
UNIVERSIDAD N A C IO N A L  DE LA PLATA

FACULTAD

CICLO RIBOSOM ICO DE R E T IC U L O C IT O S  DE C ON EJO .  

LA U T I L I Z A C I O N  DE LOS MONOMEROS L IB R ES  A 

T R A V E S  DE SU D I S O C I A C I O N  EN SU BU N I D A D E S  

RIBOSOM I C A S  N A T I V A S .

DE C IE N C IA S  E X A C TA S

DELIA A. SORGENTINI

1.974



El presente trabajo de tesis para optar 
al grado de Doctor en Ciencias Químicas (o- 
rientación biológica) ha sido realizado en 
el Sector Bioquímica de la Facultad de Cien
cias Exactas, bajo la dirección del Dr« Ga
briel Favelukes,



Mi agradecimiento

al Dr, Gabriel Favelukes por haber posibili
tado rr.i iniciación en la investigación cien
tífica, por su guía y dedicación en la direc
ción de este trabajo y por su inestimable a- 
yuda en la redacción, discusión y corrección 
dsl mismo.

a mis compañeros del Sector Bioquímica y muy 
especialmente a C.Martona de Borrajo con quien 
he realizado los experimentos iniciales de 
este trabajo.



INDICE pógirw

Agradecimientos 
Lista da Tablas 
Lista da Figuras 
Presentación

INTRODUCCION

1*1 Iniciación da las cadenas peptíriicas 
1*1.1 Cadanas da iniclacdan* Especificación tía la iniciación 

an al código genético
1*1.2 Matianina coma iniciador universal 6
1*2 El procesa de la iniciación en precaristas* 7
1*2.1 Aminaacll tñNA Iniciador 7
1*2*2 Factores de iniciación 6
1*2*3 Reconocimiento do la señal de iniciación y función «£sl 9

factor IF3*
1*2.4 El factor IF3 y las factores dn Intorf«rancia. 12
1*2*5 Posas en el proceso de iniciación* 13
I *2.5*1 Formeción dal complejo de iniciación30S* 13
1.2.5.1.1 Unión de mRNA a 30$ 14
1.2.5,1*2 Union de aminoacil tRNA iniciador. 14
1*2*5.2 Formación dal complejo de iniciación 70S* 15
1.2.5.2.1 Unión de la subpartícula 50S* Liberación y raci- 15

ciado de las factores.
1.2.5.2.2 Sitio de unión da fMct—tRNA al ribesema, 15
1*3 La actividad disociante en proceriotes. 17
1.4- El cicla ribosámic® en precariotos. 20
1*5 El proceso de la iniciación en euc&ilettfü. 24
1*5.1 Amlneacll tRNA iniciador. 24
1.5*2 Factores da iniciación 25
I *5*2.1 Obtención do los factores a partir da distintas 26

fuentes, y propiedades do los mismos.
1.6*2,1,1 Extractos rlbosómicos. 26
1*5,2.1.2 Sabrenadentes post-ribosóroices. 29
1,5.3 Pasos en el proceso de iniciación. 31
1*5*4 Sitio da unión dsl llat-tRNAf al ribasamo* 37
1*6 La actividad disociante an eucariatas.

n i

VIII
x
1
2
4
5

36



X«7 d o l o  rlbosómico en eucoriotes.
1«8 Discriminación entre distintos mRNA.

• MATERIALES' Y METODOS

MS1 Drogas.
M.2 Soluciones utilizadas»
M.3 Animales»
M.4 Tratamiento de los animales»
M»5 Obtención da reticulocitos»
M»6 Preparación de extractos acelulares (linodos).
M.6.1 Lisado 1;1
M.6.2 Lisado 1:1 en sales
M»6»3 Lisado 1:1 enriquecido an polisomas»
M.6.4 Lisado 1 :4,
M.6.5 Lisado 1:2
M.7 Obtención de la fracción ribosómlca total»
M.7.1 Ribasomas totales-1, RbT-1.
M.7.2» Ribosomos totales-2,RbT-2
M.8 Obtención de fracciones ribosómicas nativas purificadas,
M.9 Obtención de partículas ribosómicaa nativas marcadas 

32con P.
M.10 Obtención de ribosomas agotadas.
M»10.1 Ribosomas totales agotados, RbT-ag 
M.1Q.2 Ribosomas 808 agotados, a partir de ribasomas tota-' 

les, 60S®g-A.

pógino
40
44

49

50
50
51 
51
51
52
52
52
52
52
53 
53 
53 
53
53
54

55
55
55

M.10.3 ftibosomas SOS agotados, a partir de polisomas »80Sag-8 55
M.ll Obtención de ribosomas 80S de cólulas incubadas con 55

NaF. 80S-F.
M»12 Obtención de ribosomas 805 reas ociados. oO:>R. 55
M.13 Preparación de la fracción enzimótica SA40-70. 55
M.14 Preparación de tRMA de hígado de conejo. 55
M.15 Obtención de extractos rihosómicos. Eft-l y ER-5, 57
M.15.1 Extracto rlbosómico dielizario, Eft~d, 57
M.15.2 Extracto ribosómico desalado en Sephadex G25. ER-G25 55
M.15.3 Relación extracto ribosómico a ribosomas (ER:Rb). 58
M.16 Incubación de células enteras. 58
M.17 Sistemo acelular con lisado no fraccionado. 58
M.18 Sistemo acelular con polisemas y sobrenadante. 59



M«19 Sistema acelulor con componentes solubles definidos• 59
M,20 Incubaciones con agregado de hemina. 60
W«21 Determinación de la concentración de las fracciones 60

rlboaómicas, de RNA y de proteica,
M.22 Gradientes do densidad de sacarosa, 60
M«22.1 Ultracentri fugad ón en gradientes analíticos* 60
M.22.2 Ultracentrifugación en gradientes preparativos, 61
M.22.3 Análisis espectrofotométrico y fraccionamiento de 61

los gradientes.
M.23 Determinación de la incorporación de aminoácidos 62

radioactivos.
M.23.1 Incorporación a proteínas, 62
M.23.2 Incorporación a proteínas más aminoacil-tñlsiA uni- 63

do a ribaBomas.
M.24 Determinación de la radioactividad de partículas 63

32ribosómicas marcadas con p„

RESULTADOS 64

R.l Estudios sobre el ciclo en retículocitos, y la parti- 65
cípación do los ridesamas monómeros SOS nativos.

