol 5,0
+ Inhibidor ° 3,22 36
Control 5,24
+ Inhibidor 12 2,82 42
Control 4,91
+ Inhibidor ZQ 2,70 4s




Tabla 11X
Efecto del inhibidor dg la sintesis proteica
sobre la sintesis de jlh fenilalanil-puro-

micina.

Se realizdé una unidén no enzimitica de th-
fenilalanil-tRNA a ribosomas incubando la
reaccidén que se describe en Mé&todos durante
20 minutos a 37°n presencia de 10 pa/ensayo
de una preparacidén de inhibidor parcialmente
purificada y 0,6 unidades A260/tubo de ribo-
somas lavados de ovario de X.laevis. Finali-
zada esta incubacién se agregs factor de e-
longacién EF-2 parcialmente purificado de
germen de trigo , puromicina para tener una
concentracién final de 10-4 My se continué
la incubacién durante 20 minutos mis a 37°
La reaccién se detuvo agregando 1 ml de una
solucidén de fosfato de potasio 0,1 M pH 8,0
y 1,5 ml de acetato de etilo. Se agité vi-
gorosamente y se centrifugé durante 10 minu-
tos a 2000 x g; finalizada la centrifugacién,
se tomé una alifcuota de la fase orginica y
se determind la radioactividad en un siste-

ma para contar muestras lTquidas.
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Efecto del Anhibidon de La sintesis protedica sobre La
actividad GTPAdsica del factor de elongacdidén EF-2.

El efecto del inhibidor de la sintesis proteica sobre
la actividad del factor de elongacién EF-2 purificado de
germen de trigo, se estudié midiendo la actividad de hidré-
lisis de GTP que presenta este factor en presencia de ribo-
somas (182). La reaccién se realizé usando una preparacidn
purificada de EF-2 de germen de trigo, inhibidor de la sin-
tesis proteica purificado en la forma ya descrita y
Q-BZE]GTP preparado siguiendo la técnica descrita por Glenn
y col. (176).

Al realizar esta reaccidén y medir el 32P

liberado

en presenclia de una preparacidn parcialmente purificada de
El, se obtienen los resultados que se presentan en la Ta-
bla X. Se puede observar que el inhibidor en cantidad
suficiente como para producir un 75% de inhibicién de la
sintesis de polifenilalaning, no_tiene efecto sobre la
reaccidn de hidrdlisis de iy—32P}GTP dependiente de ribo-
somas catalizada por el factor de elongacién EF-2. Es im-
portante indicar que el factor inhibidor no presenta acti-
vidad de hidrdlisis de GTP per se.

El efecto directo del inhibidor sobre la actividad
de EF-2 en la sintesis de polifenilalanina no es posible
determinar, ya que en esta reaccidén estdn involucradas las
actividades del factor de elongacidn EF-1 y de la peptidil

transferasa.

Efecto del Ainhibidon de La sintesis protedica sobre La
activdidad de La peptidil transferasa.

Con el fin de determinar con mayor exactitud el si-
tio de accién del inhibidor de la sintesis proteica, se
midié el efecto de una preparacién parcialmente purifica-

da de este inhibidor sobre la actividad de la peptidil
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Tabla X

Efecto del inhibidon de La sintesis protedica sobre
La actividad GTPdsica del factor de elongacién EF-2
dependiente de nibosomas

Sistema [y-324 GTP hidrolizado (pmoles)
Control 80
+ Inhibidor (3 ng) 93
Control 86
+ Inhibidor (7 ug) 79
Control 99
+ Inhibidor (10,5 ugq) 103

La reaccidn que contenfa Trjs-Ac 75 mM pH 7,2, KCI 30 mM,
EDTA 25 mM, DTT 1 mm,£§—32éJaTP b x 1072 M (7,6 cpm/pmol) ,
0,5 unidades A260/ensayo de ribosomas lavados de ovario de
X.laevis y 20 ug de factor de elonoacién EF-2 de germen

de trigo se incubd durante 20 minutos a 27° en presencia de
una preparacidén parcialmente purificada del inhibidor de la
sintesis proteica. La reaccidn se detuvo acregando una
suspensién de carbdn activado Norit A al 1% en H3P04 0,1 M,
los tubos se agitaron durante 2 minutos en un Vortex y se
centrifugaron durante 10 minutos a 2000 x g. EI GTP hidroli-
zado se determind contando una alfcuota del sobrenadante de
los tubos centrifugados en la solucién para contar muestras

lfquidas descrita en Métodos.
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transferasa. La actividad .de la peptidil transferasa se de-
terminé usando dos métodos diferentes: la sfntesis de

N-acetil 1l‘(: fenilalanil-puromicina y la formacién de
a fenilalanil-fenilalanina.

