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Las poliaminas e;timulan algunas de las reacciones de la

sintesis de proteinas como son: la reaccién previa de ami-
noacilacidn; la formacién del complejo de iniciacidn com-
puesto por: el metionil—ARNti, el GTP, la subunidad ribe-
somal pequefia y los factores de iniciacién; la elongacién

de 1a cadena polipeptidica también se estimula.

Hasta la fecha se tiene mayor informacién a nivel de la
Eeaccién de aminoacilacién y de la elongacidn de la cadena
i"ia'olipeptidica. Sin embargo a nivel de las reacciones de
iniciacidn los datos resultan escasos, particularmente en

los eucariontes.

En el presente trabajo se estudian las reacciones para for-
mar el metionil-ARNt® (met-ARNtl) y para formar el comple-
jo ternario de iniciacién {Factor. met-ARNt'. GTF) en un

eucarionte, el germen de trigo.

Para formar el 3H-met-ARNti se aminoacila el ARNt de ger-
men de trigo con 3H-met en presencia de las aminoacil-ARNt
sintetasas de E.coll, estas enzimas catalizan la unidn de
la metionina especifica para la iniciacién de la cadena
polipeptidica. En esta reaccién se optimizan las concentra-

ciones de: enzima, magnesio y ATP,
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Espermina y espermidina en concentraciones 8ptima, con
una concentracidén de magnesio baja, estimulan la forma-
¢idn del 3H-met-ARNt1 y también estimulan en menor grado

la formacidon del 3H-leucil-ARNt.

El complejo ternario de iniciacién se prepara en presen-

. s s i . i
cia de un factor de iniciacifn capaz de unirse al met-ARNt

y al GTP, este complejo se forma previamente al complejo
de iniciacidn que contiene la subunidad ribosomal peque-

fa 40S y unicamente se presenta en los eucariontes.

Para preparar el factor que forma el complejo ternario de
iniciacién se purifica un sobrenadante de 100,000 x g de
germen de trigo, pasandolo primero a través de una columna
de.DEAE-celulosa, después a través de una columna de fosfo-
celulosa y finalmente precipitando con sulfate de amonio.
Al final del fraccionamiento se obtienen tres fracciones
capaces de formar el complejo ternario de iniciacién (A, B
y ). Las fracciones A y B presentan la mayor actividad
especifica y se unen mis especificamente al met-ARNti que

al leu-ARNt.

Los met-ARNti's preparades previamente en presenéia 0 en
ausencia de poliamina no muestran 'ninguna diferencia en-
tre si cuando se utilizan en la reaccidén para formar el com-
plejo ternario de iniciacién en presencia de la fraccién B

de germen de trigo.
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Lag poliaminas muestran efectos contradictorios con las

frécciones Ay B de germen de trigo: estimulan la forma-
cidén del complejo ternario de iniciacidén en presencia de
la fraccidn B y esta misma reaccién la inhiben en presen-

cia de la fraccidn A.

La reaccidn que se lleva a cabo con las fracciones A y B
en presencia o en ausencia de poliamina llena los requisi-
?ds de un complejo ternario de iniciacién, como son: la de
ﬁ;ndencia por el GTP, la unidn del met-ARNti'y la inhibi-

¢idn provocada por el dcido aurintricarboxilico (ATA).

Las fracciones A y B presentan caracteristicas diferentes -
en ‘su comportamiento para llevar a cabo la reaccién para
formar el complejo ternario de iniciacidn, por ejemplo, la
fracci6n B muestra menor dependencia por el GTP y se inhibe
en menor porcentaje con el ATA que la fraccifn A. Ademds

la fraccidén B es mids termoestable que la fraccidn A.

La reacci6n para formar el complejo ternario de iniciacidn
se inhibe ligeramente en presencia del ARNt de germen de
trigo y en presencia del ARNm del virus del mosaico del ta-

baco (TMV), tanto con la fraccidn A como con la fraccién B.

La espermina estimula ligeramente la formacidn del comple-

jo ternario de iniciacién cuando la reaccidén se lleva a ca-
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bo con una mezcla de las dos fracciones A y B en concentra-
ciones saturantes y solamente se manifiesta una ligera inhi
bicidn cuando la concentracidn de la fraccién B se disminu-
ye a un tercio de su saturacidén. La conclusidén de estas ob

servaciones es que el principal efecto es de estimulacidn,

Los dates de la presente tesis constituyen el primer repor-
te que muestra la estimulacidn de la reaccidn para formar
el complejo ternario de iniciacién en presencia de las poli-
_aminas y sirven para apoyar que las poliaminas estimulan la
sintesis total de proteinas principalmente en la etapa de

iniciacidn.

Es necesario purificar en mayor}grado las fracciones A y B
para saber especificamente a qué se deben las diferencias
que muestran entre si y también es necesaria la purificacién
para estudiar con mis detalle el mecanismo por el cual las
poliaminas estimulan la formacidén del complejo ternario de

iniciacidn.



- dcido ribonucléico ribosomal de la subunidad ribo-

- subunidad ribosomal pequefla de eucariontes.
- subunidad ribosomal grande de eucariontes,

~ subunidad ribosomal pequefia de procariontes.
- subunidad riboscomal grande de procariontes.

E] - complejo formado por un aminodcido, AMP y la enzi-
ma aminoacil-ARNt sintetasa correspondiente,

- dcido ribonucléico de transferencia que se esterifica

con la metionina para posiciones internas de la cade-

- dcido ribonucléico de transferencia que se esterifica

dcido ribonucléico de transferencia que se esterifi-
ca con la metionina para iniciar la cadena polipepti-

i P . . ,
- metionil-dcido ribonucléico de transferencia que se
u.~ a la metionina especifica para la iniciacién de

la cadena polipeptidica en eucariontes.

Al R ééidb'ribonUCIéico.
ARNt - 4cido ribonucléico de transferencia.
ARNT 165
"somal pequefia,
ARNm - 4cido ribonucléico mensajero.
ADN - dcido desoxiribonucléico,
80S - ribosoma de eucariontes.
708 - ribosoma de procariontes.
40S
605
308
50S
B, thur.- Bacillus thurigiensis.
ATP - adenosin-5'-trifosfato.
. AMP - adenosin-5'-monofosfato.
PPi - pirofosfato,
32PP' - pirofosfato marcado con fésforo 32.
[ga.AMP.
ARNg™S®
na polipeptidica.
arneen
exclusivamente con la fenilalanina.
ARNtf met
dica de procariontes.
met-ARNt
ARNm-TMV

- dcido ribonucléico mensajero del virus del mosaico

del tabaco.

"
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P tes.
:'GTF”kajV*- guan051n ~-5' - trifosfato.
‘L[factor met-ARNt* .GTP} - complejo ternario de iniciacién que
: se forma unicamente en los eucariontes.
BOSI] - complejo de iniciacién de eucariontes formado con
C la subunidad ribosomal pequefia 40S, &l met-ARNt',
el GTP y los factores de iniciacién.
,@081] - complejo de iniciacidn de eucariontes formado por
las subunidades ribosomales 405 y 60S, el ARNm, el
, met-ARNt' y los factores de iniciacién.
elF

- factor de iniciacién de eucariontes, se numeran del
_ 1 al 5 por ejemplo: elIF-2
elF-2 - factor de iniciacidén que forma el complejo ternario.
[}051] - complejo de iniciacién de procariontes formado con

la subunidad pequefia de procariontes 30S, el
fmet-ARNt, el GTP, los factores de iniciacién y

el ARNm.

complejo de iniciacién de procariontes, en el cual

[70s1]

se encuentran las dos subunidades ribosomales 30S

y 508.

[fmet-ARNt . ribosoma. AUG] - complejo de iniciacién de proca-
riontes similar al [7051] , aqui
se tiene el codon de iniciacidn
AUG en lugar del ARNm.

NaOAc - acetato de sodio.

Mg (OAcz) - acetato de magnesio,

KOAc - acetato de potasio.

TCA - dcido tricloro acético.

EDTA - dcido etilendiamino tetraacético.

KEDTA - etilendiamino tetracetato de potasio

Tfis - trisfhidroxi metil) - amino metano.

ATA - dcido aurintricarboxilico.

nd - no determinado.

In - inhibicién.

Ls - estimutacidn.
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I. Distribucién de las poliaminds en'la naturaleza.

Las;pqliéminés-ﬁég estudiadas en los sistemas bioldgicos son:
i} las diaminas; (1,5 diamino pentano o cadaverina y 1,4 dia-
mino butano o putrescina) y 1ii) las poliaminas; {espermina y
y espermidina) (Figura 1). Estos compuestos y sus derivados
mds cercanos se localizan en una gran variedad de especies:
animales, bacterias, levaduras y plantas, y es probable que
todas las células contengan alguna poliamina. Estas moléculas,
asi como sus enzimas biosintéticas, se encuentran en .concentra-
ciones elevadas cuando la proliferaci6n celular se desarrolla
activamente, tanto en procariontes como en eucariontes. Por
ejémplo, cuando a lascélulas de eucariontes en reposo se les
induce su crecimiento o diferenciacién se puede observar un in-
cremento notable en la concentracidén de las aminas y en algunos
casos de una de las enzimas involucradas en su biosintesis, co-

mo es la ornitino descarboxilasa (Taber & Tabor, 1976).

Existe una gran variabilidad en cuanto a la cantidad de poli-

amina intracelular y ademds su concentracién depende del pH,de

las condiciones de crecimiento y en los procariontes depende

también de la composicidn de los medios de cultivo. En general
A

los procariont.’s tiemen mayor cantidad de putrescina que de es-

permidina y algunas bacterias como E. coli carecen de espermina.



Cadaverina NH2~CH2"CH2-CH2-CH2-CH -NHZ

2

-

Putrescina NHZ-CHZ-CHZ-CHZ-CHZ—NHZ

Espermina NHZ-CHZ-CHZ-CHZ-NH-CHZ«CHZ-CHZ-CHZ- NH-CHZ-CHZ-CHZ-NH2

-CH,, -CH,-NH-CH,-CH,-CH, -CH, -NH

Espermidina NH,-CH,-CH,-CH, 2 72 v e e

Figura 1. Estructura de las poliaminas que se encuentran
con mayor frecucncia en la naturale:za,
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Los eucariontes contienen espermina y espermidina en mayor pro-

porcifn que putrescina y cadaverina.

Por tanto, éspermidina como espermina se encuentran en forma
predominante en germen, coleoptiloc y hojas de trigo, asi como
en embriones de otras semillas como: cebada, arroz, avena, maiz
y sorgo; mientras que putrescina y cadaverina estidn en menor

. cantidad (Moruzzi § Caldarera 1964; Bagni, et al, 1967; Smith,

1971; Tabor & Tabor, 1976 y Galston & Kaur-Sawhney, 1980),

Existe excasa informacidén en cuanto a la distribucién de 1las
poliaminas dentro de las células. Dichas mol&culas, debide al

pH celular, se encuentran en forma protonada y se unen no-cova-
lenteémente a los polianiones, pero por su alta solubilidad en
medio acuoso se redistribuyen fdcilmente entre los organelos
cuando se preparan homogenados de los diferentes tejidos. A pe-
sar de esta dificultad, espermina aparece principalmente en el
nficleo y otras poliaminas aparecen unidas a los ribosomas (Tabor

& Tabor, 1976 y Galston § Kaur-Sawhney, 1980).

In vivo, la importancia de las poliaminas se demuestra por ejem-
plo con las mutantes de E.coli, que no son capaces de sintetizar
poliaminas y r.quieren de la adicidn exdgena de tales componen--

tes para poder sobrevivir (Morris § Jorstad, 1970 y Morris §

Hansen, 1973).
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IT. Diversos efectos de las poliaminas a nivel celular.

Las poliaminas como policationes tienen un papel significativo
en la biosintesis y estructura de ‘los dcidos nucléicos, en la
estructura de organelos, en ciertos aspeétos del crecimiento ,
y también durante la senescencia en plantas. A continuacidn

se describen algunos de estos efectos producidos por las poli-

aminas.

A. Efectos sobre la biosintesis y estructura de los 4cides nu-

" cléicos.

Desde hace varios afios se ha sugerido que durante el desarrollo
celular, las poliaminas controlan directamente la sintesis de
ARN y ADN debido a que la actividad de la ornitino-descarboxila
sa antecede a la biosintesis de los dcidos nucléicos. (Tabor §
Tabor, 1976; Galston § Kaur-Sawhney, 1980). Por otro lado pu--
trescina y espermidina estabilizan a los protoplastos de hojas
de avena y evita que disminuya la sintesis de ARN y de protei--
nas (Altman, et al., 1977).

A .
En el bacteridfizo T4 y en el virus herpes, las poliaminas estdn
asociadas al ADN. En T4 representan el 40% del total de cationes
(Tabor & Tabor, 1976). La gran afinidad que muestran las poliami

nas por los dcidos nucléicos (ADN y ARN) ayuda a estabilizar sus



estructuras evitando su de$naturalizacién y degradacién. Estos
efectos pueden explicarse porque las poliaminas neutralizan
los grupos fosfatos de los dcidos nucléicos, reduciendo de es-
ta manera su accibn repulsiva (Bachrack, 1973; Tabor § Tabor,

1976).
B. Efecto sobre la estabilidad de las membranas.

Se tiene informacidn de que las poliaminas tienen la capacidad
de estabilizar membranas, por ejemplo: las poliaminas que se
adicionan a los medios de cultivo evitan la lisis de los esfe
roblastos y de los organismos halofilicos (Tabor & Tabor, 1976).
Tambié&n ayudan a mantener intactos a los protoplastos de avena
(Galston § Kaur;Sawhney 1980 y Altman et al, 1977), cuando las
poliaminas se tiepen en soluciones salinas diluidas estabilizan
mitocondrias (Tabor, 1960) y en cloroplastos aislados favorecen
la estabilidad de las membranas tilacoides (Glaston § Kaur-Sawh-

ney, 1980 y Guarino § Cohen, 1979).
C. Efectossobre-la sintesis. de proteinas.

En los parrafos siguientes se mencionan algunos de los trabajos
realizados hasi. la fecha, en relacién a la interaccién de las
poliaminas con los diversos componentes involucrados en la sin-

tesis de proteinus, Existen reportes desde 1961 que relacionan



Broze  Aceplor

\ Brazo TYC Brozo TVC Brazo Acepfor
1

Extrama 3’ Aceptor

e Mg°2 Coordinado
Q" Erpsrmine

O © Mg'? K0

Anticodon

Figura 2. Se muestran dos lados del ARNtfen de levadura, la

estructura estf representada como un tubo enrrolla-
do. Las barras atravezadas representan las bases
ap’readas y las barras mids cortas indican las bases
sin aparear. Los circulos negros muestran las posi-
ciones de dos moléculas de espermina, y 4 iones de
magnesio. Los circulos vacios representan posibles
sitios de unidn para el magnesio o para las molécu-
las de agua. Todos los iones de magnesio parece que
se localizan en las regiones donde la cadena de po-
linucledtidos se dobla.



a las poliaminas coj

ipales efectos que se han observado

como -in vitro. Los p

son:
a. Unidén al ARNt; b. efecto sobre la estrucura de los ribosomas;
c. estimulacidn en la reaccidén de aminoacilacidn; d. activacidn

de las aminoacil-ARNt sintetasas; e. estimulacién en las reaccio

nes de iniciacién y elongacién.

a. Unidn de las poliaminas al &dcido ribonucléico de transferencia

(ARNT].

Se ha descrito que tanto las poliaminas espermina y espermidina
como el magnesio, tienen diferentes sitios de unidn en el ARNt.
vEn el caso de la espermina se ha encontrado que el ARNt une dos
moléculas de espermina, una de ellas en el brazo del anticoddn
y otra en el asa variable. También presenta 4 iones de magnesio,
de los cuales uno se encuentra en el asa del anticoddén, dos en
el asa D y otro en coordinacidn con los fosfatos en -las-posicio-
nes 8,9,11 y 12 (figura 2). Las moléculas de espermina posible-
mente ayudan a estabilizar el dcido ribonuclé&ico de transferen-
cia, especialmente en la regién del anticoddn (Quingley, et al,

1978).