R.l.l Ribosomas monómeros, precursores do unidades riboáómi- 65
cas activas en celulos enteros.

R.l,2 Las partículas subribosómicas nativas como precursoras 67
de poli somas ̂ en sistemas ©celulares de retlculocitos.

R.l.3 Los ribosomas monómeros. Bu comportamiento ©n si siste- 70
ma acelulor con componentes definidos.

R.l.4 participación de los ribosomas monámeroa nativos como 71
precursores de poliGomas, en presencia del ©a tracto 
ribosómico ER,

R.l.4,1 Incorporación de manómaros 805 nativos a polisoma8 71
concomitante con su escisión en partículas subribosó- 
mlcas.

R.l.4.2 Necesidad de energía en el proceso da utilización 72
de los ribosomas 60S nativos*.

R.l.4.3 Les subunidades obtenidas por efecto del extracto ri- 73
bosómico forman complejos del tipo de los complejos 
de iniciación.

R.2 Actividades del extracto ribosórrdeo, 75

página



página
R#2.1 La estimulación global de la iniciación en la 75

síntesis de proteínas♦
R«2,2 La disociación de ribosomas monóroeros por el 77

extracto ribosómico,
R«2,3 Inactivación del extracto ribosómico. 79
R«2,4 Separación da ambas actividades del extracto 00

ribosómico,
R.2,5 Condiciones en que se extrae la actividad di 8 o- 81

cíente apoxtir de los ribosoroas totales.
R.3 Algunas propiedades da la remoción tí® disociación. 82
R.3.1 Curso de la reacción y afecto de la temperatura. 82
R,3,2 Efectos de cantidades crecientes del extracto rl- 82

bosóndco.
R,3,3 Efectos de inhibidores de la síntesis de proteínas, 83
R,3,4 El efecto disociante se ejoros solo sobre ribosomaa 85

805 libres,
R,3,5 Comparación del efecto disaciante sobre distintas 06

tipos de ribosamas monÓmsros 80S,
R.3.6 Requerimientos de energía. 87
R»3.6.1 Efecto de la presencia do energía en la actividad 87

disociante da distintos extractos ribosómicos,
R.3,6.2 Acción estimulante de diversos nucleótidas. 88
R.3.6.3 Determinación do los niveles óptimos da ATP. 89
R,3,7 Dependencia de la concentración de iÓn M g V  89
R,3,6 Modo de acción del ATP. 69

DISCUSION 92

0,1 Le reacción y el factor de disociación. 99
D.2 El ciclo ribosómico y la reacción de disociación. 106

CONCLUSIONES 109

BIBLIOGRAFIA 112

ABREVIATURAS 178



Lista da tablas

Tabla
1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

Unión de las partículas subribosómicas nativas—
32P a polisemas| durante la síntesis de proteí
nas en sistemas «celulares* %

32Incorporación da material- p de partículas 80S- 
32P a polisomas por efecto del extracto ribosó
mico* Influencia de la energía.

Efecto dol extracto ribosómico crudo sobre la in
corporación por rihosomaa 0OS nativos de fenila—
„ , 14lanine- C en uniones peptxdicss, con mensajero 
endógeno o con poli-U* en un sistema acelular con 
componentes solubles definidos.

Inactivación del extracto ribosómico por efecto 
de le temperatura* Pérdida de le actividad diso
ciante*

Influencio de le temporatura do praincubeción del 
extracto ribosómico sobre su efecto disociante de 
rlbosomas 80S a 25°.

Separación de los actividades disociante* y de es
timulación global de la síntesis de proteínas*

La actividad disociante del extracto ribosómico. 
Condicionas sn qus se la extrae da la población 
rlbosómica total*

Efecto inhibitorio sobre la actividad disociante 
por cantidades altas dal extracto ribosómico di li
li zedo*

Efecto de inhibidores da la síntesis de proteínas 
sobre le actividad disociante del extracto ribosómico*

Efecto disociante del extracto ribosómico sobre ribo- 
somas monómeros obtenidos por distintos procedimientos*

Efecto del agregado de energía sobre la actividad diso
ciante de distintos extractos ribasómicos.

Página
128

129

130

131

132

133

134

135

136

137

138



Tnbl® Página
12 Influencia da ATP’ y/o GTP sobra al efecto 139

disoclfinta dal extracto riboeómico.

13 Influencia da los núcleosido-trifosfatos so- 140
bra la actividad disociante del extracto ri- 
bocómico.

14 Efecto de los nucleósido—fosfatos de adenosi— 141
na sobre la actividad disociante.

15' Influencia da la concentración del ión Mg++ 142
sobra el efecto disociante del extracto í'l- 
bosómico.

16 Actividad disociante dal extracto ribasómico. 143
Efecto comparativo del ATP y sus enólogos
AMPCPP y AMPPCP.

17 preincubación parcial de los ribosomas 805f o 144
bien del extracto rlbosómico con ATP. Su in
fluencia sobre la reacción da disociación.



Lista da Figuras

Figura Página

1
%

Obtenoión da distintos tipos da ribo soma o monómeroe
eos.

146

2 32Fraccionamiento da loa rlboeomas livianos* P y aná*- 
lisia do laa distintos fraccionas.

146

3 Utilización da ribosomas 008 pora la reformación da 
polisomas en reticulocitos enteros qua oa recuperan 
da la inhibición do la síntesis proteica por fluoru
ro de sodio

150

4 32Unión da las partículas subribosómlcas 40S y 60S- P 
m polisomas, en el sistema acelular complato oon com
ponentes solubles definidos

152

5 32Unión do ribosomas 80S- P nativos a polisomas. Efec
to d©l extracto ribosómico.