[ru

14

a) Sintesis de N-acetil' C fenilalanil-puromicina.

= =
La reaccidén de sintesis de N-acetil Ehgifenilalanil-
puromicina se realizé fundamentalmente de acuerdo al
procedimientc sefialado por Rahaminoff y col. (174). EIl

14

N-acetil Ci fenilalanil-tRNA se prepardé a partir de un
"ha feniialanil-tRNA purificado por cromatograffa en
DEAE-celulosa benzoilada como se observa en la Figura

15 y se acetilé empleando el proceso de Haenni y Chape-
ville (175). El porcentaje de acetilacién del fenil-
alanil-tRNA se midid mediante una electroforesis de este
compuesto en las condiciones que se indican en la Figu-
ra 16,

14

La sintesis de N-acetil [ J fenilalanil-puromicina se

realizé en dos etapas; la primera consistid en la unidn
a

no enzimdtica del N-acetil fenilalanil-tRNA al ri-

bosoma y la segunda en la forgacién del enlace peptfidi-
CoO entre este compuesto y la puromicina. Al realizar
esta reaccidn en presencia de una preparacién parcial-
mente purificada del inhibidor de la sintesis proteica
se obtienen los resultados que se muestran en la Tabla
X1; podemos observar que existe una clara inhibicidn de
la peptidil transferasa y esta inhibicién aumenta al a-
gregar cantidades crecientes del inhibidor de la sfnte-
sis proteica. Es importante notar que la reaccidn de
unidén del N-acetil Ph@ fenilalanil-tRNA al sito P del
ribosoma no es afectada por la presencia -del inhibidor

de la sintesi roteica.
b) Sfintesis de Pi%jfenilalanil-feni]alanina,

-
Para la sintesis del dipéptido th fenilalanil-fenil-
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Figura 15.

Purificacidn del Fhé}fenilalanil-tRNA por
cromatografia en columnas de DEAE-celulosa

benzoilada.

El Egé}Fenilalanil-tRNA preparado en la
forma descrita en Méto”'os se purificd en
una columna de DEAE-celulosa benzoilada
previamente lavada con una solucidn que con-
tenia KAc 50 mM pH 5,0, MgAc, 10 mM, NaCl
1,5 M y etanol puro 15% (v/v). La columna
se equilibréd con una solucidén que contenfa
KAc 50 mM pH 5,0, MgAc2 10 mM y NaCl 1 M;
se cargd con 200 unidades A260 de th fe-
nilaianil «tRNA disuelto en esta misma solu-
cién. La elucidén se realizdé con la misma
solucidén usada para equilibrar la columna y
una vez que la absorbancia a 260 nm del e-
lurdo fue despreciable, se eluydé la colum-
na con una solucidén igqual a la usada para
lavar inicialmente la resina. Se recogie-
ron fracciones de 2 ml y el flujo de la co-
lumna se ajustd a 1 ml/minuto. La flecha
en la figura indica el cambio de soluciédn

de elucidn.
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Figura 16. Separacién de fenilalanina y N-acetilfenilalanina por

electroforesis en papel.
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El EAQernilalanil-tRNA y el N-acetil [hq]fenilalanil-tRNA prepa-

rados en la forma que se describe en Métodos, se desacilaron incu-

bandolos durante 15 minutos a 37° en una solucién que contenfa
NHQOH 2 N. Finalizada la incubacidn las muestras se colocaron en
una hoja de papel Whatman N°1 de 10 x 70 cm junto con los patro-

nes respectivos de fenilalanina y N-acetilfenilalanina; luego se

real iz6 una electroforesis aplicando 1370 voltios durante 75 minu-

tos y usando acido férmico 0,5 M como solucién de electrodo. Fina-

lizada la electroforesis la tira de papel se secé y se revelé con

una solucién de ninhidrina al 0,3% en acetona, para después cor-

tarlo en trozos de 2 x 1 cm, cuya radioactividad se midié en un

contador de centelleo.
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Tabla Xl

Efecto del inhibidon de_La sfntesis proteica sobre La
fonmacién de N-acetil Y4C fenilalanil -puromicina.