Para espermidina, el ARNt presenta de 2-3 sitios de unién rela-
tivamente fuertes v de 7-8 sitios relativamente débiles. Tanto
espermidina, espermina como putrescina, incrementan la fluores-

cencia de la base J-tiouridina, que se localiza entre los bra--
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z0s DHU (dihidrouracilo) y CCA (terminal). Las variaciones en
la fluorescencia de esta base, indican cambios en la configu-

racidn terciaria del ARNt (Pochon § Cohen, 1972).

El magnesio y la espermidina, producen diferentes variaciones
en el espectro de resonancia magnética nuclear (RMN) del
ARNtfen de levadura. Sin émbargo la cadaverina no produce nin-
gin efecto, lo cual indica que al parecer la unidad de triamina
asimétrica es importante para estabilizar la mélécula de ARNt

(Bolton & Kerns, 1977).

Las poliaminas incrementan la actividad de metilasas especifi-
cas, las cuales metilan a los dcidos ribonucléicos ribosomal y
de transferencia modificando de esta forma sus estructuras
{Leboy § Glick, 1976; Young & Srinivasan, 1971; Isaksson, 1§73;
Bachrack, 1973).

En resumen, tanto el magnesio como las poliaminas, juegan un
papel importante y significativo en el mantenimiento de la es-
tructura tridimensional de la molé&cula del dcido ribonucléico
de transferencia; dicha modificacifén posiblemente cambie su
actividad bioldgica durante la sintesis de proteinas (Quingley,

1978 y Cohen & Zalik, 1978).
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b: Efectos sobre la estructura de los ribosomas.

La asociacidén de las subunidades ribosomales para formar el
ribosoma 808 de eucariontes o 70S de procariontes in vitro,
es un proceso reversible que depende de la concent?acién del
magnesio en el medio de reaccidn. Los cationes monovalentes,
las poliaminas y los faé;ores de iniciacifn de la sintesis

de proteinas también influyen en la formacién del ribosoma.

La asociacidn de las subunidades ribosomales de E. coli vy

Bacillus thurigiensis (B. thur.) se favorecen cuando el mag-
nesio estd presente a uﬁa concentracién de 20 mM, también se
favorece la asociacidn cuando se tiene una concentracién de
magnesio de 6mM mis espermina 5 mM y putrescina 25 mM o cuan
do la concentracién de magnesio estd entre 2.5 - 7.5 mM mds
espermina 1 mM (Igarashi, et al., 1977; Michalski, et al.,
1979; Rosano § Hurwitz, 1979). En germen de trigo.la asocia-
cidén de las subunidades ribosomales se favorece cuando se tie-
ne una concentracién de magnesio de 0.15 mM mfs espermidina

0.09 - 0.2 mM. (Moore, et al., 1980).

En cambio la disociacidn de las subunidades ribosomales de
E. coli se favorece cuando la concentracién de magnesic dis-
minuye hasta 6 mM o cuando la concentracifn de este ion es me-

nor a 4 mM y se tienc ademds una concentracién de putrescina
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de 15 mM, también se promueve la disociacién de las subuni-
dades cuando se tienen juntas espermidina y putrescina en
concentraciones de 1 mM y 15 mM respectivamente. (Rosano §

Hurwitz, 1979.y Michalski, et al., 1979).

Igarashi, et al. (1977) demostraron que espermidina estimu
la el rendimiento de los ribosomas 708 de E, coli y de B.
thur., los cuales habian sido reconstituidos a partir de 1la
subunidad ribosomal 50S, del Acido ribonuciéico ribosomal
16S (ARNr 165) y a partir de las proteinas ribosomales de la
subunidad 305, al parecer la interaccifn de la espermidina

con el ARNr 16S fue la causa de la estimulacidn.

Por otro lado el magnesio y las poliaminas en concentraciones
a las cuales promueven la asociaci®n de las subunidades ribo-
somales, producen ciertos cambios en la topografia de algunas
de las proteinas ribosomales, Michalski, et al. (1979) sugie
ren que estos cambios se lIlevan a cabo antes de que las sub-

unidades ribosomales se asocian.

¢. Estimulacidn de la reaccidn de aminoacilacién.

A

*

La reaccién de¢ aminoacilacidn del ARNt se representa conven--
cionalmente por las reacciones: 1. de activacidn, también co-
nocida como recaccién de intercambic de pirofosfato y 2. de

~
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-fdeitfénsféféhéiaifﬁi reaccién 3 resulta de la suma de 1y 2.

Reacciones 1,2 y 3:
) ) M ++
1. aminoicido + ATP + Enzima 7—5—4 aminoacil .AMP.Enzima + PPi

2. aminoacil .AMP.Enzima + ARNt z—*aminoacil-ARNt + AMP + Enzima

++
3. aminodcido + ATP + ARNt e aminoacil-ARNt + AMP + PPi

El ién magnesio se requiere tanto para catalizar la reaccién
de activacidén (1) como para catalizar la reaccidén total (3).
La espermina puede sustituir al magnesio en la reaccidn 3, pe-

ro no en la reaccién 1 (Tabor § Tabor, 1976),

Para ensayar la reaccifén de aminoacilacidén catalizada por las
aminoacil-ARNt sintetasas, se han desarrollado los siguientes
métodos: i) la formacidén del aminocacil-ARNt en presencia de
aminodcido radiactivo; ii) el intercambio de PPi y ATP depen-
diente de aminodcido, esto es la incorporacidn de 32PPi al ATP,
iii) el aislamiento del complejo [aminoacil.AMP. Enzima) &

Gun AMP. E) y iv) la determinacidn del complejo anterior a
traves de la formacidn de los hidroxamatos, que son los produc-
tos de la reaccidn del &a.ANP.ﬂ con hidroxilamina. La con-
tribucidn de los métodos anteriores han hecho posible entender

el papel de las poliaminas en la reaccién de aminoacilacién ,

como se indica a continuacidén (Stulberg § Novelli, 1962),
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Reaccidén de amincacilacién en presencia de poliaminas.-

En la reaccidn de aminoacilacidn en presencia de poliaminas
no hay intercambio de pirofosfato. Las poliaminas, en pre-
sencia de cierta cantidad de magnesio, estimulan esta reac-
cibén con cualquiera de los 20 aminodcidos. Estos estudios

se han realizado principalmente en E. coli (Igarashi et al.,
1971); en levadura (Robinson § Zimmerman, 1971) y en higadoe

de rata (Igarashi et al.;_1978). Sin embargo, aiin cuando se
tienen las condiciones necesarias para formar cada uno de los
aminoacil-ARNt's, en presencia de poliaminas no se ha observa-
do }a reaccidn de intercambio PPi-ATP, La ausencia de este in-
tercambio es independiente del grado de purificacidn de las
aminoacil-ARNt sintetasas, ya que, utilizando aminoacil-ARNt
sintetasas de E.coli sin purificar (Igarashi et al., 1971 y
Matsuzaki § Takeda, 1973), o enzimas purificadas (Kayne §
Cohn, 1972; Pastuszyn § Loftfield, 1972), en ambos casos no se

detectd el intercambio PPi-ATP.

En la reaccidn de aminoacilacidn con poliaminas no se forma
hidroxamato. Usando el método de formacidn de hidroxamatos,

la reaccidn en presencia de espermina (ZmM), espermidina (5mM)
o putrescina (15 mM), no forma los hidroxamatos pero si se ob-
tienen los aminoacil-ARNt's correspondientes. Esto fue estu-
diado para isoleucina, valina y leucina (Igarashi et al., 1972;

Pastuszyn § Loftfield, 1972).
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De los trabajoé mencionados en los dos pdrrafos anteriores,
se puede concluir que cuando las poliaminas estdn presentes
en la reaccidén de aminoacilacidn, el complejo intermediario
(aminoacil.AMP.Enzima) [(aa.AMP.E.) no se forma; mientras que
si se detecta cuando la reaccién se produce en presencia de

magnesio, (Matsuzaki § Takeda, 1973),

Las poliaminas estimulan la transferencia del aminoacil ade-
nilgto al ARNt, En levadura, se ha observado que espermina
(12 mM) o espermidina (7 mM) estimulan la tranéferencia de
fenilalanina del complejo fenil-adenilato [fen.AMP.Enzimé]

fen

al ARNt y que ademds existe una relacidn entre la cinéti-

ca de esta reaccidn y el aumento en la fluorescencia del ARNtfen
La reaccién de transferencia mediada por poliaminas, al ijgual

fen L
, disminuyen al aumentar la

que la fluorescencia del ARNt
distancia intramolecular entre los grupos amino. Esto se ha
visto al realizar la reaccidn en presencia de: etilendiamina;
1,3 propanodiamina; 1,4 butanodiamina y 1.5 pentanodiamina. De
estos experimentos se infiere que el papel de los policationes
es el de promover un cambio conformacional en el ARNt, hacia
una estructuramis estable y con mayor actividad biol6gica, lo

cual se veria reflejado en la estimulacidén de la reaccién de

transferencia (Robison § Zimmerman, 1971).
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Con baseren.ios datos énteriores, varios autores como Igarashi

et al. . (1977); Loftfield § Pastuszyn (1972) y Matsuzaki § Takeda
(1973), piensan que el mecanismo de la reaccién de aminoacilacién
en presencia de poliaminas y magnesio es diferente al mecanismo
de la reaccién en presencia Gnicamente de magnesio. Esto se apo
ya en el hecho de que en la reaccidén de aminoacilacién con poli-
aminas no se observa el intercambio PPi-ATP, ni la formacion del
complejo [aa.AMP. E] . Ellos proponen que dicha reaccién en pre-
segéia de poliaminas se lleva a cabo por medio de un mecanismo
concertado, en el cual los 3 sustratos unidos a la enzima, reac-

cionan sin formar los intermediarios para dar los tres productos.

d. Activacidn de las aminoacil-ARNt sintetasas.

Las poliaminas tambi&n pueden afectar la reaccidén de aminoacila-
cién activando directamente a las aminoacil-ARNt sintetasés.
Jakubowski (1979 y 1980) demostrd que espermidina y espermina
mantienen la estructura activa de las amiqoacil-ARNt sintetasas
purificadas del tulipin amarillo, este efecto lo ejercen las
poliaminas solas o en cooperacién sinergistica con algunas pro-
teinas como hemoglobina y albumina de suero bovino. En parti-
cular la valil-ARNt sintetasa y la fenil-ARNt sintetasa resul-
taron inactivas cuando se purificaron, pero recuperaron su
actividad cuando se adiciond al medio de reaccibn espermina o

espermidina. Jakuboski sugiere que in vivo las poliaminas po--



Reacciones:

1. met-ARNtY + GTp
elF-2

[eIF-Z.met~ARNt1.GTE]= complejo ternario de iniciacidn

II. 405 elF-4C

111, [0S.eIF-2.met-ARNt" . GTP)= (40SI]
ATP, ARNm eIF-4A
ADP D eIF-4B

elF-1

v .
IV. [ARNm.40S.eIF's.met-ARNt,GTE) = ARNm. (40S1]

608 elF-§
elE's, GDP D

v .
v.  [ARNn.80S.met-ARNt™] =805

Puromicina

(801} + metionil-puromicina

;

VI. 60S, 40S, ARNm, ARNt™ , metionil-puromicina

Figura 3. Sccuencia de eventos que se llevan a cabo durante

la iniciacidn de la sintesis de las proteinas en
eucariontes.
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drian estabilizar los complejos proteinicos formados por las

aminbacil-ARNt sintetasas.

e. Estimulacidn en las reacciones de iniciacidn y de elonga-

cidn.

La sintesis de las proteinas se puede dividir en tres etapas:
la iniciacién, la elongacidn y la terminaci6én de la cadena poli-
peptidica. A continuacién se describen cada uno de los eventos

que constituyen las etapas antes mencionadas, prestando espe--

cial atencién a la iniciacién.

Iniciacidn de la sintesis de proteinas,- Esta serie de eventos
requieren de una reaccidn previa: la aminoacilacidn, en la cual
la enzima metionil-ARNt sintetasa cataliza la unién de metio-
nina’al ARN% (especifico para la metionina que inicia la cadena
polipeptidica), el producto final de la reaccifn es el metio--

nil-ARNE  [met-ARvE].

Una vez formado el met~ARN%, la iniciacién de la sintesis de
las proteinas se lleva a cabo como lo proponen: Schreirer §
Stahelin (1973), Jay & Kaempher (1974) y Benne § Hershey (1978)
En la figura 3 se puede observar que en la primera reaccién I
el factor de iniciacidén eIF-2 se une al GTP y al met-ARNfifor-
mando el complejo ternario, que se indica como: [factor.nwt-ARNti

e,

-
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En esta etapa el GTP no se hidroliza y no intervienen ninguno

de los deméds factores de iniciacién.

En la reaccidn II, el complejo ternario formado previamente se
une a la subunidad ribosomal. 40S, en ausencia de ARNm y esto
dd como resultado la formacidén del complejo 405 de iniciacidn

] [4081]; el factor eIF-4C estabiliza al complejo.

Al unirse el ARNm se completa la formaci6n del complejo 40SI
(reaccitn IV). Los factores eIF-4A, eIF-4B y el elIF-1 estdn
involucrados en esta etapa, ya que estimulan la unién del ARNm
a la subunidad ribosomal 40S, también se requiere de ATP, el
eual se hidroliza. Todos los factores que han sido mencionados

permanecen unidos al ﬁosg.

En la reaccién V, la unién de la subunidad ribosomal 60S al com
plejo[}OSﬂ di como resultado la formacidén del complejo 80S de
iniciacidn 6 [SOSI ] esta unidn requiere del factor elIF-5 y de
la hidrolisis del GTP; durante esta etapa los factores de ini-

ciacidn eIF-2 y elIF-3 se liberan del complejo.

El complejo 80S hasta aqui formado reacciona parcialmente con
A .
puromicina, ¢ ta reaccidn es un modelo para medir la formacién
de la primera unidn peptidica, esto es la formacién de mctio--

nil-puromicina, Para que el [8081] reaccione eficientemente

con puromicina se requicre del factor eIF-4D.
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‘Por Gltimo se lleva a cabo la disociacién del complejo EBOSI]
(reaccidn VI). Existe un factor de iniciacidn, posiblemente
el elF-3, que disocia al ribosoma 80S en subunidades libres,
las cuales pueden reincorporarse a la sintesis de las protei-

nas.

Elongacidn de la cadena polipeptidica.- La subunidad riboso-
mal 60S tiene dos sitios a los cuales se puede fijar el amino-
acil ARNt, estos se han denominado: el sitio P (peptidil) y el
sitio A (aminoacil). La fase de elongacifén es un proceso ci--
clico que consta de tres etapas: a) la unidn del aminoacil-
ARNt al sitio A del ribosoma (la unifn estd dirigida por el cg
don correspondiente en el ARNm); b) la formaci6n de la unién
peptidica y c¢) el traslado del ARNm y del petidil-ARNt recién
formado desde el sitio A hasta el sitio P del ribosoma. De
esta manera, se libera el sitio A para el nuevo aminoacil-ARNt

que entra al ciclo de elongacién.

Al formarse el complejo de iniciacibn (BOSﬂ, el met-ARN% se
encuentra en el sitio P. En este momento el ribosoma estd
listo para empezar la elongacién de la cadena polipeptidica,
Los factores de elongacidén junto con la hidrolisis del GTP ca-
talizan la u;fén de los aminoacil-ARNt's al sitio A del ribo-
soma. Una vez que los aminoacil-ARNt's se encuentran en dos

sitios A y P del ribosoma se esterifican formando la unién pep-

tidica, por medio de una reaccidén catalizada por la peptidil-
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Ya-formada la unidn peptidica, el ARNt desaminoacilado y que
sé localiza en sitio P sale del ribosoma, el peptidil-ARNt
del sitio A toma su lugar. La etapa requiere de otro factor
de elongacidén llamado translocasa que cataliza tamﬁién la
hidrolisis del GTP. El ribosoma avanza una distancia corres-
pondiente a un codon sobre el ARNm en direccién al extremo 3'
y puede continuar con el siguiente ciclo de elonpgacién hasta

completar la sintesis de la proteina.