154

6
3

Unión de metionina- H a partículas subribosómlcas 
408, obtenidas por acción del extracto ribosómico 
sobre ribosomas monómsros.SOS*

156

7 Curso de la incorporación de valina- C a proteínas 
en el sistema acolulnr con componentes solubles defi
nidos y ribosomas totales agotados. Estimulación por 
la presencia del extracto ribosómico crudo.

150

. 6 Respuesta da diferentes tipos de preparaciones da ri
bosomas a la estimulación por ol extracto ribosómico

14crudo, de la incorporación de valina- C en proteínas*

160

9 Efecto do cantidades crecientes del extracto ribosómi-
14co crudo sobre la capacidad de incorporar valina- C 

en proteínas, en un sistema acelular con ribosomas 00S 
agotados y componentes Solubles definidos.

162

10 Efecto de inhibidores de la iniciación sobre le estimu-
14loción de la incorporación de valina- C en proteínas 

por ribosomas 60S agotados en presencia del extracto 
ribosómico crudo.

163

11 Actividad disociante del extracto ribosómico crudo 164



Fi&ura

12

13

14

15

16

17

10

19

20

21

Ensayo de diversas preparaciones do ribosomas 80S 
como sustratos para lo reacción do disociación*

Inactivación del extracto ribosómico par efecto de
lo temperatura. Pérdida de la estimulación do la
. „ . 1 4Incorporación ds valina- c on proteínas.

Disociación de ribosomas SOS por efecto do los ex
tractos ribosómicos crudo y desalado en Eophadex- 
G25.

Curso en el tiempo de la disociación de ribosomas 
monómeros por el extracto ribosómico.

Influencia de la temperatura de incubación en la 
disociación de ribosomas monómsros por efecto del 
extracto ribosómico.

Efecto de cantidades crecientes del extracto ribo
sómico en la disociación de ribosomas monómeros.

Inhibición del efecto disociante del extracto ribo
sómico por el ócido surintricarboxílico (ATA)

Ensayo de polisemias como sustratos de ls reacción 
de disociación.

Efecto de lo presencia de energía sobre la disocia
ción de ribosomas SOS.

Influencia do la concentración do ATP sobre el e- 
fecto disociante del extracto ribosómico.

Página

165

167

168

170

171

. 172

173

174

175 

177



1-

« Los estudios sobra el mecanismo de síntesis de proteínas llevados a
fiado _en pfocariotes y eucarlotes en los últimos años delinean claramente la i-L <£ >- K"

PRESENTACION

ma Bgrroe un funcionamiento cíclico del aparato pollsómico, en el que, por tra
ducción repetida del RNA mensajero, se sintetizan múltiples cadenas proteicas*

Las unidades ribosóntLcas que terminan de leer el mensaje son libera
das de los polisomas y reutilizadas luego para volver a unirse al mñNA s ini
ciar y construir nuevas cadenas peptídicas.

Junto con los polisomas en las células se encuentran rlbosomas monú
meros libres y partículas subribosómicas* Son estas últimas, y no los monóme- 
roe, las que se utilizan en el proceso de iniciación; como precursoras inmedia
tas del complejo de iniciación las partículas subribosómicas son intermediarias 
obligatorias del ciclo ribosómico.

El rol metabóllco de los mondmeros aún no está dilucidado y su relación 
con el ciclo polisómico ha sido debatida por numerosos autores* En la actuali
dad se considera que en eucarlotes ellos son partículas relativamente inactivas, 
lo que obligaría a pensar que no están directamente Involucrados como interme
diarios del ciclo. No obstante hay evidencias que sugieren que tienen un rol po
tencial en la síntesis de proteínas, a través de su utilización para la forma
ción de polisomas*

Hemos encarado entonces el estudio del rol de estos rlbosomas mondme
ros como precursores de unidades activas sn polisomas, en células enteras y en 
sistemas acelulares de reticulocitos de conejo, comparando su comportamiento 
con el de las partículas subribosómicas nativas.

En el presente trabajo se han obtenido evidencias de una posible vía 
de utilización de los rlbosomas 80s, a través de su disociación en subpartícu
las ribosÓmicas que, a semejanza de lo observado en bacterias, se logra por e- 
fecto de un factor(es) extraído de los rlbosomas con altas concentraciones sa

la escisión específica de ribosomas monórneros libres, son capaces de incorpo
rarse a polisomas y de formar complejos de iniciación, lo que sugiere un rol 
fisiológico de las mismas en la iniciación.

han permitido determinar algunas de las propiedades y requerimientos específi
cos de la reacción de disociación de ribosomas monómeros mediada por el factor. 
Entre ellos surge como característica saliente, la necesidad de adenosina tri
fosfato para que dicha reacción tenga lugar.

linas.
9s muestra además que estas partículas subribosómicas, obtenidas por

Hemos estudiado también algunas características del extracto ribosó
mico, y en especial, del factor de disociación. Los resultados obtenidos nos
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Lo secuencia de aminoácidos de una determinada proteína está especifi- 
cada por la secuencia de tripletos de nucleótidos de un segmento particular del 
ácido deroxirribonucleico (DNA).

En la primera faee del complicado proceso de síntesis de las proteí
nas, la información genética, codificada en el DNA celular, es transcripta en un 
intermediario, el RNA mensajero (mRNA), cuya secuencia de ribonucleótidos es 
complementarla a la de desoxlrribonucleótidos de una cadena de DNA* El mRNA a» 
une luego a partículas de rlbonucleoproteínas, los ribosomas, sobre los cuales 
se realiza la segunda fase - la traducción del mensaje mediante el código gené
tico - que lleva a la construcción secuenclal de la cadena polipeptídica*

La población rlbosómica total esté constituida por ribosomas monómeros 
libres, partículas subribosómicas y polirribosomas o polisomas (agregados de u- 
nldades ribosómicas asociadas a una molécula de mRNA)* Las distintas partículas 
ribosÓmicas son designadas genéricamente por su coeficiente de sedimentación 
(medido en unidades S, Svedberg) *

En bacterias, actlnomicetos y algas azul-verdes, los ribosomas monó
meros y las unidades ribosÓmicas de polleomae, tienen un coeficiente de sedimen
tación de 70S y pueden ser disociados por distintos métodos (l), en sendas sub- 
unldades, de 30S y 50S.