Exp. Sistema N-acetilAEhC{fenilalanil- % Inhibicidn
puromicina formados (pmoles)
1 Control 2,3
+ Inhibidor (4,5 pg) 2,1 9,6
: (6,8 ug) 1,7 22,0
& (9,0 ug) 1,6 30,0
& Control :
+ Inhibidor (6,8 ug) 2,0 18,0
" (9,0 ug) 1,8 26,0

Se realizd una unidn no enzimatica de N-aceti]{1hé}fenilalanil—tRNA
purificado a ribosomas lavados de ovario de X.laevis, incubando 1a
reaccién durante 15 minutos a 37° en presencia de MgAc2 15 mM y de
una preparacion parcialmente purificada del inhibidor de la sinte-
sis proteica. Se agregd posteriormente puromicina neutralizada pa-
ra obtener una concentracién final de 10'“ My se continué la in-
cubacién a 37° durante 15 minutos mds. La reaccién se detuvo agre-
gando 0,1 ml de una solucién de fosfato de potasio 0,1 M pH 8,0 y
1,5 ml de acetato de etilo, agitando vigorosamente. La reaccidn se
centrifugd durante 10 minutos a 2000 x g , se tomé una alficuota de

la fase orgdnica y se midié la radioactividad en una solucidn para

muestras liquidas.
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alanina se siguié la técnica descrita por Pestka Y.
col. (178). La reaccidén se realizé a partir de 1“4 -
fenilalanil-tRNA puro y se midié por la formacidn del
dipéptido sefialado; este dipétido se analizd por uha
cromatografia descendente en papel que separa claramen-
te la difenilalanina de la fenilalanina como se obser-
va en la Figura 17.

La adicién de una preparacidn semipurificada del in=-
hibidor de 1a sintesis de polifenilalanina al sistema
de sintesis del dipéptido produce una inhibicién de es-
ta sintesis,como se observa en la Tabla XIl; esta inhi-
bicién aumenta al agregar cantidades crecientes del

inhibidor.
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Figura 17. Separacién de fenilalanina y difenilalanina por croma-

tograffa en papel.

Las muestras obtenidas de la reaccidn de sfntesis del dipéptido
fenilalanil-fenilalanina se colocaron en un trozo de papel Whatman
N°3 de 2 x 50 cm y se realizé una cromatograffa descendente du-
rante 15 horas usando como solvente una solucién de n-btanol:&ci-
do acético:agua en una relacién de 3:1:1. Finalizada la cromato-
grafifTa el cromatograma se secé y se reveld con una solucién de
ninhidrina al 0,3% en acetona y se cortS en trozos de 1 cm de lar-
go que se colocaron en viales separados con 3 ml de 1Tquido de
centelleo y se midié la radioactividad posteriormente en un sis-

tema de centelleo.
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Tabla XI11

Efecto del inhibidon de La sintesis proteica sobre La
formacion de [’4 07, fenitakanil- fenikakanina

Exp.  Sistema ["¥c| fenitatanii-feni~ % Inhibicién
alanina formados(pmoles)

1. Control 3,0
+ Inhibidor(5 uq) 2,2 25
Control 2,0
+ Inhibidor(10 na) 1,3 34

2. Control 2.3
+ Inhibidor(5 ua) 1,8 25
Control 3,6
+ Inhibidor(10 pg) 2,5 31

Se realizd una unién no enzimitica de Pbﬁ1fenilalanil-tRNA a
ribosomas lavados de ovario de X.laevis inéﬁbando durante 15 mi-
nutos a 30° la reaccidn que se describe en Métodos en presencia
de preparacidén parcialmente purificada del inhibidor de la sin-
tesis proteica. Finalizada la incubacidn se agregé un 10% (v/v)
de una solucidn de NaOH 3 N y se continué la incubacidn por 30
minutos mds, para finalmente agregar un volumen igual de HC1 3 N
con el fin de neutralizar la reaccidn. El andlisis del di-
péptido sintetizado se realizd mediante una cromatografia des-
cendente en papel Whatman N°3 usando como solvente una solucidn
de n-butanol :cido acético:agua en una relacién de 3:1:1. Fina-
lizada la cromatografia el cromatograma se secd, se cortd en

trozos y se midid la radioactividad en un sistema de centelleo.
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CAPITULO TERCERO

Posible rol fisiolégico del inhibidor de la sintesis pro-

teica.

Ausencia de actividad inhibitornia en fracciones sobrenadan-
tes de higado y mdsculo esquelético de X.Laevis.