Terminacién de la sintesis de las proteinas.- El mecanismo por
el cual se-liberan las cadenas polipeptidicas del.ribosoma no
se conoce tanto como la iniciacién 6 la elongacifn, pero se
sabe que requiere de dos factores de terminacidén, de la hidro-
lisis del GTP y de la aparicidn de los codones de terminacidn:
(UAG, UAA y UGA) sobre el ARNm,de talvmanera que el ribosoma
libera al ARNm, el peptidil-ARNt se hidroliza y el mismo ribo-
soma se disocia en subunidades 40S y 60S. En estas condiciones

queda listo para reincorporarse al ciclo ribosémico para 1a

sintesis de otra molé&cula de proteina.

Efecto de las poliaminas en la iniciacidén de la sintesis de
proteinas.- La informacidn relacionada con el papel de las poli-
aminas, en la iniciacién de la sintesis de proteimas, es bastan-

te reducida. Algranati §& Goldemberg (1977), demostraron que los
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extractos de células de un aux6trofo de putrescina de E.coli,
crecidas en un medio sin pﬁtrescina eran de 3-4 veces menos
activos en la sintesis de proteinas y ademds la cantidad del
complejo de iniciacién[ﬁmet-ARNf. ribosoma.AUG] era de 3-5
veces menor que los obtenidos con los extractos de E.coli ,
crecida en un medio con putrescina. Al parecer la explicacidn
de tal comportamiento se debe a que en las c&lulas normales

la poliamina, en presencia de magnesio estimula la unidn de
fmet-ARNt a la subunidad ribosomal 30S. Esto se observé in-
dependientemente de que se usara ARNm natural o sinté&tico e
independientemente también de la pureza de los factores de ini-
ciacifn presentes en los ensayos (Ochoa et al., 1967; Igarashi
é Hirose, 1978). Mis recientemente; Igarashi et al. (1980)
han confirmado los datos anteriores y proponen que la estimu-
lacién de la unidén de fmet-ARNt a la subunidad 30S se refleja

en un aumento.en la sintesis total de proteinas.

Efecto de las poliaminas en la elengacifn.- Hay innumerables
evidencias que indican que las poliaminas intervienen princi-
palmente en la elongacidn de los polipéptidos. Por ejemplo,
se ha reportado que las poliaminas estimulan la sintesis de
polifenil-alanina en sistemas libres de células derivadas de

Salmonella IL;himurium (Martin & Ames, 1962); E. coii (Martin

& Ames, 1962 e Igarashi et al., 1974); de cebada (Cohen &

Zalik, 1978) y de reticulocito de conejo (Konccki et al., 1975).

v
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Atkins et al., (1975) éncontraron que las poliaminas estimu-
laban la sintesis de pfoteinas de alto peso molecular en un
sistema libre de células de ascites Krebs II, programado con
ARNm del virus Ad2. Este efecto fue tan marcado que, las pro
teinas de 71,000 y de 30,000 daltones, que se observan in vivo
tinicamente fueron detectadas in vitro en presencia de poliami-
nas, De igual manera, Hunter et al.. (1977) observaron que la
presencia de espermidina estimula la sintesis de polipéptidos
de mayor peso molecular en un sistema libre de c@lulas de ger-
men de trigo y propone que algunos de los componentes del sis-
tema de sintesis de proteinas podrian aceptar mejor a las poli
aminas que al magnesio, produciendo como consecuencia un incre-

mento en la elongacidn de los péptidos.,

In vivo, la importancia de las poliaminas se ha manifestado a
través de los trabajos realizados con mutantes de E.coli que
no son capaces de sintetizar poliaminas y que requieren de 1la
adicidn exdgena de estos policationes para llevar a cabo sus
funciones vitales (Morris § Hansen, 1973). En eucariontes,
las poliaminas también tienen un papel importante Villanueva
et al. (1977) encontraron que durante la germinacién de algu-
nas semillas como chicharo, haba, trigo, maiz y otras, la sin-
tesis de broteinas y de dcido ribonucléico se incrementaba de
manera paralela a la sintesis de poliaminas. Este efecto tam-

bigén sc observé cn otros tejidos y células de eucariontes en

-
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desarrollo (Galston § Kaur-Sawhney, 1980).

En resumen, las poliaminas muestran los siguientes efectos:

1. Estimulan la aminoacilacién con los 20 aminodcidos.

2. Estabilizan la conformacién del ARNt, de manera:diferente
al magnesio, ya sea por medio de una interaccidn directa
poliamina-ARNt o estimulando su metilacién.

3. Favorecen la asociacién de subunidades ribosomales.

4. Aumentan la unidén de fmet-ARNt a la subunidad 308S.

5. Aumentan el tamafio de los polipéptidos, en un sistema li--

bre de células.

I1I. Hipbtesis y objetivos.

Los datos anteriores y la informacién de Romdn R. (comunicacidn
personal), quién observd que las poliaﬁinas incrementan la sin-
tesis de proteinas, en un sistema libre de cé&lulas de germen

de trigo, Gnicamente cuando se adicionan mezclas de aminodcidos
y no aminoacil-ARNt's, como fuente radiactiva, indican que el
papel principal de las poliaminas es a nivel de la iniciacidn

de la sintesis de proteinas.

La informacidn sobre el efecto de las poliaminas en plantas
es muy escasa y también cn otros eucariontes la iniciacién de

sintesis de protefnas estdi poco estudiada. En procariontes fni



camente ‘'se sabe que las poliaminas estimulan 1a formacién
‘del complejo de iniciacidén con la subunidad pequefia (30SI).
Debido a esta escasa informacién el estudio del efecto de
las poliaminas sobre la iniciacién de la sintesis de prote-
inas debe hacérse a varios niveles: 1) en la reaccién de
amincacilacién del metionil-ARNt iniciador; en la reaccidn
del complejo ternario de iniciacidn CFactor.met-ARNt%GTP];
~2) en la reaccidn del complejo de iniciacién {40SI) y 3)

en la formacién del complejo de iniciacién funcional [80SI].

De acuerdo a los antecedentes citados se podria esperar que:
i. 8i las poliaminas afectan la reaccidén de aminoacilacién,
entonces pueden intervenir en la formacién del metionil—ARN%
(de iniciacién).

ii, Si las poliaminas interaccionan con las proteinas y el
ARNt, entonces pueden también intervenir en la formacidn del

complejo ternario de iniciacidn: (Factor.met-ARNtl.GTP].

Para probar dichas hipStesis se selecciond al germen de tri-
go como fuente de material biolégico y se plantearon los si-

guientes objetivos:

A. Optimizar'"a formacién de metionil-ARNt®, para lo cual se
usd un sistema heterdlogo con aminoacil-ARNt sintetasas

de E.coli ARNt de germen de trigo.



Comparar el rendimiento y funcionalidad del 3H-metionil-
ARNt formado en presencia y ausencia de la poliamina.
Aislar el factor de inciacidn de germen de trigo, que une
met-ARNt® y GTP.

Comparar'ld formacién del complejo ternario de iniciacidn

en presencia y en ausencia de pocliamina.



MATERIALES Y METODOS
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I. Méterialeé.

A. Material Biolégico
La cepa AT-9 de E.coli deficiente en ribonucleasa Ifue do-
nacidén del Dr. Fernando Bastarrachea del Instituto de Inves
tigaciones Biomédicas, UNAM. Germen de trigo coﬁercial sin

tostar,

B. Material de vidrio y equipo.
El material utilizado se lavd con detergente Extran (de Mgrcki
se enjuagd con agua destilada y con agua desionizada, se se-
c6 en el horno. Los dparatos utilizados fueron los siguien-
tes:
Esterilizador
Cédmara de crecimienteo a 37°C y con agitacidn a 220 rpm.
Centrifuga refrigerada a velocidad intermedia modelo J-21
de Beckman.
Ultracentrifuga refrigerada modelo L-50 de Beckman.
Colector de fracciones LKB 7,000 Ultro?ac (8,300 Unicord
I1).
Espectrofotdmetro Zeiss .
Bafios de incubacién a 20°C: Precisién GCA Corporation y J.
M.Ortiz.
Espectrémetro de Centelleo liquido Tri-Carb modelo 3255

de Rgckard.
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Filtros de'fibra?de1Vidrio GF/C Whatman.

Filtros de nitrocelulosa con un poro de 0.45 u de Millipore.

. Reactivos

Todos los reactivos fueron de grado analitico. E1 extracto
de levadura y la bactotriptona utilizados para el medioc de
crecimiento de E.coli, fueron de la casa Difco.

Creatina Cinasa de Boehringer Mannhein Biochemicals.

AlGmina Alco A.

iﬁoliétilen glicol (Carbowax PEG 6000), Ficher Scientific Co.
Metionina °H 15 €Ci/m mola de New England Nuclear.

Leucina °H 15 Ci/m mola de New England Nuclear.

Liquido de centelleo PPO-POPOP de Amersham Searle Co.

quos los demds reactivos fueron de las marcas: Sigma y Merck,
PPO - 2,4 Difeniloxazol ‘
POPOP - 1,4-bis 2- (S—-feniloxazolil) - benceno;

fenil-oxazolil fenil-oxazolil-fenil.



I1. Métodos.

A. Aislamiento. delas aminoacil-ARNt sintetasas de Escherichia

coli (E. coli).

Crecimiento de la cepa AT-9 de E. coli deficiente en ribo-
nucleasa I Fl medio de crecimiento utilizado, tiene la si-

guiente composicidn por litro y se ajusta a pH 7.0 con NaOH:

NaCl 5 ¢g.
Bactotriptona 8 g.

Extracto de Levadura 5 g.

El medio se transfiere a matraces Erlenmeyer, hasta comple-
tar la mitad de la capacidad del matraz, se cubren con ta-
pones de algoddn y gasa, se esterilizan en autoclave a
121°C y 15.1b de presién durante 20 minutos. Primero se
inoculan 25 ml de medio estéril tomando una alicuota del
indéculo original, se incuba a 37°C, durante 24 hrs. Este
inéculo se transfiere a medio fresco haciendo una dilucién
de 1:100, se incuba durante 15.5 hrs. a 37°C. De este ma-
traz se transfiere el inbculo a medio fresco diluyendo 1:20,
se incuba a 37°C con una agitacién de 200-250 rpm, aproxi-
A

madamente urante 3 hrs. La cepa debe cosecharse en la fa-

se logaritmica tardia de su crecimiento.



b. Obtencibn del
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paquete celular de E. coli.

El cultivo de la cepa de E.coli, se centrifuga a 14,360xg

a 5°C durante

20 minutos en el rotor JA-14 de la centrifu

ga JA-21 de Beckman. El paquete celular, resultante se

centrifuga a 25,300 x g a 5°C, durante 30 minutos en el

rotor JA-20 de la misma centrifuga.

Se determina el peso del paquete celular himedo y se alma-

cena a -20°C.

KN

c.“Extraccién de

Soluciones:

De molienda -

Fa -

‘Fe -

las aminoacil-ARNt sintetasas.

Tris-HC1 0.01M pH 8, Mg C1, 0.01M y 10% de

2
glicerol.

Solucidn .amortiguadora de fosfato de potasio

0.02 M pH 7.5 MgCl, 0.001 M, 10% de glicerol,

2
mercaptcetanocl, 0.02 M.

Solucién amortiguadora de fosfato de potasio

0.25 M pH 6.5 MgCl, 0.001 M, 10% de glicerol

2
mercaptoetanol 0.02 M.

Solucidn amortiguadora de fosfato de potasio
0.002 M pH 7, 10% de glicerol, 15% de polie-

tilenglicol, mercaptoetanol 0.04 M,
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*'QPrlmcr paso.‘Obtenc1onrde S100 de ‘E. c011

" Las- células de E. c011 se rompen en presencia de allimina

(1:3) en un mortero frio, las enzimas se extraen adicio-

nando medio de molienda (20 ml/6g de c8lulas), hasta ob-
tener una pasta homogénea. Esta se centrifuga para sepa-
rar los restos-celulares, primero a 11,400 xg, durante

20 minutos y después a 25,300 xg durante 10 minutos a 4°C.

El sobrenadante obtenido se centrifuga a 105,536 xg du--

rante 1.5 hrs. En el sedimento se encuentran los riboso-

“mas y en el sobrenadante (S100) las aminoacil-ARNt sinte-

tasas.

Segundo paso: Purificacidn de las aminoacil-ARNt sintetasas

a través de una columna de intercambio idnico.

El sobrenadante S100 que se obtiene én el primer paso, se

aplica sobre una columﬁa de DEAE-celulosa (Sigma) de

16.5 x 1.5 cm de didmetro, previamente equilibrada con una
solucidén Fa ; se colectan fracciones de 5 ml usando el c§~
lector de fracciones LXB.

Se determina la densidad éptica (D.O.)'de las fracciones a
260 y 280 nm y una vez que la absorbancia haya disminuido,
se aplica la solucidn Fb, las fracciones con D.0. a 280 nm
mayor que a 260 nm se refinen y se dializan para concentrar
las aminoacil-ARNt sintetasas coﬁtra solucidn Fe, durante

5.5 hrs, a 4°C, el concentrado se mczcla con un volumen

igual de glicerol y se almacena a -20°C.



v,B.—ﬁétbdbgpéfﬁ%pfquabeARNt‘de germen de trigo.

SQi@éiéﬁid,cxﬁfrACCién - Tris/acetato 0.01 M pH 8
| Mg (OAc)2 0.01 M

KEDTA 0.005M pH 7.4

NaCl 0.05 M

Mercaptoetanol 0.008 M
El método estd basado en la extraccidn fendlica de 4dcidos
r1bonuc1e1cos, seguida por una precipitacién con etanol y
1a recuperac1on del ARNt por medio de una precipitacidn
diferencial con isopropanol, como se describe a continuacién
(modificacidén al método de Zubay, 1962):
El proceso se lleva a cabo a 4°C. Se licuan 100g de germen
de trigo comercial y sin tostar- con 500 ml de solucidn de ex-
traccidn, se licua 4 veces en una licuadora con una duracidén
de 30 segundos cada vez. El licuado se centrifuga a 14,360xg
durante 20 minutos y el sobrenadante que se obtiene se filtra

a través de una doble capa de gasa para separar los lipidos.

El filtrado se extrae con un volumen de fenol saturado con
agua, agifando vigorosamente durante 15 minutos. Se centrifu-
ga para separar las dos fases a 15,540xg durante 20 minutos,
la fase acuosa se recupera por aspersidn y se extrae nuevamen-
te con 0.5 volumenes de fenol saturado con agua, se agita du-

rante 5 minutos y se centrifuga como se indicd anteriormente.
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La fase acuosa que se¢ obtiene se extrae por tercera vez con
0.33 volGmenes de fenol-EDTA, agitando durante 5 minutos.
Se centrifuga a 19,000 xg durante 20 minutos y se colecta
la fase superior. A la Gltima fase acuosa, se le ajusta la
concentracién de KOAc a 0.5 M y se adicionan 2 volfimenes de

etanol absoluto frio. E1 ARN precipita durante 24 hrs.

La recuperacién del ARN se logra centrifugando a 16,600 xg,
durante 25 minutos. El sedimento se disuelve.-en 340 ml de
NaOAc 0.3 m pH 7 y se lleva a cabo una precipitacién diferenj
cial adicionando 0.54 volumenes de isopropanol gota a gota y
agitando continuamente .a 4°C. Terminada la adicién se ca--
lienta la mezcla durante 2 minutos a 20°C y el precipitado

se separa centrifugando a 310 xg durante 6 minutos. El sobre-
nadante contiene el ARNt que es mis termoestable. Este se pre-
cipita cuando se adicionan a la mezcla 0,44 volfimenes de iso-
propanol, gota a gota y con agitacidén continua. Al terminar
la adicién se continua agitando durante una hora mds para

lograr la mayor precipitacidn del ARNt.