En el citoplasma de eucarlotes (levaduras, plantas y animales) los mo
nómeros y las unidades ribosÓmicas, que tienen un coeficiente de sedimentación 
de 80S, están constituidos por dos subunldades de 40S y 605. También existen po
blaciones ribosÓmicas en mitocondrias y en cloroplastos, con características 
propias, que, tanto en su coeficiente de sedimentación (70S, 305 y 50s), como 
en su funcionalidad, son allegadas a procariates más que a eucarlotes (2).

Las partículas subribosómicas (subpartículas) nativas (3) son constitu
yentes normales de la población rlbosómica total de las células, genéricamente 
caracterizadas por sus constantes de sedimentación (30S y 508 en procariotes;
40 y 605 en el citoplasma de eucarlotes)* Ge las nombra de esa manera para di
ferenciarlas de las subpartículae derivadas, que se les asemejan en su constan
te de sedimentación, pero que se obtienen de ribosomas mediante diversos trata
mientos drásticos de disociación no fisiológica "in vitro* (secuestrantes de 
Mg , cambios de pH, diálisis sin Mg (4, 5)), y que son inactivas* Actualmente 
se han obtenido preparaciones de subpartículas derivadas activas (6-11) por tra
tamiento de monómeros o pollsomas con soluciones de alta fuerza iónica, o dismi- 
nuyendo la concentración de Mg (12, 13); estas subpartículas se diferencian de 
las partículas subribosómicas nativas porque se dimerizan o se asocian entre sí 
a las concentraciones iónicas de loe sistemas acelulares*
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EX proceso general de la blo8ÍntesÍ8 de proteínas involucra tres etapas 
distintas: iniciación» elongación y terminación. En estas etapas se produce li
na serie de eventos coordinados» cuya secuencia lleva a la producción de una ca
dena peptfdica terminada y libre.

La primer etapa» de iniciación» es la decodificación del primer triple- 
te de bases ("codón") traducible del mRNA, por un ribosoma que se une específi
camente a un sitio de iniciación sobre el mensajero» ubicando al primer aminoá
cido en la posición amino terminal de la cadena» y poniendo correctamente en 
fase la lectura de los codones subsiguientes.

La segunda etapa» de elongación» es la traducción de los codones internos 
que siguen al tripleta específico de iniciación; tiene lugar po movimiento del 
ribosoma a lo largo del mensajero» que lleva a la lectura ordenada del mismo 
con polaridad del terminal 5' al 3a; en correspondencia con este movimiento» 1» 
cadena peptídica crece desde el extremo amino al carboxilo terminal. Los aminoá
cidos de los aminoacil-tRNA son agregados de a uno por vez» a través de una se
rte cíclica de reacciones, que involucran (a) un apareamiento de bases entre el 
codón del mRNA y la secuencia de bases complementaria de la región del anticotíón 
del tRNA, (b) la formación de launión peptídica y (c) la tran6locación.

Por último» en la tercera etapa» de terminación» luego de decodificar el 
último codón expresable como aminoácido»se reconoce un tripleto que no especi
fica ningún aminoacil-tRNA. En este codón o señal específica de terminación se 
produce la liberación de la pruteína terminada y de los otros componentes d8 la 
reacción.

Como el trabajo que se presenta estudia un posible camino para la parti
cipación de los ribosomas monómeros en el proceso de síntesis de cadenas peptí- 
dicas» a través de su disociación en partículas subribosómicas» y éstas son in
termediarios obligatorios del cilo ribosómico» directamente involucrados en el 
proceso de iniciación, hemos considerado oportuno hacer una revisión detallada 
de lo que se conoce actualmente sobre el proceso de iniciación, el ciclo polisó- 
mico, y los factores involucrados, con especial referencia a los sistemas de eu- 
cariotes. Excelentes revisiones recientes sobre estos temas, podrán ser consulta
das en las referencias (14-16)

1.1 Iniciación de las cadenas peptídlcas;
La iniciación de la síntesis de proteínas es un proceso complejo con.va

rios pasos bioquímicos definidos, que en procariotes tanto como en eucariotes 
aparecen con rasgos esencialmente similares.

Intervienen en este proceso las partículas subribosómicas, factores pro
teicos de iniciación, OTP y aminoacil-tRNA iniciador (que corresponde al codón 
iniciador en el mRNA).

Durante su transcurso se forman una serte de intermediarios que culminan
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con una unidad ribosómica unida al mRNA en au sitio de iniciación, y cuyo and- 
noacil-tRNA iniciador forma con el siguiente aminoacil-tRNA la primera unión 
peptídica, El ribosoma con el dipeptidil-tRNA resultante continúa entonces con 
las reacciones cíclicas de elongación.

El estudio de los determinantes de la iniciación de cadenas peptí- 
dicas suele considerarse destro de tres categorías: la señal (codón) de inicia* 
ción; el aminoácido iniciador; el tRNA correspondiente a este último. En lo que 
sigue reviéremos estos aspectos referidos a los sistemas de procariotes y euca- 
riotes; en ello podré observarse que, no obstante la división formal, los temas 
están inextricablemente relacionados.