Con el fin de determinar si el inhibidor de la sinte-
sis de polifenilalanina era especifico para ovario, se pre-
paré homogeneizados de higado y misculo esquelético de X.
laevis en las condiciones descritas para la preparacidén de
sobrenadante de ovario.

En la Tabla Xil| se observa la sintesis de polifenil=~
alanina dirigida por Poli U en sistemas a los que se les ha
agregado cantidades crecientes de extractos de higado y mds-
culo esquelético de X.laevis. Podemos observar que no exis~-
te inhibicién de la sintesis proteica en extractos de estos
tejidos, aunque la cantidad de proteinas agregada en cada
caso supera en un gran exceso la cantidad necesaria para
detectar el efecto inhibitorio con la preparacién de ova-

rio.

Sintesis proteica An _vivo en ococitos de difernentes estados
de desannollo en ovarnios de X.Laevdis.

Estudios previos de varios autores que indicaban que
los niveles de sintesis proteica en los oocitos disminuyen
a medida que progresa el proceso de oogénesis, nos llevaron
a hacer un estudio de la sintesis proteica en oocitos de
diferentes estados de desarrollo de la oogénesis en X.lae-
vis.

En la Tabla XIV se observa la incorporacién de fenil-
alanina en oocitos de X.laevis de diferentes estados de de-

sarrollo., Se puede observar que la incorporacidén total se
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Tabla Xi1t1

Actividad Ainhibitonia de extractos de higado y
mdsculo esquelético de X.Laevis

Protefnas agregadas f‘uCJpolifenilalanina
(ug) sintetizada (pmoles)

Mdsculo 6 7,7

Misculo 15 7,5

Mdsculo 30 8,0

Midsculo 45 8,2

Midsculo 60 8,1

Higado 12,5 8,0

Higado 25 8,0

Higado 37,5 8,1

Higado 50 7,8
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Tabla Xti11t,

Actividad inhibitoria de extractos de higado

y misculo esquelético de X.laevis.

La preparacidén de las fracciones sobrenadan-
tes de higado y misculo esquelético de X.lae-

vis se realizé en la forma indicada en Méto-

dos para la preparacidén de extracto de ovario.
Estas fracciones dializadas contra una solu-
cién que contenfia Tris-Ac 30 mM pH 7,2, KCI
50 mM y B-mercaptoetanol 2 mM,se agregaron

a un sistema de sintesis de polifenilalanina
que usaba 0,6 unidades Azeo/ensayo de riboso-
mas lavados de ovario de X.laevis y una
fraccién sobrenadante de germen de trigo co-
mo se indica en Métodos. La reaccién se in-
cubé durante 20 minutos a 37° y se detuvo
agregando 1,5 ml de una solucidén de TCA al

5% frio; se calentd durante 15 minutos a 90°
y se filtré a través de filtros de fibra de
vidrio que se contaron en un contador de

centelleo.




Tabla XIV

Sintesis proteica 4in vivo en oocitos de diferentes
estados de desarrollo

Estado CMCJ fenilalanina incorporada
pmol/oocito pmol/nl vol. celular
1 0,059 0,009
2 0,228 0,006
3 0,410 0,005
L 0,899 0,003
5 1,4 0,003
6 1,60 0,002

La sintesis de protefnas in vivo en oocitos de dife-
rentes estados de la oogénesis, se realizé incubando
durante 4 horas a 22° grupos de 5 oocitos en tripli-
cado en una solucidén de Barth que contenfa ‘1héTfe-
nilalanina 2 x 10-5 M (actividad especifica 522 mCi/
mmol). Finalizada la incubacién la reaccidn se de-
tuvo agregando un exceso de fenilalanina no radio-~
activa y TC\ al 5% frifo. Los oocitos se homogeniza-
ron y el homogeneizado se filtréd a través de filtros
de fibra de vidrio que posteriormente se contaron

en un sistema de centelleo.
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incrementa con el tamafio del oocito : sin embargo, al expre-
sar esta incorporacidén en funcién dei volumen de la célula
se observa que la actividad es mayor en oocitos de estados
iniciales de la oogénesis y disminuye aproximadamente 4,5
veces al llegar al estado final de la oogénesis. Se expre-
s6 el valor de sintesis proteica en funcidn del volumen ce-
lular, ya que al hacerlo en funcién de la cantidad de pro-
teinas totales se podfa introducir un gran error pues al
finalizar el estado de desarrollo 2 de la oogénesis, ocurre
el proceso denominado vitelogénesis en que el contenido de
protefnas del oocito aumenta en gran proporcidn debido a

la incorporacién a este Gltimo de una proteina denominada
vitelogenina que es sintetizada en el hfgado, por lo que
las proteinas totales no representan proteinas sintetizadas
por el oocito.