E1l ARNt se recupera centrifugando a 15,300 xg durante 12 mi-
nutos. El sedimento se disuelve en 4 ml de agua y se dializa
durante 4 hrs. contra agua desionizada, se mantiene estable

almacenado a -20°C.
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Condiciones dptimas de la reaccidén de aminoacilacién

Componente Concentracién
”SH L-metionina & 4 L-leucina 25 6 757 p Ci/ml
{15 Ci/m mola)
Mg (OAc), 10 mM
tris/acetato pH 8 15 mM
KC1 70 mM
ATP 1.33 mM
creatina cinasa 53 pg/ml
fosfocreatina 10.6 mM
ditiotreitol 3 mM
ARNt de germen de trigo 1 mg/ql
aminoacil-ARNt sintetasas de E.coli] 200-250 pg/ml

Los ensayos se realizaron con aminoacil-ARNt sintetasas

de E.coli y ARNt de germen de trigo,
ml.

cién tenia un volumen final de 0.1

la mezcla de reac-



C. Determinacién de la actividad de las aminoacil-ARNt sin-

tetasas.

Método modificado de Mans R.J. § Novelli G6.D. (1961)}.
La actividad enzimidtica de las aminoacil-ARNt sintetasas pu-
rificadas (ver inciso c de esta misma seccidén), se determina
por su capacidad para catalizar la formacidn de los aminoacil-
ARNt's. Las condiciones de la reaccifn son las siguientes:
los reactivos se mezclan en frio adiciondndolos en el orden
indicado en la tabla 1. La reaccidén se inicia al adicionar
las aminoacil-ARNt sintetasas y se incuba a 20°C durante 25
minutos. La reaccidn se detiene al adicionar 5 ml TCA al 5%

frio.

El aminoacil-ARNt formado se determina por la cantidad de
aminodcido radiactivo insoluble en TCA al 5% frio, que es re-
tenido en filtros de fibra de vidrio GF/C Whatman. Los fil--
tros se lavan con TCA al 5%, se secan durante 30 minutos y

se cuentan en 5 ml de liquido de centelleo (Tolueno-PPO-POPOP).
Las cuentas por minutos (cpm) se determinan en una espectro-,

fotémetro de centelleo liquido.

La optimizacién de las condiciones para la reaccidn de amino-
. ca 3 . . ..

acilacidén con “H - metionina, al igual que las condiciones

usadas para estudiar el efecto de las poliaminas en esta reac-

cidén, se describen en la seccidén de resultados.



-40-

D. Preparacién en gran _escala del 3H-metionil-acido ribo-
hucléico de Transicrencia d¢ iniciacion (PH-met-ARNT LY,

Las condiciones para la formacidn de 3H het-ARNti, fueron

las mismas que se indican en la tabla 1. En este caso el vo-
lumen de la mezcla de reaccién es de 4 ml. Se incuba a 20°C,
durante 25 minutos'y a continuacidn se coloca en hielo y se
adicionan 0.5 ml de metionina fria 0.01M. La mezcla se apli-
ca sobre una columna de DEAE-celulosa de 4.7 x 0.7 cm de did
metro, equilibrada previamente con una solucidén que contiene:
KCifO.S My KOAc 0.05 M pH 5 . La muestra se eluye con esta
misma solucidn y se descartan los primeros 6 ml. Se aplica
KC1 0.25 M y KOAc 0.05 M pH 5 y se descartan 8 ml. finalmen-
te el aminoacil-ARNt se eluye con KC1 1M, KOAc 0.05 M, colec-
taﬁdq 8 mi. Para precipitar al 3H-met-ARNtise adicionan a
esta Giltima fraccién 2.5 volGmenes de etanol frio y se man-
tiene 24 hrs. a -20°C. El‘precipitado se recupera centrifugan-
do a 25,300 xg, durante 10 minutos a 5°C, se lava con etanol
al 80% en KOAc 0.05 M y se recupera nuevamente, centrifugan;
do bajo las mismas condiciones. El SH-met—ARNtise disuelve y

se dializa durante 3 hrs. contra agua.

Para calcular la concentracidn del 3H-met~ARNti, se toma una
alicuota del dializado y se diluye (1:50) con agua desioniza-
da para determinar la absorbancia a 260 nm. Después se adicio-
na TCA (5%}, se filtra en filtros de fibra de vidrio y se de-
termina la radiactividad en un espectrofotdmetro de centeclleo

liquido con una eficiencia de contco para 3ll de 54%. Se calcu-
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Sobrenadante de germcn dc trlgo :
S100 e

DEAE-celulosa
XC1 0.1 M

C (fuente de factores de inicia-

¢ion y elongacién)
Fosfocelulosa
Sin KC1 | KC1 0.2 M ‘KC1 0.4 M
C1 &) CS

(NH, )50

(0-33%) | (33-50%) L(so-m%) [(70-30%)

L d V .
Fracg&én Fraccidn A Fraccién B Fraccidn
aL

Figura 4. Fraccionamiento de un sobrenadante (5100) de germen
de trigo.
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lan las cpm/ pgfﬂe:ARNﬁ,,dividiendo las cpm totales entre

]iai¢antidéd:d§jARNt3 usar la relacién del inciso F.

E. Preparacién del factor de iniciacidn de germen de tripo

que une al met;ARNtly al GTP.

El método que sg siguidé fue el reportado por Giesen et al.

(1976), el cual se resume en la figura 4.

a. Extraccién de un sobrenadante de 100,000 x g (S100) y ri-

~ bosomas de germen de trigo comercial.
i

Soluciones:

1.- CaCl, 0.002M, Mg(OAc), 0.001M, KC1 0.09M, KHCO, 0.01M.

2 3

éi- Tris/acetato 0.002M/ pH 7.4, KC1 0.02 M, Mg(OAc), 0.001M,

mercaptoetanol 0.003 M.

3.- Es la solucidn 2 con 20% de glicerol.

4,- Tris/acetato 0.001M/ pH 7.0, Mg(OAc)2 0.002M, KCL 0.1 M

mercaptoetanol 0.004 M.

§.- Tris/acetato de 0.01 M pH 7.6,30% de glicerol, mercapto-
etanol 0.004 M.

6.- Tris/acetato 0.01M pH 7.6, KC1 0.2 M, 10% de glicerol

mercaptoetanol 0.004 M.



7.- Tris/acet M pH 746, KC1 0.4M, 103 de glicerol,

ﬁe?caiﬁoétaﬁdlro.ooiwm.

Se éuspenden 69.5g‘dé germen de trigo en 230 ml de solucién 1
durante 5 minutos en un vaso de licuadora enfriado previamen-
te. Se homogenizan a 4°C, licuando 4 veces durante 15 segundos.
El proceso se repite con otros 69.5 g de germen de trigo. Los
homogenados se filtran por gasa, se mezclan y centrifugan'a
14,300 xg durante 20 minutos. El sobrenadante que se obtiene

se ?iltra a través de una doble capa de gasa, se le adicionan
0.01 voliimenes de Mg(OAc)2 0.1 M y 0.025 volumenes de tris/ace-
tato 1M; bH 7.6, y se centrifuga a 15,300 xg durante 20 minutos.
El sobrenadante obtenido se filtra a través de gasa y se centri-
fuga a 78,480 xg durante 3.30 hrs. Se obtienen 3 capas: la in-
ferior o sedimento que contiene los ribosomas, la intermedia

que contiene las proteinas solubles del citoplasma y la capa
superior donde se encuentran los lipidos. Se colecta la capa.
intermedia, se le adiciona ditiotreitol, en cantidad suficien-
te para obtener una concentracidn final de 0.001M y se almace-

na a -20°C.

El sedimento que contiene los ribosomas, se resuspende en solu-
€idén 2, y se centrifuga a 105,000 xg, durante 3.30 hrs. L1 se-
dimento sc vuclve a resuspender en solucién 3 y se centrifuga

a 15,300 xg, durante 10 minutos. El sobrenadante con los ribo-

somas sc¢ almacena a -70°C.
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b. greparaciﬁn de 1la fraccién c ‘dé'geern‘de trigo.

Se aplican 80 ml de S100 de germen de triéo en una columna

de DEAE-celulosa (Sigma) de 20 cm x 0.9 cm, previamente equi-
librada con una solucién 4. Se descartan los primeros 8§ ml y
se colectan los siguientes 81 ml que corresponden a la frac--
ci6n €. E1l procedimiento se realiza por duplicado paré obte-

ner un volumen final de 162 ml de la fraccidn C,
c.{Preparacién de la fraccidn CS'

Se dializan 162 ml de la fraccién C contra una solucién 5 sin
glicerol. A una columna de fosfocelulocsa (F11 Whatman) de

11 X 2.2 cm previamente equilibrada con solucién 5 se le apli
ca la muestra dializada. Los primeros 22 ml del eluido se des
cartan y se colectan los siguientes 198 ml como fraccién C1.
A continuacién se aplica a la columna la solucién 6, descar--
tando los primeros 22 ml y se colectan los siguientes 80 ml -
como fraccidn CZ‘ Se aplica solucidén 7 a la columna y se des-
cartan 18 ml, se colectan 70 ml como fraccidn CS' La fraccién
CS sirve como fuente de factores de iniciacién. Se almacena a
-70°C una vez ajustado el pH a 7.6 con una solucién de NH, OH

0.01 M.
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' d. Fraccionamiento de C; con sulfato de amonio para separar «,

A, ;‘B y ¥ |
El metodo para separa ‘ ~actores, estd basado en la preci-
pitacidn por salado con‘sulfato de amonio (Giesen, et al., |
1976) que se lleva a cabo a 4°C de la siguiente manera:

A la fraccién C_,, que se obtiene de la columna de fosfocelu-

39
losa, se le adiciona sulfato de amonio en cantidad suficiente
para tener una saturacidén de 33%, La adicién es lenta y con
agitacidén. E1 precipitado resultante (fracciéne) se recupe-
raféentrifugando a 25,300 xg, durante 15 minutos. El sobrena-
daﬂie se ajusta a 'pH 7.6, se adiciona sulfato de amonio para
lograr una saturacidén de 50%, se agita 5 minutos mds y se cen
trifuga 20 minutos, como Se indicé anteriormente, para recupe
rar el precipitado (fraccidén A). Nuevamente el sobrenadante
resultante se ajusta a pH 7.6, se adiciona gota a gota una so
lucién de sulfato de amonio saturada que contiene tris/aceta-
to 0.01 M pH 7.6 y mercaptoetancl 0.004 M, hasta tener una sa
turacidn de sulfato de amonio de 70%. Se continua agitando du
rante 30 minutos mds y el precipitado (fraccidn B) se recupe-
ra centrifugando como se indicdé. Finalmente el sobrenadante
se ajusta a pH 7.6, se lleva a una saturacidn de 80% con sul-

fato de amonio y el precipitado (fraccién ¥ ), se recupera por

centrifugacidn.

Cada uno de los precipitados se disuclven en KOAc 0.01 con 10%
de glicerol v ditiotreitol 0.004 M y sc dializan contra KOAc
0.1 M con mercaptoctanol 0,004 M, A continuacién se les adi--

cionan 1/3 de volumen de KAc 0.1 M con S0% de glicereol ajus-
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tando labcdngentrAéién de ditiotreitol a 0.004 M. Si se for-
makalgﬁhfrésiﬁudfinsoiuble, se separa centrifugando 11,400 xg,

durante 10”ﬁinhtos. Los sobrenadantes se almacenan a -70°C.

F. Relaciones utilizadas para cuantificar la concentracién

—

del ‘4cido ribonucléico (ARN) y de las proteinas.

Para cuantificar el ARNt libre y el aminoacil-ARNt, se usd la

siguiente relaci6n, (Giesen, et al., 1976):

é
4

T mg /ml de ARN = 20 D.O. 260 nm

La relacién para cuantificar proteinas, fué la siguiente:

mg/ ml de proteina = 1.48 x D.0, 280 nm -0.74 D.0O. 260 n,

G. Condiciones para formar el complejo ternario de iniciacidn.

La reaccién se llevé a cabo bajo las siguientes condiciones,

(Giesen, et al., 1976):

Solucidén amortiguadora 8 - Tris/acetato 0.03 M pH 7.6,
| Mg (OAc), 0.005 M, KAc 0.07 M,
KC1 0.005 M. '
Del 3H-met-ARNti (preparado como se indica en la seccidn D)
50 pg; L-metionina 0.002 M; tris/acetato 0.05 M; pH 8; GTP
0.0001 M; ditiotreitol 0.0045 M, Mg(OAc)2‘0.0022 M; KC1 0.0085M
KOAc 0.1 M; fosfoenol piruvato-cinasa 6.3 pg; fosfoenol piruva-

to de potasioc 250 pg y la fraccién de germen de trigo que se



1nd1ca para cada caso ‘en la seccién de resultados. El volumen
f1na1 fue de ]70 pl la mezcla se incubd a 20°C durante 10 mi-

nutos. La reaccién se detiene diluyendo la mezcla con 5 ml de
solucidn amortiguadora 8. Siguiendo el método reportado por

Niremberg § Leder (1964) el complejo ternario iniciador se re-
tiene en filtros de nitrocelulosa (0.45 p), Los filtros se la-
van tres veces con 5 ml de la misma solucién amortiguadora, se
secan durante 30 minutos bajo ldmpara de infrarojo y se deter-
mlna la radlact1v1dad en viales con 5 ml de liquido de cente--
lleo {PPQ-POPOP-Tolueno} en un espectrofotémetro de centelleo

liquido,con una eficiencia de conteo para 3H de 54%

Para determinar los requerimientos de cada fraccidén de germen
de trigo en la formacidén de complejo ternario, se utilizan las

condiciones que se indicarin en la seccidn de resultados,

Reaccién para formar el complejo ternario de iniciacién:
3
Factor + “H-met- ARNt + CTP-—;Eactor H-met-ARNt. GTﬂ
complejo ternario de iniciacidn
que se retiene en filtros de ni-
trocelulosa.
La incorporacién del 3H-met-ARNtien el complejo ternario de ini-
ciacidn en presencia de las fracciones A o B de germen de trigo
es aproximadamente 30 000 cpm/mg de proteina. Cuando la fraccién
proteinica no estd presente en el medio de reaccidén o cuando se
sustituye por otra proteina como alb(mina de suero bovino, 1la in

corporacidn es de 100 cpm/mg de proteina. La dependencia de la

reaccidn por el GTP sc presenta en la scccién de resultados.
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1. Efecto de las poliaminas en la reaccidén de aminoacilacién.

A. Purificacién de las aminoacil-ARNt sintetasas y del dcido

ribonucléico de transferencia.

Para realizar el presente trabajo se formé el metionil'ARN%
(para iniciacidén), utilizando un sistema de amincacilacién
heterdlogo, compuesto por aminoacil-ARNt sintetasas de E.coli
y QRNt de germen de trigo. Dichas enzimas reconocen la espe--
ciewde ARNt}W para la iniciacién de las cadenas polipeptidi

et P .
Mt para posiciones internas en 1las

cas y no la especie ARNt
cadenas polipeptidicas de eucariontes, como ha sido demostra-
do por: Lucas-Lenard § (1971}; Hasel-Korn § Rotman-Denes (1973)

y Gosh, et al. (1974). Las aminoacil ARNt sintetasas fueron

purificadas a partir de un- sobrenadante de 100,000 xg de E.coli

el cual se fracciond a través de una columna de DEAE-celulosa
con una solucidén amortiguadora de fosfatos de baja molaridad
(0.02 M, y un pH 7.5).Estas condiciones permiten que las ami--
noacil-ARNt sintetasas se fijen a la columna separindolas de
un gran niimerc de proteinas del homogenado. Posteriormente in
crementado 1la molaridad de fosfato (0.25 M) y acidificando
ligeramente la solucidn (pH 6.5), se logra eluir el conjunto
de aminoacil-ARNt sintetasas, que incluye las sintetasas pa-
ra metionina v leucina, requeridas para este estudio. En la
figura 5 se muestra su perfil de elucién., La mayor actividad

de dichas enzimas fué detectada en las fracciones 52-54, por



D.O.
280 nm
2.0~ dsel
Aminoacil ARN; sintetasas

1.5

1.0

Cambio de
0.5 sol, amortiguadora

] 1 | i 1 1
10 20 30 40 50 60 Fracciones

Figura 5. Perfil de elucién de las aminoacil ARNt sintetasas
en una columna de DEAE-celulosa (16.5 x 1.5 cm).

G
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lo que fueron estas las que se concentraron y se utilizaron
en los estudios de la reaccién de aminoacilacifn, como se in

dica en materiales y métodos.