1,1.1 Codones de iniciación. Especificación de la iniciación en el código genético:
La unión específica de los diferentes aminoacil-tRNAs a ribosomas, 

promovida por oligonucleótidos definidos, y medida por la retención del comple
jo formado en filtros de nitrocelulosa, se utilizó para descifrar el código ge
nético (17). Con este tipo de ensayo se estableció que en sistemas bacterianos 
los tripletos AUG y GUG son los que dan la señal de iniciación (18), y ponen en 
fase la lectura del mensaje (siempre que se utilicen concentraciones de Mg** cer
canas a las fisiológicas). Estos codones son capaces de dirigir la unión o la in
corporación de formilmetionina (f-Met) en posición N-terminal de la cadena pep- 
tídica, en sistemas bacterianos (18-21). El proveedor de este aminoácido es el 
f-Met-tRNAj,. El otro tipo de tRNA**0*, descrito en bacterias, el Met-tRNAm, su
ministra por su parte, las metioninas que estén en el interior de la cadena pep- 
tídica y reconoce solamente al codón AUG (22).

En eucariotes, las primeras evidencias de que el tripleta AUG y la 
metionina tienen funciones de iniciadores específicos, fueron obtenidas en el 
estudio de mutantes de iniciación en levaduras (23) que sintetizaban isocltocro- 
mo C con un resto Met extra, como N-terminal (a diferencia del citocromo C nor
mal, en que el aminoácido N-terminol es Thr). Si, por otra parte, se producía Li
na mutación que afectaba al codón iniciador, no había síntesis de isocitocromo 
C. Se postuló que el mRNA contenía un codón AUG, previo al de treonlna, que en 
condiciones normales incorporaba, en forma transitoria, metionina como N-ternd- 
nal: este aminoácido sería luego eliminado en algún momento del crecimiento de 
la cadena peptídica o después de ser liberada ésta de los ribosomas.

Los trabajos de Brovm y Smith (24) aportaron nuevas evidencias de 
la función de AUG y GUG como codomes de iniciación en eucariotes, que especifi
can metionina N-terminal. Usaron un sistema acelular de tumor escítico, con po- 
linucleótidos sintéticos como mensajeros, y observaron que cuando se usaban 
AUG(U)35 ó GUG(u)35, había incorporación de metionina a partir de MBt-tRNAf, No 
observaron, en cambio, en ningún caso incorporación de Met-tRNAm . (El tripleta
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GUG codifica para el aminoácido valina en posiciones internas9 pero cuando, 
como en este caso, está ubicado en el extramo 5' del mRNAy no se observa in
corporación de este aminoácido)*

1.1*2 Metionino como iniciador universal;
La metioninat especificada por el codón AUG, es el iniciador de la 

síntesis de cadenas peptídicas, en todos los organismos estudiados a lo lazv 
go de toda la escala biológica.

Ademas de las a/idencias sobre esta función en sistemas bacterianos 
(algunas de ellas ya mencionadas) las primeras pruebas sobre la validez de 
este aserto en sistemas de eucariotes fueron obtenidas con sistemas acelula
res de tumor escítico, con mRNAs virales (25). Ya anteriormente, conclusio
nes similares habían sido sugeridas por los estudios de Sherman y col (23), 
ya mencionados, sobre el papel de la metionina en la iniciación de la sínte
sis de isocitocromo C en levadura de panadería.

En la hemoglobina, por estudios de póptidos cortos de la porción N- 
terminal (gracias al empleo de cadenas de globina mutadas (26) u omisión de 
un aminoácido (27) o uso de un inhibidor en el medio de incubación para su 
síntesis (26)), se mostró que la metionina sirve para iniciar la síntesis de 
globina y que es rápidamente eliminada en pasos subsiguientes de la misma.
Si en cambia se farraila la Met-tfiNAf, la unión es estable (29): la metionina 
no puede ser eliminada cuando se bloquea el grupo omino.

Según algunos autores (28) la metionina es separada en los primeros 
pasos de elongación de la cadena polipeptídlca (unos 15 a 20 aminoácidos)* 
Otros observaronm en cambio, que en Usados de reticulocitos de conejo había 
péptidos de globina de hasta 50 aminoácidos (30), que retenían metionina co
mo aminoácido N-terminal y, en sistemas acelulares de hígado de conejo, de 
hasta 65 aminoácidos. En cadenas crecientes de hemoglobina en reticulocitos 
humanos con anemia falsiforme, la metionina N-terminal es separada despuás 
que en reticulocitos de conejo (31), debido, posiblemente, a diferencias con- 
formacionales por distinta composición de aminoácidos entre la hemoglobina S 
humana y la hemoglobina de conejo.

Los resultados anteriores concuerdan con la observación de que se 
retiene metionina N-terminal cuando se usan como mensajeros polinucleótidos 
sintáticos relativamente cortos (24).

Todos estos resultados muestran que el iniciador en sistemas de eu
cariotes sería la metionina no formilada.

Las protamines sintetizadas en células de testículo de trucha (32) 
tienen metionina como aminoácido N-terminal. Este aminoácido puede ser sepa
rado de la protandna por acción de una actividad enzimátlca presente en los



extractos acelulares de testículo* La cinética de marcación con metlonlna 
indica que el residuo iniciador es eliminado, probablemente después que se 
ha completado la síntesis de la protelna*

Las protemiñas son, por supuesto, proteínas poco comunes y muy es
pecializadas; pero el hecho que la metionina inicie su síntesis al igual que 
la de hemoglobina, o de las proteínas sintetizadas en células HeLa (33) o 
sistemas vegetales como los de embrión de trigo (34) o semillas de Vicia fa- 
va (35), hace pensar que lo más probable es que este aminoácido sea el ini
ciador universal. Esto estaría apoyado por la observación de que este amino
ácido sería también el que inicia la síntesis de proteínas virales, según se 
desprende de los resultados de estudios sobre la traducción de mRNAs de ade- 
no-virus (36), poliovirus (37), virus satélite de la necrosis del tabaco (36), 
reovirus (39) y virus de la encefalomiocarditis (40) Hin vitro", del adeno- 
virus en extractos acelulares de células KB humanes (36) y de células HeLa 
infectadas con poliovirus (41). Además, en el citoplasma de Neurospora cra- 
ssa, la blosíntesis de proteínas es iniciada por Met-tRNAf sin formilación 
previa (42).