Para tener una mejor medida de la sintesis proteica
en la oogénesis, se hizo un estudio en los estados inicia-
les y finales (1 y 6) y se determiné el contenido de ribo-
somas en cada estado. Al expresar los resultados de incor-
poracién de fenilalanina en funcién del contenido de ribo-
somas se obtienen los resultados que aparecen en la Tabla
XV. Podemos observar que este valor es aproximadamente 4
veces mayor en los oocitos provenientes del estado 1 que en
los oocitos del estado 6 de la oogénesis. Este valor con-
cuerda con el obtenido al expresar la incorporacién de fe-
nilalanina en funcién del volumen celular.

Si hacemos la suposicién de que el 100% de los ribo-
somas presentes en el oocito de estado 1 son activos, al
estar activos todos los ribosomas del oocito de estado 6
la incorporacién total de fenilalanina en 4 horas deberfa
ser de 6,4 pmoles/oocito; en cambio se observa una incor-
poracién de solo 1,6 pmoles. de fenilalanina /oocito lo que
corresponde a un 25% del valor esperado en las condiciones

mencionadas anteriormente. Podrfamos pensar entonces que
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Tabla XV

Sintesds protedica in vivo y contenido de nibosomas en
oocitos de estados de desarrnollo 1 y 6

Proteina sintetizada Riboscmas Proteina sintetizada
Estado

pmoles/oocito U A260/oocito u Azéode ribosomas
1 0,055 0,0021 25,7
0,064 0,0026 24 .5
6 1,60 0,26 6,15
1,21 0,22 5.5

La sintesis proteica medida por 1a incorporacién de ljhé]fenil-
alanina a protefnas sc realizé en la forma que se indica en la
Tabla XiV. La reaccién se incubs durante 4 horas a 22°, se de-
tuvo con TCA al 5% frio, los oocitos se homogenizaron con una
varilla de vidrio y el homogeneizado se filtré a través de fil-
tros de fibra de vidrio que posteriormente se contaron en un
sistema de centelleo. Para la determinacién del contenido de
ribosomas en cada estado se siquid el procedimiento indicado

en Métodos.
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hay un alto porcentaje de ribosomas inactivos en el oocito

que ha completado el proceso de la oogénesis.

Estudios de sdintesis protedica en funcibn del pH en un homo-
genedzado proveniente de ovanio de Xenopus Lacvis.

El drastico efecto de pH ligeramente alcalinos sobre
la actividad inhibitoria de El que habfamos observado ante-
riormente (fig 8) hizo pertinente determinar el nivel de
sintesis de proteinas en un sistema homélogo de ovario de
X.laevis, en el cual tenemos presente fraccién sobrenadan-
te y ribosomas lavados de la misma procedencia en ausencia
de la fraccidén soluble de germen de trigo. Al realizar un
experimento en estas condiciones, se obtiene los resulta-
dos que aparecen er la figura 18. Podemos observar que a
valores de pH entre 6,0 y 7,0 la sintesis proteica es muy
baja, pero este valor aumenta en forma abrupta a pH sobre
7,0 para llegar a su nivel mdximo a pH entre 8,0 y 8,3.

Si representamos la actividad del inhibidor en la misma
figura, se observa al igual que en la figura 8 que la acti-
vidad del inhibidor es mdxima entre pH 6,0 y 7,0 disminu-
yendo totalmente para desaparecer a pH sobre 8,0.

Al realizar un experimento similar pero usando ribo-
somas lavados de ovario de X.laevis y fraccién sobrenadante
de germen de trigo, en presencia y ausencia del inhibidor
parcialmente purificado, se observan los resultados que
aparecen en la Figura 19. Podemos concluir que la presen-
cia del inhibidor desplazarfa la curva de pH hacia la zo-
na alcalina con respecto a la curva obtenida en experimen-

tos controles.
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Figura 18. Sfntesis proteica en un homogeneizado de ovario de

X.laevis, en funcidén del pH.

La reaccidn de sfntesis de polifenilalanina se realizé en la forma
que se detalla en Métodos, usando como fuente de enzimas una frac-
cién sobrenadante de 150.000 x g de ovario de X.laevis preparada
en la forma detallada en M&todos y 0,7 unidades A260/ensayo de
ribosomas lavados de ovario de X.laevis. La reaccién se incubs
durante 20 minutos a 37° y se detuvo agregando 1,5 ml de una so-
lucién de TCA al 5% frfo. Los tubos se calentaron durante 15 mi-
nutos a 90° y posteriormente se filtraron a través de filtros de

fibra de vidrio que se contaron en un sistema de centelleo.