ParaellmNt, purificadb a partir de un homogeneizado de germen
de trigo (ver materiales y métodos), se obtuvo un rendimiento
de 240 + 50 pg/g de germen. Este resultado fue reproducible
en por lo menos cinco extracciones y se encuentra dentre del
rango de los rendimientos generalmente reportados (Rogg, 1969

Yy Robinson § Zimmerman 1971).

B. Determinacidn de las condiciones dGptimas para la reaccidén de

aminoacilacién,

En la teaccidn para formar el 3H metionil-ARNti , Se optimizaron-
las siguientes condiciones: -la concentracidn de enzima, la can-
tidad de aminodcido radiactivo, el tiempo de incubacién y las
concentraciones de Mg++ y ATP requeridas para dicha reaccién.-
Otras condiciones como son: pH, las concentraciones de fosfo-
enol piruvato cinasa, fosfoenol piruvato de potasio, ditiotritol
y ARNt, habian sido determinados anteriormente (Giesen et al.,
1976). En la seccidén de materiales y métodos se muestra la me-
todologia y las condiciones finales determinadas para esta reac-

cién de aminoacilacién.



b

34 Met~-ARN

t

cpm x 1073

150 -..

125k

100}

~
SN

50

25

0 ‘ 1 ] : | ] ] !

5 ) 15 20 25 30
[Enzima] ng

Figura 6. Variacién de la concentracién de las aminoacil-
ARNt sintetasas de E.coli y su efecto en la for-
macién de 3H-met-ARNtY . Las condiciones de 1la
reaccién sec describen en la tabla 1 de la seccidn
de materiales y métodos. Sc adicionaron cantidades
variables de enzima, hasta 30 pg en un volumen de
reaccidn de 100 pl,
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Determinacidn de la concentracidn de magnesio optimo.

-La concentracidn de magnesio sc varié en los cnsayos
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Figura 8.
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(ATP) mM

Determinacidn de la concentracién de ATP Optima. La
concentracidn de ATP sec varidé en los ensayos para
Tormar Ai-met-ARNt1. La concentracidn de magnesio
fue de 7 mM y las otras condiciones de la reaceidn
no sc modilicavon. ‘
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'EnLié figﬁfa 6 se observa que a medida que la cantidad de
—'»eﬁiima'se incremenfa en el medio de reaccidén, la cantidad
de ‘radiactividad incorporada también aumenta y alcanza un
nivel miximo a una concentracidén de enzima de 200-250 pg/ml.
El valor miximo de radiactividad como 3H-met incorporada al
3H-met~ARNt fue de aproximadamente 125,000 cpm, lo que equi-
vale a 7 pmoles. Las aminoacil-ARNt sintetasas Se mantienen
estables a -20°C durante aproximadamente un afio, después del
cual pierden un 20-30% de su actividad. Debido a ellec es ne
cesario ajustar periddicamente la concentracidén Sptima para
lé”reacciﬁn de aminoacilacién. También se puede observar que
la formacidén de 3H-met—ARNti empieza a decaer a concentracio

nes de enzimas mayores que el Sptimo.

El tiempo 6ptimo de incubacidn para la reaccién de aminoaci-
laci6én con metionina fue de 25 min y la concentracién de

3H-metionina fue de 5 pM (datos no mostrados).

En las figuras 7 y 8 se muestra que las concentraciones &pti-
mas de Mg++ y ATP son de 7-10 mM y de 1.33 mM respectivamen-
te. Es un hécho conocido que la relacidn entre las concentra-
ciones de Mg++ y ATP es uno de los factores que altera de
manera importante la reaccidn de aminoacilacidon. Con una re-
lacidn adecuada de estos componentes se puede evitar que se

formen los complejos inactivos: I\IgATP-2 Y MgATP2 6 , como lo

indican en sus publicaciones Mohan § Rechnitz (1974) y Franco
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§ Huberman (1975). Por esta razén en la reaccidén de amino-
acilacidén con metionina se probaron varias relaciones de
UWg++) / (ATP) resultando ser las mejores de 5.8 a 7.5 (da

tos no mostrados).

Estas relaciones coinciden con las concentracioneshdptimas

de Mg++ y ATP determinadas previamente, de tal manera que,

en los ensayos que se describen a continuacidn se mantuvie-
ron €sas concentraciones. Por otro lado, en la figura -8, que
muestra la dependencia de la formacidn del 3H-met-ARNt a
distintas concentraciones de ATP, se puede observar una cai-
da drédstica después de alcanzar la concentracién 6ptima. Este
efecto fue reproducible en por lo menos 6 ensayos y también
ha sido observado en la aminoacilacidn con metionina en un
sistema de mamiferos, (Vargas R: Romidn R. y Castafieda M.,

datos no publicados).
C. Efecto de las poliaminas en la reaccifén de aminoacilacién.

Utilizando las condiciones 6ptimas observadas para la forma-
cidn del met-ARNtl, se realizaron los ensayos para determinar
si en la reaccidn de aminoacilacidn existia algiin efecto cau-

sado por las poliaminas.

Se sabec que las poliaminas sustiuyen parcialmentc al magnesio

que .s¢ requiere en la reaccidn de aminoacilacidn y que son ca-
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Figura 9. Determinacidn de¢ 1la concentracidn de espermina optima.
La recuaccidn de aminoacilacidn del ARNt de germen de
trigo con dH-met, sc llevd a cabo en presencia de con
centraciones variables de espermina, la concentracidn
de magnesio utilizada fue de 2 mM y las concentracio-
nes del resto de los componentes de la reaccidén fucron
las mismas que sc indican en la tabla 1.
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Figura 10. Determinacién de la concentracidén de espermidina
6ptima. La recaccidén de aminoacilacién del ARNt de
germen de trigo con JH-met se lievd a cabo en pre
sencia de concentraciones variables de espermidi-
na y con una concentracidn de magnesio de 2 mM,
las demis condiciones fueron las mismas que sc in
dican en la tabla 1.
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paces de estimular dicha reaccifén. La estimulacidn puede
deberse a que las poliaminas alteran la conformacidén del

ARNt (referencias en el inciso C de la introduccién).

En el presente estudio era necesario determinar las concen-

traciones &dptimas de espermina y de espermidina en la reac-

cién para aminoacilar e} ARNt de germen de trigo con 3H-met,
pafa lo cual la concentracidn de magnesio se disminuyé a

2 mM y las otras condiciones de la reaccién no se alteraron.
Se utilizdé esta baja concentracidén de magnesio tomando como

base los trabajos reportados por: Takeda § Igarashi (1969) e
Igarashi, et al., (1971j, quienes demostraron que las poli-

aminas estimulan la reaccidén de aminoacilacidén en E.coli

cuando la concentracién de magnesio es de 2 mM.

Otros autores como Konecki et al, (1975) y posteriormente
Igarashi et al. (1978) demostraron que las poliaminas esti-
mulan la sintesis de los polipéptidos en sistemas libres de
cBlulas de eucariontes, siempre y cuando la concentracién
de magnesio sea menor al nivel 6ptimo en ausencia de ellas.
Estos Gltimos sistemas dependen de la reaccién de aminoaci-

lacién.

Los resultados se presentan en las figuras 9 y 10, donde se
observa que la incorporacién de 3H-mct en 3H-mct-ARNtl se

incrementa al aumentar la concentracién de poliamina, obte-
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Figura 11.

Efecto de las poliaminas sobre la formacién del
3H-met-ARNt1. Los ensayos se realizaron como se
indica en métodos, excepto que en este caso se
formd el 3H-met-ARNt en presencia de: magnesio
2 mM; espermina 80 uM + magnesio 2 mM; espermi-
dina 0.8 mM + magnesio 2 mM y con magnesio 7 mM.

..o65-.
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-nié&ndose unaiﬁéxiﬁarincorporacién a una concentracién de es-
permina de.SO M y-de espermidina de 0.8 mM respectivamente
(promedio de 6 ensayos). Los resultados logrados en presen-

cia de cada ‘poliamina en la reaccién de aminoacilacién, pre-
sentan diferencia en cuanto: i) al incremento total alcanza-
do siendo mayor con espermina; ii) la concentracién de cada
poliamina necesaria para obtener dicho incremento (espermina
80 pM, espermidina 0.8 mM) y iii) la cin@tica que describen,
ya que la curva con espefmina presenta un periodo de estimu-
lacidén bajo, a menor concentracién de espermina, aumentando
considerablemente a partir de 50 pM, mientras que la curva

descrita por espermidina no presenta este efecto.

Los datos de la figura 11, muestran que en presencia de ni--
veles saturantes de espermina o de espermidina y una concen-
tracidén de magnesio de 2 mM, se logra una estimulacidn en la
formacién de SH-metionil-ARNt'1 de un 260% y 220% respectiva-
mente. Estos porcentajes se calcularon tomando como base la
radiactividad obtenida en SH-met ARNt en presencia de magne-
sio 2 mM sin poliamina. La cantidad total de 3H-met-ARNt for-
mado en la reaccién que se lleva a cabo a baja concentracién
de magnesio y con poliaminas, resultd similar a la formada
con niveles dptimos de magnesio (7 mM) comunmente usados (sin
poliamina}). No obstante cuando se realizaron los cnsayos eon
presencia de poliaminas y de concentraciones de magnesio 6p-
timas o inclusive mils altas, no se¢ lograron resultados repro-

ducibles (datos no mostrados).
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Figura 12.

Efecto de las poliaminas sobre la formacidn de
3H-leu - ARNt. Los ensayos se realizaron como

se indica en m&todos, excepto que en este caso

se formé el 3H-leu-ARNt en presencia de: magne-

sio 2 mM, espermina 80 uM + magnesio 2 mM, esper-
midina 0.8 mM + magnesio 2 mM y con magnesio 12 mM.
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Para saber si el efecto de las poliaminas en la reaccidn
de aminoacilacifn era especifico, se midid esta con otro
aminodcido. Se realizaron los ensayos de la aminoacila-
cién con'sﬂrleucina, usando las condiciones previamente
establecidas para metionina. En la reaccidn en presencia
de las poliaminas la concentracidn de mangesio también fue

de 2 mM.

El efecto de las poliaminas sobre la aminoacilacién con
“leucina se muestra en la figura 12, donde se puede apreciar
que espermina 80 pM, también estimula la formacidén de
3H—leucil-ARNt (160%), sin embargo con espermidina 0.8 mM
casi no hay estimulacifén (108%) comparadas con la reaccién
en presencia de magnesio 2 mM sin poliaminas. La estimula-
cidén obtenida en presencia de espermina fue nuevamente si-
milar a la incorporacidén obtenida en condiciones de magne-
sio 6ptimo sin poliaminas, tal como se describid anterior-
mente para la aminoacilacién con metionina. lLa concentracidn
6ptima de magnesio para la aminoacilacidn con leucina fue

de 12 mM.
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IT. Influencia de las poliaminas en la formacifn del complejo

ternario de iniciacidn.

A, Actividad especifica de las fracciones «, A, B y ¥ aisla-
das de germen de trigo y efecto de las poliaminas en la

formacién previa del metionil-ARNt™,

Una vez que se demostrd que las poliaminas estimulaban la
reaccién de aminoacilacidn con una concentracidn de magnesio
baja, el siguiente paso se encamind a estudiar si en la pri-
mera reaccifén de la iniciacién de sintesis de proteinas, es-
to es, la formacién del complejo ternario de iniciacidn:
[Factor.met-ARNti.GTﬂ el SH-met-ARNti, formado en presen--
cia de poliaminas, resultaba més activo que el 3H-met—ARNti
formado unicamente en presencia de una concentracién éptima
de magnesio. La proposicidén anterior se apoyd en el hecho de
que las poliaminas se unen al ARNt (Quingley, et al
1978; Bolton § Kearns 1977), por lo que durante la reaccién
de aminoacilacidn podrian quedar unidas al met-ARNti, afec-
tando su conformacidén y haciéndole mds ficil su interaccidn
con los otros componentes que intervienen en la iniciacidén

de la sintesis de proteinas.

N\
Para llevar a cabo los experimentos que se describen a conti-
‘2 . . 3 i
nuacidn, fue necesario aislar el “"H-met-ARNt™ de la mezcla

de reacci6n. Con este fin sc aumentd, el volumen de la mezcla
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El complejo ternario de iniciacién[factor 3H-met-
ARNt. GTH, se form$ en presencia de cantidades
variables de la fraccién B. Las condiciones de la

reaccidn se indican en el inciso E de materiales
y métodos.
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Tabla 2

Especificidad de formacidn del complejo ternario
de inicijacién.

Fraccidn cpn/ mg de proteina
Leu- H-ARNt met - SH-ARNt *

oc nd 4 969

A 882 - 34 700

B 3 445 22 063

? 228 11 465

%a formacién del comlejo ternario fue hecha con
H-leu-ARNt y “H-met-ARNt! en las condiciones que
se indicn en el inciso G de materiales y métodos
con las . racciones de germen de trigo que se indi-
can. Los resultados se dan como cpm del aminoacil-
ARNt respective por mg de proteina.

nd = no se determind. '
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de rehcciéﬁ a 12 ml y se llevé a cabo en algunos casos con |
 1a concentracidén 6ptima de magnesio (7-10 mM) y en otros ca
sos con la concentracién éptima de espermina (80 mM} y mag-
nesio a 2 mM. Las condiciones para aislar el 3H-met-ARNti s

se presentan en la seccidn de materiales y métodos.

Para la formacién del complejo ternario de iniciacidén era
necesario purificar el'factor proteinico, con actividad para
unir especificamente 3H-met-ARNti en una reaccién dependiente
de GTP. Para obtener este factor, se fracciond un sobrenadan-
te de 100,000 xg de germen de trigo y después de varios pasos
de purificacién, se obtuviercn por precipitacidn con sulfato
de amdnio, cuatro fracciones proteinicas:a(0-30%); A (30-50%),

B (50-72%) y ¥ (72-80%) de saturacidén con sulfato de amonio.

En la figural3 se muestra un ejemplo de una curva de la forma
cién del complejo ternaric de iniciacidén contra la concentra-
cién de la fraccién B . Para determinar la concentracién sa-
turante de proteina se hicieron curvas similares én cada una
de las fracciones {datos no mostrados). Todas las curvas mos-
traron linearidad a bajas concentraciones, y a altas concen--
traciones el nivel de incorporacidn llega a estabilizarse,en
términos generales describen una curva de tipo sigmoide. A

cada una de las fracciones se les determiné su actividad es-
pecifica para formar el complejo ternario de iniciacién, asi
como la especificidad para unir otro aminoacil-ARNt. Estos

resultados sc presentan en la tabla 2, donde puede notarse que



Tabla 3

. 3 i .
Influencia del “H-met-ARNt~ formado previamente
en presencia, o en ausencia de espermina en la
formacidn del complejo ternario de iniciacidn.

3H-met-ARNt Complejo ternario de
(formado previamente) | iniciacidn.
(actividad especifica)

cpm/mg
sin espermina {6 363 + 175
con espermina 80 pM 7 206 + 140

Para formar el complejo ternario de iniciacién,
la reaccidn se llevé a cabo en presencia de
3H-met-ARNt® formado previamente en presencia 6
en ausencia de poliamina. La determinacidn del
complejo ternario de iniciacidén se describe en
el inciso G de materiales y métodos. En este ca-
so se usd la fraccidén B de germen de trigo. Los
resultados se dan como cpm de “H-met-ARNtl incor
porado al complejo ternario por mg de proteina.
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las fracciones A y B, son las que presentan mayor actividad
'espétifica_para unir el 3H—met-ARNti y due unen, por el con
trario, al 3H-leu-ARNt en muy baja proporcidén. Estos datos
indican que el factor que une 3H-met-ARNti precipita en un
rango muy amplio de saturacidn con sulfato de amonio, entre
30 y 72%, sin embargo se decidié seguir haciendo el fraccio-
namiento de esa manera por los datos que posteriormente se
describen. La fraccién A presenta mayor actividad especifica
que B, para unir el met-ARNti y menor actividad para unir el
léu-ARNt. En los experimentos realizados posteriormente se
utilizaron principalmente las fracciones A o B , debido a sus
actividades especificas y al mayor rendimiento que se obtuvo

de ellas.