Aunque la lista de organismos que muestran iniciación por metionina 
no bloqueada no es muy extensa, contiene ej&nplos de un amplio espectro filo- 
genético. Donde no se usa f-Met, aparece la metionina para tomar su lugar.
Por lo tanto, la metionina parece ser el aminoácido iniciador predominante 
en la naturaleza.

También la cadena alfa A2 c*e a^ Q cristalino de termera se inicia 
con un residuo metionina, pero este aminoácido aparece acetilado en la pro
teína y no se elimina durante la síntesis de la cadena polipeptídica. Ade
más, si el mRNA que codifica para esta proteína se traduce en un sistema a- 
celular de reticulocitos, la cadena recién sintetizada tiene metionina ace— 
tilada en la posición N-terminal (43).

I .2 El proceso de la iniciación en procariotesi
En la siguiente sección se revisa los aspectos principales de este 

proceso: la naturaleza de los participantes (aminoacil-tñNA iniciador, los 
factores de iniciación que actúan en la formación del complejo ribosómico 
de iniciación), el reconocimiento de la señal de Iniciación, y la sucesión 
de pasos que lleva a que el rlbosoma bacteriano inicie una cadena peptídica

1.2,1 Aminoacil-tRNA iniciador:
Met MetLas bacterias contienen dos especies de tRNA : el tRNAm y el

MettRNÂ . (14; 44), Sólo este último puede dar lugar a que su Met-tRNA pueda 
ser formiledo enzifriáticamente (45) bloqueando el grupo amino, del resto ami- 
noacilo (46).

En E.coll, el N-formil-metionil-tRNA^ (N-f-Met-tRNA^ ) (14) inicia
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la aíntesis de cada proteína en respuesta a un codón iniciador en el mRNA.
MetEl tRNA reconoce sólo al codón AUG en posiciones del mensaje corresport-Rl

dientes a metioninas internas de las cadenas peptídicas. El f-Met-tRNA^ no 
lo hace porque el factor de elongación T no lo reconoce y lo excluye de for
mar, por lo tanto, el complejo ternario GTP- f-Met-tRNAf- T (47). No hay in
dicios claros de cuáles diferencias estructurales están involucrados en esta 
discriminación entre ambos tñNA (cuyas secuencias de nucleótidos comple
tes se han determinado (46).

La N-formil-metionina, el primer resto de aminoácido en todo cade
na polipeptídica en bacterias, reacciona con el siguiente aminoácido codifi
cado por el mensajero formando una unión peptídica, e inicia la síntesis de 
la cadena peptídica (46; 49). En algún momento, durante los pasos siguientes 
de ásta síntesis, el grupo formilo es eliminado, por acción de una deformi- 
lasa; también puede eliminarse la metionina, por acción sucesiva de una se
gundo enzima, uno exopeptidesa específico (50; 51). El que muchas proteínas 
bacterianas contengan metionina N-terminal indica que lo acción de la amino- 
peptidasa bacteriana debe ser restringido por la naturaleza de la cadena ad
yacente a la metionina.

Lo formilación del Met^tRNA es esencial para el proceso de inicia
ción en bacterias (52).

1.2.2 Factores de iniciación:
Por lavado de los ribosomas con soluciones de alta fuerza iónico 

(NH4CI 0,5 a 1,0M), se obtuvieron preparaciones de ribosomas capaces de in
corporar aminoácidos en presencia de mensajeros sintéticos (con o sin codo— 
nes de iniciación), o concentraciones relativamente altas de Mg , pero in
capaces de hacerlo a niveles fisiológicos del ión (53). Sin embargo, se podía 
lograr que el sistema acelular respondiese tanto a mensajeros naturales (BNA 
de fago o de Qp), como a los sintéticos (siempre que incluyan el triple- 
te AUG en el extremo 5'), aún a bajas concentraciones de Mg , si se agrega
ba a los mismos el líquido de lavado de los ribosomas (54—55). El fracciona
miento de esa solución de NM4CI llevó al descubrimiento de varios factores 
de naturaleza proteica, necesarios para la iniciación de la biosíntesis de 
proteínas (54; 56; 57).

Estos factores extraídos de los ribosomas, fueron estudiados en 
distintos laboratorios y surgieron así nomenclaturas diferentes. La acepta
da corrientemente, que usa las siglas IF., IF e IF_ (16), deriva de la pro- 
puesta por Ochoa y col. (58), que los denomina F^, F^ y F^, y que correspon
den, respectivamente, a los factores A, C y B (57) ó F^, F ^ ^  y F (09 ) de
otros autores.



Se encontró que la mayor parte de loe ribosornas de E.coll eran de
ficientes en factores de iniciación (55; 56)• Le actividad de los miemos se 
encontró asociada a la subunldad ribosómica 3QS (60; 61). Los factores de i- 
niciación no se detectan en la fracción sobrenadante (62)f por lo que se su
pone que se encuentran en las células en cantidades limitadas y pueden satu
rar sólo una mínima parte del total de ribosomas.

La descripción y funciones de estos factores han sido enumeradas 
en el Cuadro I.