% INHIBICION SINTESIS PROTEICA (0—0)
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Figura 19. Efecto del pH sobre la sfntesis de [149]polifenilalanina

La sTntesis de Phé]polifenilalanina se realizé en la forma que se
indica en Métodos. Se usé 0,8 unidades A260/ensayo de ribosomas la-
vados de ovario de X.laevis y 5 ug de una preparacién de inhibidor
parcialmente purificada. Las soluciones tampones usadas fueron
Hepes entre pH 6,5 y 7,5 y Tris-Ac entre 7,5y 8,5, ambos a una
concentracién final de 30 mM. La reaccién se incubd durante 20
minutos a 37°, se detuvo agregando 1,5 ml de una solucidn de TCA

al 5% frfa , se filtré a trav€s de filtros de fibra de vidrio y

los filtros se contaron posteriormente en un contador de centelleo.
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DISCUSION

Los estudios presentados en esta tesis se refieren al
problema del mecanismo post-transcripcional que reqularfa la
sTntesis de protefnas en los oocitos de anfibio que han al-
canzado las dltimas etapas de la ooagénesis.

Con los resultados detallados en el capitulo anterior
se ha logrado establecer la existéncia en estas células de
un potente inhibidor de la sintesis proteica que podrfa
explicar la reducida actividad de los ribosomas de los
oocitos.

Este inhibidor de la sfntesis proteica ha sido estudia-
do en relacidn a algunas de sus principales caracterfsticas
como son su sitio de accidn en el proceso de sintesis pro-
teica, su naturaleza, peso molecular y otros.

Se ha realizado una purificacién parcial del inhibidor
mediante cromatograffa en columnas de DEAE-celulosa y poste-
rior filtracién por Sephadex G-200 en donde el inhibidor
eluye en el volumen vacfo de la columna. Una purificacién
mayor de este factor inhibidor se ha alcanzado al utilizar
una filtracidn en una columna de Sepharosa 6 B en vez de
filtracién por Sephadex G-200. En estas condiciones la
Pureza del inhibidor es mayor, pero su estabilidad es mini-
ma (2 dfas a 4°C); por esta razén hemos usado, para la mayor
parte de los estudios de esta tesis, una preparacién del
inhibidor parcialmente purificada por DEAE-celulosa y
Sephadex G-200 que tiene la ventaja de estar libre de acti-
vidades de los factores de elongacién que intervienen en
el proceso de biosintesis de protefnas,

Con la preparacién parcialmente purificada se ha
determinado que este inhibidor es de naturaleza proteica,

ya que es termoldbil, es destruido por tripsina, no es
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afectado por preincubacién con RNasa y es inhibido por
reactivos que atacan grupos SH. El1 peso molecular del
inhibidor fue determinado por filtracién en columnas de
Sepharosa 6 B y su valor aproximado es de 380.000 daltones.

La actividad del inhibidor se ha evidenciado usando
un sistema que sintetiza polifenilalanina dirigido por
poli U lo que demuestra que este factor actuarfa sobre la
etapa de elongacidn de la sintesis proteica ya que este
sistema no involucra ni la iniciacién ni la terminacién de
los polipéptidos.

Con el fin de determinar en forma precisa en qué eta-
pa del proceso de elongacién actda este factor, se realizé
un ensayo de la actividad del inhibidor en cada una de las
reacciones que intervienen en el proceso de elonaacién de
la sintesis proteica que aparece en el esquema 1.

Utilizando preparaciones parcialmente purificadas de
los factores EF-1 y EF-2 de germen de trigo se determing
que el inhibidor no tenfa efecto sobre las reacciones cata-
lizadas por el factor de elongacidn EF-1 como son la forma-
cién del complejo binario con GTP y la unién del aminoacil-
tRNA al sitio A del ribosoma; y tampoco sobre una reaccién
catalizada por el factor de elongacién EF-2 como es la
hidrélisis de GTP dependiente de ribosomas.

Sin embargo, utilizando dos ensayos diferentes que
miden la formacién de difenilalanina o el andlogo N-acetil-
fenilalanil puromicina se pudo determinar que el inhibidor
actlda bloaueando la reacciédn de sintesis del enlace pepti-
dico que es catalizada por la peptidil transferasa presente
en la subunidad ribosomal mayor.