Con los 3H-met-ARNti preformados en presencia o ausencia de
poliamina y la fraccién iwcteﬂﬂcag que une el 3H-met-ARNti,
se midieron los complejos ternarios respectivos. En la ta--
bla 3 se muestran estos resultados (promedio de 5 experimeh-
tos). De estos datos se concluye que los 3H-met-ARNti prefor-
mados en presencia o ausencila de poliamina se comportan de ma
nera semejante en la reaccibn para formar el complejo terna-

rio de iniciacién: [Factor. S-met-ARNE® . GTP} .

Para determinar si las poliaminas dec otra manera podian cjer-
cer un efecto en la formacién del complecjo ternario de inicia-
cién, se decidié adicionarlas al medio de reaccidén cn presen-

cia de las fracciones A 6 B . En todos los casos sc utilizd
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Figura 14. Formacién del complejo ternario de iniciacién con
la fraccidn A en prescncia de espermina. Las con-
diciones de la reaccién se indicaron en la seccién
de materiales y métodos. En este caso los ensayos
se realizaron en presencia de concentraciones va-
T 1bles de espermina.
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Figura 15. Formacién del complejo ternario de iniciacidn con
la fraccidon A en prescencia de espermidina. Las
condiciones de la reaccién se indicaron en la sec-
cién de materiales y métodos. En este caso los en-
sayos sc realizaron en presencia de concentraciones
variables de espermidina.
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H-met-ARNt;f; el cual se habia aminoacilado unicamente
en presencia de magnesio. Los resultados se presentan a

continuacidn.

B. Efecto directo de las poliaminas sobre la formacién

del complejo ternario de iniciacidn.

a. Niveles de saturacidén de poliamina en la reaccibn del

complejo ternario de iniciacidn.

En la reaccién de iniciacidén mencionada, se determinaron
los niveles de saturacidn de espermina o de espermidina
‘con cada una de las fracciones A y B, Todos los datos que
se muestran a continuacidn son un promedio de 4-6 experi-
mentos. En la figura 14, se describe el efecto de espermi-
na en la formacién del complejo ternario de iniciacidén con
la fraccién A . Se observa que espermina inhibe la reaccidn
y lo hace en relacidn a la concentracidén utilizada, llegan-
do a un miximo de inhibicidén del 45% a 100 pM de espermina.
La Figura 15 muestra exactamenté el mismo efecto cuando se

utiliza espermidina, alcanzando una inhibici6n de 60% a TmM.

. A o .
8in embarge —on la fraccién B, se observan incrementos en la
radiactividad incorporada al complejo ternario de iniciacidn
con espermina y con espermidina (Figuras 16 y 17). Con csper

mina 100 pM sc encontrd un miximo de estimulacidn de 1606% y
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Figura 16. Formacidn del complejo ternario de iniciacién
en presencia de espermina con la fraccién B,
Las condiciones de la reaccién sc¢ indicaron en
la seccidn de materiales y métodos. En este ca-
so.los ensayos sc realizaron en prescncia de con-
centraciones variahles de espermina.
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Figura 17.

Formacidn del complejo ternario de iniciacidn
con la fraccidn B en presencia de espermidina,
Las condiciones de la reaccidn se indicaron cn
la scccién de materiales y métodos. En este caso
los énsavos se realizaven en presencia de con-
contraciones variables de espermidina.
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Tabla 4. Dependencia de “los "nudleéifidbs ‘trifosfatos
' en la formacién del complejo ternario de

iniciacién.

Experi- Espermina GTP ATP Actividad % Efecto
mento 100 pM 58.8 uM 61 }]M Especifica
cpm/mg
1 - + - 36 304 100 -
2 - - . 4 923 13.5 In
3 - + - 36 304 100 -
4. + + ) 18 800 52 In
5 - + - 36 304 100 <
6 - - + 16 011 44 In
7 - - - 4 923 140 -
8 + - - 6 652 135 Es
9 -] - + 16 011 100 -
10 + - + 13 342 83 In
11 + + - 18 800 100
12 + - - 6 652 - 35 In
13 + + - 18 800 100
W+ - + 13 342 71 In

Las reacciones se llevaron a cabo con la fraccion A de germen de trigo,
Los resultados se dan como cpm de 3{l-ARNt1 incorporado al complejo terna-
rio de iniciacidén por mg de proteina.

() el componente que se indica no se adiciond al medio de reaccidn,

(+) si se adiciand,

In = Inhibicién. -

Es = BEstimulacidn.

N n
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“con éspéfﬁidihar1;mede.182%.

Los niveles de inhibicién (52%) o de estimulacién ( 174%)
con cualquiera de las poliaminas probadas con las fraccio
nes A o B, dieron un efecto reproducible en cuando menos

5 experimentos.

b. Determinacidén de los requerimientos de la reaccidn para
formar el complejo ternario de iniciacidn, en presencia

y ausencia de poliamina.

En muchos trabajos se ha demestrado ampliamente que la reac-
cidén del complejo ternario de iniciacién depende de GTP y es
inhibida por las sustancias que inhiben la iniciacién de sfn-
tesis de proteinas (Dettman § Stanely 1972 ; Cashion §
Stanely, 1973; Stanely, 1974; Treadwell § Robinson, 1975;

Benne , et al., 1979; Dettman § Stanely, 1973}.

Esto nos llevd a determinar si la reaccidén en estudio mostra-
ba los mismos requerimientos. En primer lugar se determind 1la
dependencia de nucledtidos trifosfato en la formacidn del com
plejo ternario de iniciacién, para las fracciones Ay B . lLa
tabla 4 muestra los resultados obtenidos con la fraccidn A .
' A
Nuevamente la'presencia de espermina con la fraccidn A, inhi-
be la formacidén del complejo ternario de iniciacidn (experi-

mentos 3 y 4 de la tabla 4 y figura 14). Esta reaccidn en au-

sencia o cn presencia de poliamina depende de GTP un 86% y un
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Tabla 5. Depedencia de los nucledtidos trifosfatos
. en la formacién del complejo ternario
de iniciacién,

Experi- Espermina GIP ATP Actividad % Efecto
mento 100 pM 18.8 M 61 pM | Especifica
cpm/mg
1 - + - 36 792 100
2 - - - 22 031 60 In
3 R - 36792 | 100
ORI : - 59 603 162 Es
5. : - 36 792 100
ST L e | e . 55 165 150 Es
7 - - - 22 031 100
N + - - 25 033 114 Es
9 - - + 55 165 100
10 + - + 60 210 109 Es
11 + + - 59 603 100
12 + - - 25 033 42 In
13 + + - 59 603 100 No hay
14 + - + 60 210 101 efecto

Las reacciones se 1levaron a cabo con la fraccién B de germen de trigo.
Los resultados se dan como cpm de SU-ARNt! incorporado al complejo terna-
rio de iniciacidn por mg de proteina,

(-] el componente que se indica no se adiciond al medio de reaccién

() s1 se adiciond. ’

In = Inhibicidon

Lis = Ustimulacion,
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65%"respcctivamenté (experimentos 1y 2; 11 y 12 de la ta-
bla 4). Existe cierto porcentaje de actividad que es inde-
pendiente de los nucledtidos trifosfatos y que se estimula
en presencia de espermina (experimentos 7 y 8}. El ATP pue-
de reemplazar parcialmente al GTP (experimentos 5 y 6; 9 ¥y

10; 13 y 14), sin cambiar la respuesta inhibitoria.

En la reaccidn para formar el complejo ternario de iniciacidn
1%wfracc16n B, en ausencia & en presencia de poliamina, mues-
t¥a una dependencia por el GTP de un 40% y un 58% respectiva-
mente (experimentos 1 y 2; 11 y 12 de la tabla 5). La esper-

mina con la fraccién B estimula la reaccidn un 625% (experimen-

tos 3 y 4 de la tabla 5), lo que nuevamente confirma los re-

sultados anteriores (figura 16).

Espermina tambié&n estimula (un 14%) la reaccidn para formar
el complejo ternario de iniciacifn que no depende de GTP (ex-
perimentos 7 y 8). El ATP puede sustituir completamente al
GTP e inclusive estimula la reaccidn (experimentos 5y 06).
Espermina éstimula la reaccidn con ATP en menor proporcidn
que cuando estd presente GTP (experimentos 9 y 10). Si se com
paran los resultados de la reaccidén con espermina en presen-
cia de GTP y de ATP, experimentos 13 y 14 respectivamente, no

se observa un incremento de la actividad de 1a fraccién B .



Tabla 6

Inhibicidén de la formacién de complejo ternario de .inicia-

cidn en-presencia de ATA.

Fraccién Espermina | ATA cpn/mg de Efecto
- 100 M 30 M proteina %
) - - 30 825 100
- + 14 232 In 54
+ - 18 613 In 38
» + + 9 347 In 70
B - - 31 391 100
| . * 14 126 In 55
+ - 48 243 Es 154
+ + 21 949 In 30

Se adiciond &4cido aurintricarboxilico (ATA) 30 M a la mez-
cla de reaccién para formar el complejo ternario {inciso G
de materiales y métodos).Los cxperimentos se realizaron con
las fracciones A y B dec germen de trigo en presencia y en
auscncia de espermina como se indica en la tabla.
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. 8e notard que.las actividades especificas de las fracciones
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Ay B que se presentan en la tabla 3 son diferentes a los
resultados de las tablas 4 y 5, esto se debe a que se utili-
zaron diferentes preparaciones de 3H-met-ARNt, las cuales
tuvieron radiactividades especificas distintas, que fueron

de 1.0 x 10S - 1.5 x 106 cpm/mg de ARNt, la misma.explicacién

es vdlida para los resultados de las otras tablas.

Pard determinar si la radiactividad detectada (en los filtros

de nitrocelulosa) correspondia al complejo ternério de inicia-
cidn, se decididé estudiar: primero si dicho complejo era inhi-
bido por el dcido aurintricarboxilico (ATA) y segundo si otros
dcidos ribonucléicos ‘podrian sustituir al met-ARNti en la reac-

cidn.

El ATA es un inhibidor de la iniciacién de sintesis de protei-
nas, inhibe la formacidén de los compiejos: ternar;o,.(4OSIJ y
[SOSI] (Siegelman § Apiron (1971) ; Dettman § Stanley (1973)

" En la tabla 6 se muestra que el ATA (30 pM) inhibe la reaccidn
para formar el complejo ternario de iniciacidén aproximadamen-
te un 55% con las fracciones Ay B. También en presencia de
espermina se observa que el ATA inhibe en la misma proporcidn.
Se hablian usado previamente varias concentraciones de ATA vy
s¢ obtuve la mayor inhibicidén con ATA 30 pM. (datos no mostra-

dos).



Tabla 7

Presencia de ARNm y ARNt en la formacidn del complejo ternario de iniciacién,

Fraccién Espermina | ARNm=TMV ARNt de germen cpm/mg de Inhibicién
120 pM 7.2 pg de trigo 7.2 pg proteina )
A + - - 19 078 100
+ + - 15 430 19
+ - + 15 072 21
B + - - 24 903 100
+ + - 18 034 28
+ - + 19 922 20

A la mezcla de reaccifn para formar el complejo ternario de iniciacidn se
adicionaron las cantidades indicadas del &4cido. ribonucléico mensajero (ARNm)
correspondiente al virus del mosaico de tabaco (TMV) y del dcido ribonuclei-
co de transferencia {ARNt) de germen de trigo. El complejo ternario se midid
en presencia de espermina con las fracciones A y B de germen de trigo.

_08_
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Tabla 8

Estabilidad a temperatura de las fracciones A y B de germen

de trigo.
Fracci6n| 37°C 50°C 70°C cpm/mg de | Actividad
o 5 min 5 min 5 min proteina remanente
b %

A - - - 34 850 100

; + - - 6 055 17

B - - - 20 820 100

+ - - 44 968 215

- + - 25 400 122

- - + 16 560 80

Las fracciones A y B se calentaron durante 5 min. .a las
temperaturas que se indican y posteriormente sc¢ determi-
ndé su actividad para formar el complejo ternario inicia-
dor. En presencia de poliamina los resultados fueron si-
milares.
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Por otro lado se determind si los dcidos ribonucleicos men-
sajero o de transferencia, podian competir con el 3H-met-ARNti
que se une al factor para formar el complejo ternario de ini-
ciacidn, 1a unién causaria una disminucidn en la radiactividad
incorporada a dicho complejo. En la tabla 7 se muestra que la
presencia de 7.2 pg del ARNm del virus del mosaico {TMV) inhi-
be la reaccidén con las fracciones A o B en un 19-28% y cuando
se adiciond a la reaccién ARNt de germen de trigo, tambig&n se

observd una inhibicién del 20% con ambas fracciones.

¢, Determinacibn de la estabilidad de las fracciones Ay B a

diferentes temperaturas.

El hecho de que las fracciones é y B mostraron efectos dife-

rentes en la formacién del complejo ternario de iniciacién en

presencia de espermina, indujo a pensar que estas dos fraccio-
nes podrian tener otras caracteristicas distintas, como por

ejemplo, su estabilidad a diferentes temperaturas.

La tabla 8 muestra los resultados en relacidn a la actividad
remanente de cada una de las fracciones A o B, después de que.
se preincubjron a las temperaturas que se indican. Como se
puede observar, la fraccifén A es poco estable a la temperatu-
ra, ya que cuando sc preincubd a 37°C durante 5 minutos, su
actividad remanente fué de 17%, mientras que la fraccidn B

.

en las mismas “condiciones se activa, siendo su actividad re-



Titulacidén de la fraccién A con la fraccién B.

Tabla

9
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Fraccidn Espermina Actividad Efecto %
M especifica
cpm/mg

A B
ug ug

704 + 1562 - 38 845 - 100
704 + 1562 120 43 444 Es 111
352 + 1562 120 49 162 Es 106
704 + 781 120 48 460 Es 107
704« 520 120 35 970 In 7.4

El complejo ternario iniciador se formd en presencia
de espermina, con una mezcla de las fracciones A y B
como se indica en la tabla.



manente de 215%. Cuando la fraccifn B se incubdé a 50°C du-
rante el mismo tiempo, afin presenta una gran estabilidad y
finicamente se logra observar una ligera pérdida de la acti-
vidad cuando esta fraccifn se incuba a 70°C. La actividad
residual también fue medida en presencia de espermina y los
resultados obtenidos fueron muy similares a los mastrados en

la tabla 8.

d. Efecto de las poliaminas en la formacidén del complejo ter-
nario de iniciacién en presencia de una mezcla de las frac-

ciones A y B.

La sinfesig de proteinas siempre se ha visto estimulada en
presencia de poliaminas, como 1o indican los datos reportados
en la literatura, tanto a nivel de elongacién (eucariontes)
(Konecki et al., 1975; Atkins et al., 1975; Cohen § Zalik,
1978; Hunter, et al., 1977), como a nivel de iniciacién (pro-
cariontes) (Algranati § Goldember, 1971; Igarashi ﬁ Hirose,
1978). En el presente trabajo se encontraron resultados hasta
cierto punto contradictorios, ya que solamente con una de las
fracciones se observa estimulacién y con la otra inhibicién en
presencia de los policationes utilizados. Ademds en un extracto
de germen de trigo (en el cual estin presentes ambas fracciones
en un momento dado), cuando este extracte (23,000 x g) se¢ incu-
ba con una mezcla de aminodcidos radiactivos, ARNm-TMV y poli-

amina, se ha observado estimulacién cn la sintesis de proteinas



(resultados obtenidos por diferentes personas en este mismo:
laboratorio). Lo anterior llevd a plantear la pregunta ;Cudl
seria el efecto preponderante en un sistema de iniciacién
fraccionado (como el descritc hasta aqui), cuando se midiera
este paso de iniciacidn en presencia de ambas frachiones Ay
B ?. La respuesta a esta pregunta se encuentra en los resul-
tados de la tabla 9. En estos experimentos, el complejo terna
rio de iniciacién se formé en presencia de espermina con una
mezcla de las fracciones A y B. Utilizando la mezcla de Ay B
a niveles de saturacidén de cada una de ellas en la reaccidn ,
sin poliaminas, el resultado no fue la suma de las actividades
especificas de las dos fracciones, sino que resultd ligeramen-

te superior a los resultados obtenidos con cada fracci6n por

separado.