1.2.3 Reconocimiento de Ir señal de iniciación y función del factor IFq:
La naturaleza de la señal que se reconoce sobre la cadena de mRNA 

es desconocida»
Estudios con RNAs mensajeros da fagos (63-66) mostraron que el sitio 

de unión de los ribosomes está alejado por una secuencia de aproximadamente 
100 nucleótidos, del extramo 5*. Es difícil entonces suponer que se requiere 
este extremo 5* libre para iniciar la síntesis de proteínas. Se supone que 
IF^ reconoce en el mRNA natural una señal de iniciación bastante más comple
ja que el simple triplete AUG. El factor es capaz de diferenciar el tripleto 
iniciador de los AUG internos (67). La hipótesis de que la región del mRNA 
que determina la iniciación presenta alguna característica especial está a- 
valada además por evidencias que indicarían que la estructura secundaria del 
RNA mensajero es importante para el reconocimiento del sitio de iniciación 
por el ribosoma. Así se observó que un desenrollamiento del RNA de MSg por 
efecto del formaldehído (69), que no impide su actividad como mensajero9 de
crece el requerimiento de IF^ para la unión de ribosomas (69). Sin embargo, 
la presencia de IF^ estimula la unión al sitio de iniciación de un cistrón 
específico en particular: el de la proteína de cubierta (70). Esto parece 
involucrar el reconocimiento de alguna estructura presente sólo en esa re
gión del RNA de MS2* La estructura secundaria y terciaria del RNA haría a 
los codones AUG inaccesibles a los ribosomas, salvo en el sitio de iniciación 
(que se encontraría expuesto en el lazo de una rama en doble hélice del mRNA 
(69)). Para el reconocimiento de dicho sitio de Iniciación y posterior aper
tura del lazo se requeriría IF^ (71).

Steitz (72), para dilucidar donde residía la conformación requerida 
para la iniciación estudió la interacción entre ribosomas bacterianos y 
fragmentos definidos de las tres regiones de iniciación de síntesis de pro
teínas del RNA mensajero de bacteriófago R17 (proteína s A, de cubierta y

32replicase), marcados con P. Observó que los ribosomas eran capaces de se
leccionar el fragmento que codificaba para lainiciación normal sobre un RNA
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intacto, Nin vltro". Por lo tanto, eate aitio de unión parece tener, cerca 
del codón AUG, alguna característica distintiva que le confiere alta afini
dad por los ribosomas, mientras que los otros dos sitios requieren del rea
to de la moléculo de RNA,

La función del factor IF„, indispensable para formar complejos deJ
iniciación (59; 73), sería reconocer una porción del RNA previa a la señal 
de Iniciación, o poner en fase el mensaje.

La existencia de preparaciones con distintas especificidades para 
diferentes mensajeros(74-75), apoyarla la hipótesis de que esta proteína 
puede seleccionar los sitios de unión, (Fraccionamiento de IF3)

Otra línea de evidencias de la posibilidad de reconocimiento de la 
señal de Iniciación del mensajero por IF3 surgió cuando se determinó que la 
infección de E.coli con T^, además de disminuir la traducción de otros men
sajeros por ribosomas de E.coli, producía una modificación de los factores 
de iniciación del extracto ribosómico (76). En efecto, los factores de ini
ciación extraídos de ribosomas de E,coli infectado con T^, sólo tiene activi
dad con RNA de (76). Se observó también que IF^ purificado de células in
fectadas tenía una marcada preferencia por el RNA de tardío; esto sugería 
que la infección por inactivaba las moléculas de IF^ capaces de reconocer 
otros mRNAs,

Oe células no infectadas se separaron dos subespecies distintas de 
IF^J la que muestra alta selectividad por RNA de MS2 y de temprano y que
tiene baja actividad con tardío (F^^) y 1® que actúa a la inversa (IF^ ). 
Pero ninguna de las dos especies de IF^ discrimina entre, o tiene distinta 
afinidad por los diferentes sitios iniciadores de los cistroñes individuales 
del mensajero viral (76-b). En experimentos con extractos acelulares de E. 
coli, Yoshida y col (77) encontraron que IF^ podía fraccionarse en una co
lumna de DEAE-celulos^ en múltiples componentes, que difieren en su capaci
dad de unir los ribosomas a las regiones de iniciación de I03 diferentes 
cistrones del RNA de bacteriófago R17.

Por otra parte, Stallcup y col (70), con combinaciones heterólogas 
de ribosomas lavados con sales y factores de iniciación de dos especies dis
tintas (E.coli y Clostridium pasteurianum), encontraron evidencias de que 
son los ribosomas y no los factores de iniciación los que controlan la espe
cificidad de reconocimiento y traducción del mRNA y también los que deterrrd- 
nan los óptimos de Mg característicos para la síntesis de proteínas. Esto 
concuerda con lo observado por Lodish (79), quién encontró que esa especifi
cidad para discriminar entre los cistrones reside en la subpartícula 305,

Por su parte, Leffler y Szer (60) encontraron que preparaciones ho
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mogéneas de IF^ de E.coli o Caulobacter crescentue (G-F3), son Intercambia
bles en la traducción de RNA de fagos de una u otra especie» Pero el RNA de 
MS^ (de E»coli) no es traducido por ribosomas de C.crescentus, ni el RNA de 
fago Cb5 (de C.crescentus) por ribosomas de E.coli, independientemente del 
origen del factor ^ 3. 0 sea que, como con los ribosomas de Bacillus stearo- 
thermophilus (79), y confirmando observaciones anteiores con factores de i- 
niciación crudos (61), cierto tipo de especificidad por el mensajero parece 
residir en la subpartícula 30S»

Las evidencias clares de que los ribosomas pueden discriminar entre 
cistrones, hicieron surgir la posibilidad de que en E»coli, distintas clases 
de ribosomas podrían ser responsables de iniciar distintos cistrones» Se sa
be ahora que hay subpertículas 30S estructuralmente heterogéneas con respec
to a ciertas proteínas; esto podría reflejar una heterogeneidad funcional 
(82).