La inhibéici6n de estas reacciones es de sélo un 30%.
Sin embargo la inhibicién es altamente reproducible y de-
pende de la cantidad del inhibidor agregado, desapareciendo

cuando el inhibidor ha sido inactivado por calentamiento.
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Obviamente, que no se puede esperar que los niveles de
inhibicién de la sintesis de un dipéptido sean tan altos
como los observados en la sintesis de polifenilalanina ya
que en esta Gltima, la reaccién afectada es repetida se-
cuencialmente varias veces lo que aumenta la inhibicién

en mayor grado. Se observd también que el efecto del inhi-
bidor puede ser revertido al agregar una mayor cantidad de
ribosomas al medio de reaccién, lo que refuerza el hecho de
que el blanco de accién del inhibidor estarfa en. el
ribosoma.

Al ensayar el efecto del inhibidor frente a ribosomas
de otras fuentes se encontrd que era activo con ribosomas de
varios eucariotes y también con particulas de procariotes.
Un hecho de especial importancia es la inhibicién de un
sistema de sintesis de protefnas en polisomas de hifgado de
rata, ya que este hallazgo demuestra que el inhibidor tam-
bién actda sobre la traduccién de mRNA naturales.

Varios de los experimentos realizados en la tesis
fueron disefiados para tratar de relacionar la existencia
del inhibidor descrito anteriormente con la actividad in
vivo de la sintesis proteica en oocitos.

Al determinar el contenido de ribosomas en oocitos de
los estados inicial y final de la oogénesis (estados 1 y 6)
y expresar la sintesis proteica de estas células in vivo
en funcibn de su contenido de ribosomas se encontrég que los
oocitos totalmente crecidos (estados 6 de la ooaénesis)
presentaban una sfintesis proteica de s6lo un 25% de la
existente en el estado inicial de la oogénesis.

Estos resultados nos dirfan que sdlo un 25% de los
ribosomas presentes en el oocito totalmente crecido estarfan
activos en el proceso de sfintesis proteica. Este valor con-
cuerda con el hecho de que ai estudiar la sintesis proteica
in vitro usando ribosomas de ovario de X.laevis que no han

sido lavados con alta concentracién de sal, se encuentra
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que la sintesis de polifenilalanina es un 25% de la exis-
tente en un sistema similar que usa igual cantidad de
ribosomas de la misma procedencia pero que han sido lavados
para eliminar al inhibidor. Como dijimos anteriormente,
este porcentaje de ribosomas activos en el oocito totalmente
crecido estd condicionado a la existencia de un 100% de
ribosomas activos en los cocitos de estado 1 de la oogénesis.
Los resultados obtenidos por medicién directa de la pobla-
cién de ribosomas activos en el oocito completamente crecido
han demostrado que aproximadamente un 85 a 90% de estos
ribosomas estarfan inactivos ya que no estarfan formando
polésomas en la cé&lula (159).

Al estudiar la presencia de este inhibidor en homoge-
neizados de otros tejidos de X.laevis como hfagado, corazén
y misculo esquelético, no se detectd actividad inhibitoria
con caracteristicas similares.

Sin embargo, el inhibidor que hemos encontrado en
oocitos de X.laevis tiene caracteristicas que lo diferencian
de otro inhibidor que se ha descrito en huevos no fecundados
de erizo de mar.

Este dGltimo inhibidor descrito por Metafora y col.(134)
también afecta la sintesis de polifenilalanina dirigida por
poli U y estarfa unido a los ribosomas de estas células.

Sin embargo, difiere de El de X.laevis en que actuarfia
inhibiendo 1a unién del mRNA (Poli U) y de aminoacil-tRNA

a los ribosomas mientras que el factor descrito en esta tesis
actda a nivel de la peptidil transferasa.

Recientemente se ha descrito en linfocitos humanos no

diferenciados un inhibidor del proceso de elongacién de la
sintesis proteica (183). Este inhibidor se asemeja al E|
de X.laevis en que est3d presente en el lavado ribosomal y

que su inhibicién puede ser revertida por adicién de exceso

de ribosomas. Sin embargo este inhibidor presenta notorias
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diferencias con el El de X.laevis como son su bajo peso
molecular y el requerimiento absoluto de la presencia de ATP
para su actividad inhibitoria.