Con las fracciones A y B en concentraciones saturantes y en
presencia de espermina, el efecto encontrado fue ligeramente
estimulatorio, comparado con el resultado en ausencia de poli-
aminas. Cuando la reaccidn se realizd con la fraccidn A a su
nivel de saturacidn y se mezcld con concentraciones saturantes
o con la mitad de la concentracidn de la fraccidén B, el efecto
encontrado fue también de una ligera estimulacién. Unicamente
se observd una ligera inhibicidn (7%) comparada con la reac--
cidn sin poliamina cuando la concentracién de la fraccién B

se disminuy6é a un tercie. Si por cl contrario la concentracidn

saturante de la fraccidn B sc manticne y la concentracidn de 1a
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 fraccién A se disminuye a la mitad de su saturacidn, el efec-

to en presencia de espermina es de estimulacién.



ool

DISCUSION Y CONCLUSIONES



Existe amplia evidencia que demuestra que las poliaminas
estimulan la sintesis de proteinas. Algunos autores pro-
ponen que es la etapa de iniciacidn la que principalmente
se estimula {Ochoa, et al., 1967; Igarashi § Hirose, 1978;
Igarashi et al., 1978; Igarashi et al,, 1980} en cambio
otros autores proponen que es a nivel de elongacaén de la
cadena polipeptidica donde se ejerce el efecto de estimu-
lacién,(Martin § Ames;-1962; Igarashi et al., 1974; Konecki,

et -al., 1975; Hunter et al., 1977 y Cohen § Zalik, 1978).

La presente tesis se propusc apoyar que las poliaminas es-
timulan la sintesis de proteinas a nivel de la iniciacién.
El trabajo se desarrolld tomando como base los datos (no
publicados) de la Dra. Ruth Romidn, quien observd que las
poliaminas estimulaban la sintesis de proteinas, en un sis-
tema libre de células de germen de trigo cuando se inicia-
ba la sintesis con una mezcla de aminodcidos libres y en
cambio las poliaminas no estimulaban la sintesis de protei-
nas cuando se adicionaban aminoacil-ARNt's. Por lo tanto
serian las reacciones de aminoacilacidn y de iniciacién

las que podrian estar estimuladas.

Como se ha podido observar en la introduccidn de esta tesis,
se presentaron cscasos reportes relacionados con el efecto

de las poliuminas en la iniciacién de la sintesis de protei-
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nas y ademds la mayoria de estos estudios se han rcalizado
en procarijontes, Debido a esto nuestro trabajo se encamind
a estudiar dos de las reacciones primarias de la sintesis ‘
de proteinas que son: la reaccién de aminoacilacién y la
reaccién para formar el complejo ternario de iniciacidn.
Y este estudio se realizd en un sistema de eucariontes (el

germen de trigo).

I. Reaccidn de aminoacilacidn,

La reaccidn de aminoacilacién del ARNti de germen de trigo
con metionina, la cual fué catalizada por las aminoacil-

ARNt sintetasas de E.coli, fue muy sensible a pequefias va-
riaciones en las concentraciones de cada uno de sus compo-

nentes.

En la curva de la formacidn del met~ARNti contra la concen
tracidn de enzima (aminoacil-ARNt sintetasas) se puede ob-
servar que la incorporacién de la 3H—met al 3H—met-ARNti
empieza a decaer cuando la concentracién de enzima rebaza
el nivel 6ptimo (figura 6). Es posible que estas concentra-
ciones se manifiesten los efectos de ciertos inhibidores

de las aminoacil-ARNt sintetasas, los cuales, copurifican

con ellas (Malathi & Mazumder, 1978).



‘De a;ﬁéfddréiidLre?éffadQ"gnf1a'iifératura; la eficiencia
de 1la fedccién para_fofﬁér el aminoacil—ARNf depende de la
“relacidn [Mg++]/ [ATP]presénte en la mezcla de reaccidn, si
se tiene una relacidn adgcuada se evita que se formen los

2

complejos inactivos: Mg ATP ° y Mg ATPZ-6 (Mohan & Rechnitz,

1974, Franco & Huberman, 1975).

El efecto de la relacidn [Mg+fJ / [ATP) es notorio en la
curva de incorporacién de la 3H-met al 3H—met-ARNti, que re-
presenta la variacidén de la concentracidén de magnesioc cuando
.se mantiene constante la concentracidn de ATP (figura 7} ¥y
este mismo efecto se hace mis notable en la curva contra la
concentracién de ATP cuando se mantiene constante la concen-
tracidén de magnesio {figura 8), en &sta Gltima se puede ob-
servar que la formacién del met-ARNti sufre una caida dris-
tica después que se alcanza la concentracién 6ptima de ATP.
El efecto sé puede explicar porque al cambiar la concentra-
cidn de ATP, la relacién [Mgﬂ) / [ATP) también se altera,
pudiendo dar lugar a una relacidn tal que sea inhibitoria
para la reaccidn. En este caso la relacién 6ptima de [Mg++}
fATP] fue la que resultd usando las concentraciones dptimas
de Mg' Ty ATP.
A,

Bajo las condiciones gptimas para formar el met-ARNti se de-
mostrd que tanto espermina {SO pM) come espermidina (0.3 mM)

en presencia de una baja concentracién de magnesio {(2mM),

-

,,;ﬂ;éég SR



“ﬂestlmulan 1a reacc1on de am1noac11ac1on del ARNt de ger-

4‘men de trlgo con metlonlna o con leucina (figuras 11 y 12

‘réé :ctlvamente) El nivel de estimulacidn con espermina
’fué mayor para el met-ARNt* (260%) que para el leu-ARNt
(160%), en presencia de espermidina casi no se observd el

efecto con leu-ARNt,

Estas diferencias en el grado de estimulacidn y las dife-
rencias en los niveles de incorporacién entre el leu-ARNt
y el met-ARNti pueden deberse a que, en los dos casos, se
utilizé la misma concentracidén dptima de poliamina, la cual
se habia determinado previamente para metionina y puede ser
que los requerimientos de poliamina, en la reaccidn de ami-

noacilacién, varien para cada aminodcido.

De los trabajos publicados (Igarashi et al., 1969, 1971 y
1972; Robison § Zimmerman, 1971; Igarashi & Hirose, 1978 y
Lapointe § Kern, 1979) y del presente trabajo, se puede
concluir que la reaccién de aminoacilacidn estimulada por
las poliaminas presenta las siguientes caracteristicas:

i) se requiere de una concentracidn de magnesio baja (1-3mM).
ii) en todos los casos la concentracidén dptima de espermina

A

es si.ipre menor que la de espermidina y ésta todavia

menor que la de putrescina (Igarashi et al., 1969 y 1971).



iii) 1amefici¢ngia:de fdrmacién-delVaminoacil—ARNt en un
rjsisfémé de baja concentracién de magnesio mds poli-
amina, es tan eficiente como su formacidn en presen-

cia de una concentracién 6ptima de magnesio.

iv) el efecto de las poliaminas se presenta tanto en los
sistemas de aminoacilacién homélogos (Takeda § Iga-
rashi, 1969. e Igarashi et al., 1972) como heterdélogos
(Igarashi § Hirose, 1978 y la presente tesis) de los
procariontes y de los eucariontes.

V) en la reacci6n de aminoacilacién, las poliaminas en
presencia de concentraciones mayores ai éptimo de mag-

-nesio presentan efectos inhibitorios {Lapointe & Kern,
1979 y datos de nuestro laboratorio). Este efecto se
debe principalmente, a que las altas concentraciones :
de cationes provocan la precipitacidn del ARNt (Bachrack,
1973) que se encuentra en el medio de reaccidn, o bien
por alterar la relacidn Optima [Mg+ﬂ / [ATP} provocan-

do en cualquier caso la inhibicidon de la reaccidn.

Por otro lado, se ha observado que las poliaminas no promue-
ven la reaccidén de intercambio ATP-PPi (Igarashi et al.,
1971; Matsuzaki § Takeda, 1973; Pochon § Cohen, 1972,
Pastuzyn § Loftfield, 1972 y Lapointe § Kern, 1979), ni la
formacidn de complejos aminoacil-adenilatos; ambos caracte-
risticos de la recaccidén de aminoacilacidn. Tales complejos

se forman Gnicamente en presencia de magnesio como lo de--



_muéSthH'MTtbﬁiaki;S:Takeda (1973). De estos datos se ha

;pfoﬁﬁééﬁ‘;qﬁe;~ei ﬁeéanismo de la reaccidén de aminoaci-
_1ati§nféﬁ‘pfésencia de poliaminas, sea diferente al que
Vsé.lléﬁé é ﬁabo con magnesio. Por los datos mostrados
“anteriormente, al usar el t&rmino "estimulacidén' por po-
liaminas, se debe entender que se trata de un iﬁcremento
en la formacidon del aminoacil-ARNt, siempre con respecto
al que se forma en pfesencia de una baja concentracidén de
magnesio (sin poliaminas) y no a una mayor aminoacilacién
con respecto al magnesio dptimo (figuras 11 y 12). Se pue-
de decir que las poliaminas estimulan por simple sustitu-
c¢idn del magnesio en-la reaccidn, pero no por ocupar los
mismos sitios del magnesio, ya que se sabe que cuando in-
teraccionan las poliaminas y el magnesio con el ATP, enzi-
mas o ARNt, cada uno tiene diferentes sitios de unidn
(Quingley et al., 1978 y fig., 2 en la introduccidén). Esto
podria indicar que la reaccién de aminoacilacidn procede

bajo mecanismos diferentes.
11, Formacién del complejo ternario de iniciacidn.

Para entender esta reaccidn fue necesario obtener una frac-
cidn proteinica de germen de trigo, capaz de formar el com-
plejo ternario de iniciacién (factor. met-ARNti.GTP], la
cual se purificé parcialmente a partir de un sobrenadante
de 100,000 ﬁg. Como se muestra en la tabla 2, se encontra-

ron tres fracciones que presentan actividad para formar el
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1comp1e30 tcrnarlo. Aun cuando en. el presente trabajo se
_;segu1a una sccuenc1a dc purlflcac1on similar a la que pre-
‘sentan Geisen et al. (1976)'y Spremulli et al. (1979),
‘hoéqtros éncontramos que.-la fraccidén con capacidad para
formar él complejo ternario podiamos fraccionaria cn dos
partes de acuerdo a su comportamiento en presencia de las
poliaminas. Las actividades de las fracciones A, B, son
similares a las del factor elF-Zen cuanto a que unen el
met-ARNti y esta unién depende del GTP (Dettman & Stanley,
1972; Dettman § Stanley, 1973; Schreirer § Stachelin, 1973;
Weissback § Ochoa, 1976). En presencia de acido aurintri-
carboxilico la formacidn del complejo ternario tambi&n se
inhibe (Dettman § Stanley, 1973; Levin et al., 1973; Adams

et al., 1975; Trachsel et al., 1977).

En nuestro caso la mayor actividad especifica, se encontrd
en la fracéién A que precipita entre 30-50% de saturacidn
con sulfato de amonio, disminuyendo la actividad en la frac-
cién B (50-72% de saturacidn) y la fraccién & contiene sé-
lo la parte final de la actividad, si se considera al frac-
cionamiento como una distribucidn del tipo campana de Gauss.
Estos datos difieren un poco de los publicados por Giesen,
et al. (1776), quienes cncontravon la mayor parte de la
actividad en una fraccidn que precipita entre 50-72% de sa-
turacidn con sulfato de amonio y tambhién difieren de los

resultados de Spremulli, et al. (1979) quicenes, invierten

-
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'cl proccso dc purlflcac1on conccntrando con sulfato de

amonlo_antcs dc la cromatografla y encuentran la activi-

Vdad del factor eIF 2entre 40-60% de saturacidn con sulfa-
’to de’amonio. Esto nos lleva apensar que las cardcteristicas
de purificacién (precipitacidn y cromatografia) no son de-
terminantes como criterios para definir si en una fraccién
se encuentra el factor proteinico deseado, sino que debe
complementarse con caracteristicas de funcionalidad y es-

pecificidad.

Debido a que las poliaminas se unen al ARNt (Quingley et
al., 1978) afectando su conformacidn (Pochon § Cohen, 1972;
Bolton & Kearns, 1977), se pensd que si esta interaccibn

es lo suficientcmente estable, se podrian mantener unidas
al'met—ARNti, y obtener un mayor rendimiento en la forma-
cién del complejo ternario de iniciacidn. Para estudiar es-
te punto se prepard nwt-ARNt.1 en presencia de poliaminas y
se us® como sustrato en la reaccidn para formar el complejo
ternario de iniciacidn. Sin embargo,como se mostrd en la
tabla 3, 1a formacidn de dicho complejo es igual de eficiente
que con el metw‘\RNtfL preparado Gnicamente con una concen--
tracidn de magnesio alta. Este resultado puede explicarse
si: a) la poliamina unida al met-ARNti (formado en su presen-
cia) se hubiera disociado al purificar el aminoacil-ARNt a
través de la columna de DEALR-celulosa o durante la didilisis
posterior a su precipitacién con alcohol; b) la conforma-

.. i . Lo
¢idén dJel met-ARNt® conferida por.la poliamina no fuese lo
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sufitientéﬁentc‘estable como para manifestar su efecto
ehnla siguiente reaccién y c¢) el ARNt utilizado en la
fofmacién del met-ARNti contenga poliamina enddgena uni-
da en nivel saturantc que ya no se modifica por la poli-
amina exdégena, lo cual impediria diferenciarlo en la reac-

cién del complejo ternario,

Estudiamos también el efecto de las poliaminas a nivel del
complejo ternaric al adicionarlas directamente en cl medio
éﬁe reaccion. Los resultados obtenidos demuestran que la es-
permina y la espermidina presentan efectos diferentes sobre
el conmplejo ternario de iniciacidén, formado con las fraccio
nes A y B. Mientras que la actividad de la fraccién A se -
inhibid un 45% con espermina y un 60% con espermidina (figu .
ras 14 y 15), la fraccidn B se estimuld un 766% y un 182%

con espermina y con espermidina respectivamente (fig. 16 y 17).

Ya que el principal efecto de la presencia de poliaminas so
bre la sintesis total de proteinas es de estimulacidn, era

de esperafse que este fuera el Gnico efecto observable en

la formacién del complejo ternario de iniciacién, sin embar-
go los resultados fueron hasta cierto punto contradictorios,
siendo necesario tratar de investigar dicha recaccidén con ma-
yor detenimiento. En primer término sabemos que la rcuccidn

para formar el complejo ternario de inciacion debe cumplir



R ’ Lot ‘96'

con ciertos requisitoé,'comqfsbn{“duerla reaccién depende
de GTP (Dettman § Stanley, 1972; Cashion § Stanley, 1973;
Stanley 1974; Treadwell § Robinson, 1975; Giesen, et al.,
1976 y Benne et al., 1979) y que se inhibe con bajas con-
centraciones del dcido aurintricarboxilico (Dettman §
Stanley, 1973). Junto con los pardmetros anteriores, tam-
bién se determind la-especificidad por otros aminoacil-ARNt's
y la unidén a otros pdlinucléotidos, come criterios para de-
terminar que las fracciones proteinicas tenian las caracte-
risticas propias de un factor de iniciacidn que es capaz de

formar el complejo ternario de iniciacidn.

Losvresultados de la tabla 4 mostraron que para formar el
complejo ternario de iniciacidédn la fraccidén A, en presencia
0 en ausencia de poliamina depende del GTP un 65% y un 86%
respectivamente. La fraccidn B mostrd una menor dependencia
por el GTP, 58% y 40%, en presencia y en ausenc@a despoli—
amina respectivamente (tabla 5). Los dos valores de la
fraccién A y de la fraccidén B con poliamina estdn cerca del
rango que s¢ ha reportado para los factores aislados de
germen de trigo y de ascites Krebs II,en estos sistemas la
dependencia por el GTP es de 60-70% (Giesen et al., 1976;
Spromulli et al., 1979 y Reynols et al., 1977). En cambio
la dependencia dec la fraccién B por el GTP en la recaccidn

con poliamina esta fuera de los valores mencionados y resul



.Iosﬁvdydreé del factor de iniciacién EIF-1

‘t6. superior a

‘de ascites Kebs 1T, en este caso cuando sc lleva a cabo

‘eagc;oﬁ con-e1 met-ARNt™ de levadura, la dependencia
,lpdfaéi GTP es de un 28% con ¢l factor sin purificar y 1la
depeﬁdeﬁcia por GTP es de 48% cuando el factor se¢ ha pu-

rificado parcialmente (Reynols* et al., 1977).

También se observd que, en la reaccidén para formar el com
plejo ternario de iniciacién con la fraccidn A, el ATP sus
tituye parcialmente al GTP (44% tabla 4),.siendo este efec
to similar al reportado por Benne, et al.(1979) con el fac
tor elF-2 de reticulocito de conejo. La reaccidén con 1la
fraccién B, mostr6 una mayor unién independiente de GTP,
en presencia o ausencia de poliamina (tabla S5}, lo cual in
dica que dicha fraccidn contiene mids impurezas que la frac

cién A.

Por otro lado, concentraciones de dcido aurintricarboxilico
(ATA) alrededor de 30 pM, inhibieron parcialmente la reac-
cién del complejo ternario formado con la fraccién A, con

y sin poliamina un 70 y 54% respectivamente y en presencia
de 1la fraccién B csta inhibicién fué de 30 y 55% respecti-
vamente (tabla 6}, Los niveles de inhibicidn del dcido au
rintricarboxilico en 1o veaccidn sin poliamina, son menores
a los reportador por Dettman § Stanley (1975); Reynolst et al.

(1977) v Roy et al. (1981), cn cstos casos la inhibicidn

* La referencin esti al final del indice hibliogrifico.
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“765 ;é¥§§.5¢i716Oﬁ: «Reyﬁols et al. (1977) muestran 4ue
',T:éﬁjlaﬁ;eéﬁziéh:ﬁéra formar el complejo ternario de ini-
.Ciééigﬁ};ﬁbn>el factor de iniciacidén de ascites Krebs II
>f'¢nipreéencia del met-ARNt! de reticulocito de conejo el
ATA (30 pM) inhibe un 98% y con el met-ARNti del mismo
sistema de ascites Krebs II la inhibe un 67%. Al adicionar
el cofactor denominado Co-EIF-1 (que copurifica con los
factores de iniciacidén), la inhibicidén por el ATA disminu-
ye entre 9 y 14%. En él presente trabajo las fracciones
A y B de germen de trigo podrian tener una proteina simi-
lar al Co-EIF-1, la cual podria evitar que el ATA inhibie-
Ta la reaccién en un . 100% y es por esto que la inhibicidn

observada es de un 30-70%.

En cuanto a la especificidad de las fracciones A y B en

el reconocimiento de los aminoacil-ARNt's se encontrd una
fuerte preferencia de unién por el met-ARNti comparativa-
mente con el leu-ARNt (tabla 2). Cuande la reaccién para
formar el complejo ternario de iniciacidn se llevd a cabo

en presencia de dcidos ribonucléicos diferentes al met-ARNti,
se observd una inhibicién de 19 y 28% en presencia de ARNm-
TMV con las fracciones A y B respectivamente (tabla 7), el
porcentaje fue similar a la inhibicién con el factor de ini-
ciacidn c¢lF-2 de reticulocito de conecjo reportado por

Kaempfer, et al. (1979, el cual se puede unir a diferentes
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ﬁéidos ribonucléicos. Al adicionar ARNt, este inhibe 1a
reaccién en igual proporcidén (20%) con ambas fracciones
(tabla 7). En estas fracciones se podria encontrar una
pfoteina que sc¢ une al ARNt, existen bases para hacer es-
ta proposicién ya que, Reynols et al. (1977) encontraron
que en sus preparaciones del factor de iniciacién capaz

de formar el complejo ternario, tienen una proteina que se
une al ARNt y que esta unidn también inhibe (11%) la reac-

scién.

De los resultados anteriormente mencionados, por un lado

la total y parcial dependencia por el GTP y la inhibicidn
.parcial por el ATA, y por otro lado la poca competencia

con el met—ARNti que mostraron el ARNm y el ARNt presen-
tes en la reaccidn sirven de apoyo para proponer que el
complejo ternario de iniciacidn con cualquiera de las frac-
ciones A y B de germen de trigo presenta efectivamente el
comportamiento esperado para un complejo ternario de inicia-

cidén de la sintesis de proteinas.con ¢ sin poliamina,

Otro hecho importante fue la diferencia tan marcada que
mostraron las fracciones A y B en cuanto a su estabilidad
a la temperatura, la fraccidn A perdid 83% de su actividad

cuando se calentd a 37°C, durante 5 min, mientras que la



‘ A ¢l factor de iniciacién aislado del germen de tri-
‘*goﬁpqrES?}emﬁlii et al. (1979}, el cual pierde 50% de su

‘aétividad al ser calentadn a 45°C durante 5 minutos.

Es muy importante notar que aunque el efecto de las poli-
aminas en la formacidn del complejo ternario de iniciacidn
es opuesto con cada una de las fracciones A y B, el efecto
éfeponderante con una mezcla de ellas (con niveles saturan-
tes de cada una), es de un ligera estimulacién como se es-
peraria de los datos previamente publicados, que muestran
en todos los casos una estimulacidn en la sintesis de pro-

teinas (iniciso e de la introduccién).

En los experimentos que 'se presentan de la tabla 9 se pue-
de observar que el efecto de inhibicidn en la formacidn del
complejo ternaric de iniciacién sc manifiesta solamente cuan
do un tercio de la fraccién B estd presente, (inhibicién
7.4%), ademis estc efecto no es tan marcado como el que
muestra la fraccidn A por scparado (inhibicién 45%, Eigu-

ra 14).

En la literatura se ha reportado que las poliaminas cstimu-
lan la iniciacién y la elongacién de la sintesis de protei-

nas. De los pocos datos que existen a nivel de la iniciacién
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,tcncmos un'
,a) La espcrmldlna estlmula en los procuriontes, la forma-
cién del- complejo de iniciacién compuesto por: la subuni-

dad rlbosomal 305, el fmet-ARNt, el GTP, el ARNm y 1los
factores de iniciaéién, el complejo se denomina como [3051].
En estos organismos no se forma un complejo ternario de ini-
ciacién. El grado de estimulacidn del complejo pOSI] es de
136% (fgarashi et al., 1978) y rcsulta menor a la estimula-
cién que hemos observado en la formacién del complejo terna-
rlo de iniciacién [Factor.met-ARNt Y .GTP] con la fraccién B
de germen de trigo (en este caso la estimulacidén fue de 166 %
y 182% en presencia de espermina y de espermidina respectiva
mente), y b) La espermidina estimula un 290% la formacién

del complejo de iniciacidn [4081] de reticulocito de conejo,
dicho complejec esta compuesto por: la subunidad ribosomal 408,
el met-ARNt.l , el GTP y los factores de iniciacién, la esti-
mulacidén con espermidina en este caso resulta mayor a la que
hemos observadoc en la formacién del complejo ternario de ini-

ciacidn del germen de trigo.

En relacién con la estimulacidén de las poliaminas a nivel

de la elongacidn de la sintesis de proteinas ya se tienen
varias publicacienes, las cuales se han citado en la intro-
duccidn, una de las mis recientes es la reportada por Igarashi
et al. (1980), estos autores determinan la incorporacidn del
mot-ARth a la cadena polipeptidica en prescncia de esper-

midina en un sistema libre de células de germen de trigo y
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?oS;ieporte§, que dicha- in-

‘resulta similar a la que hemos

formacidn del complejo ternario de inicia-

Hasta la  fecha no existe otro reporte que muestre la esti-
mulacidén en la formacidén del complejo ternario de inicia-
ci6n en presencia de las poliaminas, como el que se presen

ta en esta tesis.

Para relacionar los datos encontrados con el mecanismo de

la sintesis de proteinas, propongo tres interpretaciones,
cualquiera de cllas implica que los factores requieren de

una mayor purificacifén. La primera presupone la existencia

de un componente proteinico adicional, X, que precipita prin-
cipalmente con la fraccidén A. La segunda presupone la exis-
tencia de dos componentes proteinicos, uno en A y otro en B,

que medien la respuesta hacia la poliamina. Y la tercera.

proposicién es que el componente X fuera una cinasa.

Explicando con mds detalle la primera interpretacién propon
go que en la fraccién A sc encuentra alglin componente pro-
teinico, ¥, que media la sensibilidad hacia las poliaminas,
uniéndose a uno de los componentes del complejo ternario e

iniciacidn provocando la disociacidén de cierto porcentaje
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Figura 18. Distribucidn de la actividad para formar el com-
plejo ternario de iniciacién con-las fracciones
4, A, By ¥ de germen de trigo y distribucidn
hipotética del componente X.
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; ‘ f@fib que sc ha observado con
Ia fratéi§th] &t ftétéidn es altamente sensible a la
temperéfﬁfa;'pfcséﬂféﬁalta dependencia por GIP y tiene ma
yor‘esﬁecifiéidad’en el reconocimiento del mct—ARNti con
respecto a otros aminoacil-ARNt's. Sin embargo la fraccién
A se inhibe un 20% con el ARNt desacilado, sugiriendo que
el componenté X (no obstante que la reaccidn es dependen-
te de GTP) le confiere alrededor del 20% de inespecifici-

dad en la fraccidn A y podria ser el causante de su ines-

‘tabilidad a la temperatura.

En el aso de la fraccién B, esta presentaria una minima can
tidad del componente X, de tal manera qué no se manifiesta-
inhibicidn en presencia de poliamina, sino que se estimula
la formacidén del complejo ternario de iniciacidén. Esto es
concomitante con un aumento muy considerable en su estabili-
dad a temperatura. La figura 18 ayuda a visualizar cbmo es-
tarian distribuidas las actividades de cada una de las frac-
ciones y la presencia hipotéticu del componente X, causante

del efecto de inhibicién que presenta la fraccién A.

En nuestro laboratorio se analizaron las fracciones A y B
por electroforesis en geles de poliacrilamida-dodecil sulfa
to de sodio (SDS) (datos no mostrados) y se encontrd que al
gunas bandas con pesos moleculares de 40,000 y 50,000 cran

similares en ambas fracciones, la fraccifn A presentd un ma



‘yofwhﬁmerd~ bandqs-con pesos molcculares arriba de 45,000

no present‘s_e” la«fracc1on B. Los pesos molcculares que

se esperan para el factor de 1n1c1ac1on (eIF-2) que forma

;el compiéjo ternarlo de iniciacidn de reticulocito de conejo
“son de 38,000 y de 48,000. Por lo tanto las protecinas con
mayor peso molecular que las anteriores y que se encucntran
en la fraccién A, podrian ser el componente X propuesto, ya
que este no se¢ encuentra en la fraccién B, De acuerdo a es
ta interpretaciodn,el efecto estimulatorio en la formacidn
del complejo ternario de iniciacién ocasionado por las poli-
aminas, parece estar oscurecido en la fraccibén §4por la pre-
sencia de un componente,Aln con la presencia del componente
X, el efecto producido por las peoliaminas a este nivel de
iniciacién seria de estimulacién. Los experimentos de la
tabla 9 apoyan esta interprctacidn, ya que cuando se hizo

la mezcla de las fracciones A y B y se midié el complejo
ternario dé iniciacién en presencia de espermina, el efecto
que se encontrd fuc predominante de cstimulacidén y Gnicamen-
te se inhibié cuando la concentracidén de B era muy baja,
manifestindosc entonces el componente X de la fraccidn A

en la mezxcla de las dos fracciones.

La segunda. interpretacién es menos simple, pero puede expli-
car las diferencias en ¢l comportamiento de lus fracciones

A y B. En este caso, propongo que en cada fraccidn existiera
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un _componeiite proteinico

1as fracciones A y B caracteristicas distin

éaé}fcuahdq iﬁkfedCCiénipara'formar el complejo ternario de
"iﬁiéidéién se realiza en presencia de las poliaminas, el --
eémponcnte Y se comportaria de una manera similar al de la
primera proposicién, disociando parte del complejo ternario
de iniciacién causando asi una inhibicién. Sin embargo el -
componente Z de la fraccién B, podria formar un intermedia-
Tio con la poliamina o con los otros componentes del comple
~jo ternario, de tal manera que favoreciera sus interaccio--
uhes, desplazando la reaccién hacia la formacidén del comple-

jo de iniciacién: (Factor.met-ARNt' , GTP), lo que se mani--

festaria en un efecto estimulatorio,

Por otro lado Roy, et al, (1981) han descrito en el reticu.
locito de conejo la existencia de un co-factor del factor -
que une el met—ARNti denominado Co-eIF-2A, el cual por si--
mismo estimula la formacidén del complejo ternario de inicia
cidén y precipita entre 0-60% de saturacién con sulfato de --
amonio, este co-factor podria estar junto con la fraccién A
o con la fraccién B, Si en germen de trigo, vostulamos la -
existencia de un co-factor similar, lo situariamos junto --
con la fraccién A ya que de acuerdo a lo nportndd por Rov,

et al.(1981), las poliaminas inhiben la formacidén del com--
plejo ternario y que tal inhibicién persiste adn en presen-
cia del co-factor, Sin embargo otras caracteristicas del Co
elF-2A, lo situarian cn la fraccidén B, ya que este co-fac--

tor de veticulocito revierte la inhibicién del complejo ter



harlorcausada poT ATA o por ARNm y es establc a 50 C, carac

1teriast1cas'quenman1 esto la fraccién B (excepto la inhibi-

cién’ por ARVm)

AGn cuando queda en duda la intervencidn de un co-factor en
la actividad de las fracciones A o B, su presencia en otro
sistema apoya la proposicidn de la posible existencia de un

componente "extra', como aqui se ha propuesto.

En la tercera posibilidad un filtimo dato de la literatura -
ayudaria a entender nuestros resultado. Cuando el factor -
eIF-2 que unec el met—ARNti es fosforilado, pierde su capaci
dad de formar el complejo ternario de iniciaci6n (®*Austin.§
Clemens, 1980). Una posibilidad pudiera ser que ¢l componen
te X fuera una cinasa, la cual se estimulara en presencia -
de la poliamina de tal manera que el factor elF-2 de la ---
fraccidn 5 y no el de la fraccién B se fosforilara,ﬁnacti--
véndolo, lo que traeria por consecuencia que cuando las -
fracciones A y B se mezclan, pudiera no haber una estimula-
cifén sino que Gnicamente se rédujera la inhibicién observa-
da con la fraccién A, porque el factor estavia fosforilado
en la fraccién A y no en la fraccién B,
A

Para comprobar cual de las tres posibilidades es la mas fac
tihle os necesario establecér experimentalmente ia existen-
cia de los componentes X, Y y I mediante una mayor purifica

cidn de las fracciones y de ser posible, demostrar que cuan



tddwcédé EﬁmpbﬁentéfSé'adiciona por separado a la reaccifn -
para formar el complejo ternario de iniciaci6én, muestre --
~una inhibicién_okuna estimulacién en presencia de las po--
1i§minas. También se pueden marcar radiactivamente cada uno
de los componentes en la reaccién (factores, componentes X,
Yy Z, met—ARNti, GTP o poliaminas), para identificar si es
que participan o no én la formacién del complejo ternario -
de iniciaci6n y posteriormente analizar que tipo de comple-

jo {s) se forman en presencia de las polidminas.

Como podemos observar, es necesario tener una mayor infor-

macidén relacionada con el mecanismo por el cual las poli-

aminas estimulan la sintesis de proteinas y también es ne-
cesario determinar qué reaccidén o reacciones se encuentran
afectadas de manera mds importante. Una vez que se conozca
dicha informacidén se podri proponer un mecanismo de regula-
cidén de 1a sintesis de proteinas en el que muy probablemen-

te participen las poliaminas.

En esta tesis se presentan los datos que constituyen el pri
mer reporte, hasta la fecha, que apoyan el hecho de que las
poliaminas estimulan la sintesis de proteinas a nivel de
la ectapa de iniciacidn, especificamente en la formacidn del
complejo ternario de iniciacidn, en un sistema de cucarion-
tes (germen de trigo), siendo esta una reaccién previa a la
formacidn del complejo de iniciacién {40817,

.
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