Segin se presenta en el capftulo introductorio, en
afos recientes se ha encontrado que varios sistemas de re-
gulacién post-transcripcional funcionan a trav€s de la
fosforilacién enzimitica de factores de iniciacién de la
sfntesis proteica (74, 75). Hay varias evidencias
que sugieren que el mecanismo de accién de EI no serfa a
través de una fosforilacién.

Al estudiar la sintesis proteica in vivo e in vitro
en oocitos de X.laevis, se ha demostrado que este proceso
presenta una actividad mfnima a pH bajo 7,0 y que aumenta
para llegar a su midximo a pH 8,0. La actividad del inhibi-
dor descrito en esta tesis, medida en funcidn del pH,
presenta un comportamiento inverso, ya que a valores de pH
bajo 7,0 su a tividad es m&xima y cae bruscamente sobre este
valor para desaparecer totalmente a pH 8,0. Estos resultados
sugerirfan que la inhibicién de la sfntesis proteica obser-
vada a pHs acfdicos o neutros se deberfa, al menos parcial -
mente, a la accién de este inhibidor.

El hecho de que la actividad del inhibidor disminuye
drédsticamente con el aumento del pH por sobre la neutralidad
es de sumo interés fisiolégico ya que aparentamente ‘el ga-
tillamiento de la sfntesis proteica en el proceso de ferti-
lizacidn estd dado en parte por el aumento del pH interno
de algunos oocitos y huevos. A este respectobJohnson y col.
(184) demostraron que la fertilizacién produce un aumento
muy rapido del pH interno en el huevo de erizo de mar. Este
aumento era de 0,3 unidades de pH y se producfa entre 1 y 4
minutos despué€s de la fertilizacidn. Conclusiones simila}es
fueron obtenidas Winkler y Grainger = (185) encontrando que

después de la adicidn de espermios al medio en que estan los
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hueves no fertllizados de erizo de mar, se produce un gran
aumento del pH interno de 6,8 a 7,4 durante los 10 primeros
minutos después del proceso de fertilizacidén. En este mismo
intervalo de tiempo la sfntesis proteica medida por la
incorporacién de aminodcidos a protefnas ha tenido un au-
mento de aproximadamente 10 veces sobre el valor existen-
te antes de la fertilizacién (186).

Efectos similares han sido observados al incubar
oocitos aisl ados en soluciones que tienen pH alcalino. En
nuestro laboratorio Kofoid y col. (187) han demostrado que
al incubar oocitos de X.laevis en solucién de Barth a pH
8,0 se produce la maduracidn espontdnea del oocito; a este
respecto debemos decir que el proceso de maduracidén va a-
compafiado de un estimulo en la sfntesis de protefnas.

E1 aumento en los niveles de sintesis proteica ha
sido también observado al incubar huevos no fertilizados
de erizo de mar en soluciones de pH alcalino. Los resulta-
dos de Baron y col. (188), VWinkler y Grainger (185) y Graiger vy
col1.(186) han demostrado que al incubar huevos de erizo de
mar no fertilizados en soluciones de NHuCI diluido a pH
8,0 se produce un cambio dristico del pH interno del
huevo que va desde 6,8 a 7,5. Este aumento del! pH interno,
causa el ya mencionado aumento en la sintesis de protefnas
y también produce la estimulacién de la sfntesis de DNA
(Humphreys (128)).

Los estudios recientes de Steinhardt y Vinkler (189)
han demostrado que el aumento en la sintesis proteica que
se produce después de la fertilizacidn de huevos de erizo
de mar, se debe en parte al aumento en el pH interno que
se produce en el huevo después de 1a fertilizacién.

Todas estas evidencias nos llevan a postular que la
actividad del inhibidor iﬂ_!ixg_estarfa en parte modulada

por el pH interno del oocito, al igual que la sintesis
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proteica. Al ocurrir el proceso de fertilizacidén, por
ejemplo, se produciria un aumento en el pH interno del
oocito, que causarfa la inactivacién del inhibidor y la es-
timulacién de la sintesis proteica. Sin embargo, para la
desaparicidn total de la actividad del inhibidor ocurrirfan
concomitantemente otros procesos como, tal vez, la regulacidn
de su sintesis,

El trabajo a futuro sobre este inhibidor tratard de
confirmar, por otros mecanismos su rol en el proceso de
regulacidédn de la sintesis proteica, para lo cual convendria
hacer un estudio de este factor en estados posteriores al
proceso de fertilizacidén,asi como también microinyectando el
inhibidor purificado en oocitos de X.laevis para determinar
que in vivo tiene la misma actividad que la descrita in

vitro.
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