Las consideraciones anteriores sugieren que los IF^ de especies bac
terianas no relacionadas tienen propiedades de reconocimiento de mensajeros 
semejantes y falta de selectividad por distintos ribosomas de procariotes 
(haciendo caso omiso de la existencia de subespecies, capaces de discriminar 
entre amplias clases de mensajeros (76))»

Parecería entonces que existe una relación complementaria entre par
tes de la estructura misma de la subpartícula 30S y del mRNA, que hace posi
ble la unión» El rol de IF en la misma sería reconocer las característicasO
de la estructura ordenada de los mRNA y, quizás por inducción de ciertos su
tiles cambios conformadonales, promover le unión de los ribosomas a sitios 
del mRNA determinados por la complementaridad 30S-mensajero,

Se ha comprobado que IF^ posee además, la capacidad de disociar los 
ribosomas 70S en subunidades ribosómicas (83-04), Esta actividad, ds manifies
ta importancia en la iniciación, será discutida más adelante (1.3),

1,2.4 El factor 1FQ y los factores de interferencia;
El medio de impedir falsas iniciaciones en la traducción de mRNAs 

naturales ha sido materia de discusión» Si bien podría existir una secuencia 
específica de iniciación que precediera al codón iniciador, según Oubnoff y 
Maitra (59) ésta no parece ser requerida por los tres factores purificados» 
Pero es posible también que esa secuencia de nucleótidos, quizás en presen
cia de un cuarto factor, aumentara la eficiencia de iniciaciones correctas»
En apoyo de esta estaba la observación de dichos autores (65) sobre la dis
minución de la actividad de los factores IF^ o IF^ en la traducción de RNA 
de fago, alo largo de la purificación de los mismos, y que ciertas fraccio
nes descartadas del proceso de purificación por ser completamente inactivas
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con poli-UG, estimulaban la actividad con mRNAs naturales.
Vinculada a esta cuestión está la de la discriminación entre mRNAs 

para su traducción. Así se postuló (74) que la actividad de IF3 era modifica
da por otras proteínas, que ejercerían un efecto diferencial sobre las dis
tintas funciones de IF^. Posteriormente Bevel y col (86) encontraron que la 
actividad de IF3 podía separarse en distintas sub-fracciones, que diferían 
en su actividad relativa para diferentes mRNAs, y que esa especificidad re
sultaba de la presencia de otros factores proteicos, también asociados a ri
bo somas pero sin actividad IF3, que interferían con este último. Describie
ron un factor i, de interferencia, que, agregado a IF^ purificado, bloquea 
la iniciación del cistrón de la proteína de cubierta del fago pero esti
mula la del cistrón de sintetesa y la traducción del mRNA de fago T^. Obser
varon además (86-byc) que el factor 1, proteína de peso molecular aproximada
mente 74,000, era idéntico a una de las cuatro subunldades de la enzima oli- 
gomérica replicase Qf̂  o MS2 (compuesta por tres proteínas pre-existentes en 
la célula huésped y la sintetesa codificada por el fago) y propusieron, en 
base a ello, un modelo euto-regulatorlo para la síntesis de la misma.

El factor i no inhibe la actividad disociante del factor IF^# La es
timulación por IF^ de la formación, dirigida por mensajero sintético, de un 
complejo de iniciación con TOS, no es afectada por el factor ij parece ser 
debida, por lo tanto, a su actividad disociante (87).

Además del factor i, se han detectado otros factores de interferen
cia (J, k), que confieren a IF3 distintas especificidades (86). Uno de los 
aspectos más interesantes de la heterogeneidad funcional de IF3 es el ya re
ferido cambio de especificidad observada después de la infección de E.coll 
por bacteriófagos. Esto podría explicarse ahora por un cambio en IF^ de uno 
o más factores de interferencia. Se pudo observar, en realidad, una modifi
cación química del factor i, pero no se conoce su naturaleza ni su signifi
cado biológico.

Es evidente, de todas maneras, que los factores de interferencia 
participan en el control de la expresión del gen a nivel de traducción del 
mRNA.

1.2.5 Pasos en el proceso de iniciación:

1.2.5.1 Formación del complejo de iniciación 3QS: La formación de este complejo 
(305.f-Met-tRNA.mRNA) es un paso obligatorio en la iniciación. De ello ee tu
vo la primera evidencia experimental cuando, trabajando con ribosomas de bac
terias crecidas con isótopos pesados, se encontró que, en une mezcla de in-
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15 14cubadón que contenía rlbosomas 708 pesados ( N-D) y 50S livianos ( N-H),
poli-UG, f-Mat-tRNA y factores de iniciación, el aminoacil-tRNA se unía a rl
bosomas TOS híbridos9 detectados en gradientes de densidad, cuya formación 
dependía exclusivamente de la reacción de iniciación (103).

1.2.5.1.1 Unión de mñNA a 30S: La interacción del mRNA con la subunidad ribostS- 
mica 30S es la primera de la secuencia de reacciones que llevan a la forma
ción del complejo de iniciación TOS. Esta unión es inhibida específicamente
por ATA (104).

1F Juega el rol más importante en el reconocimiento de la señal3
específica de iniciación, ya sea directamente, o a través de la interacción

35 , . #con la subunidad demostrada "in vitro" usando IF^* S (97; 105j 106) ó
14IF - CTU (107). Las proteínas de los ribosomas son elementos esenciales pa- 3 3

ra el sitio de unión de IF3* Este sitio parece consistir en una o más prote
ínas extraídas por tratamiento con CsCl (108).

Pero como IF se une también al mñNA (63), 83 difícil asegurar siJ
la unión a 3QS ocurre antes que launión o mRNA o viceversa.

IF^ tiene una función dual: impedir la asociación de la subunidad 
3QS con la 5QS, y promover la unión del mRNA a la primera (76-a y b). Esta 
unión de IF3 no tiene requerimientos de cofactores conocidos.

Parece que IF^ puede promover esta unión (73; 83), pero su presen
cia no es necesaria. No está involucrado "per se" en la disociación, pero es 
capaz de estimularla: disminuye la interacción de las subunidades en 70S (71) 
y facilita la unión de IF3 a 30S.

IF genera así subpartículas 30S competentes para la iniciación,J

1.2.5.1.2 Unión del aminoacil-tRNA iniciador: Es posible aislar, oor gel filtra
ción en Sephadex G50, un complejo ternario IF2 - GTP - f-Met-tRNA, que es 
bastante inestable (92; 1D9), pero que es estabilizado por la presencia de 
IF^ (109—b). Sin embargo, el f-Met—tRNA se separa de los factores de inicia
ción antes de ser transferido a los ribosomas (109-b). Esto, sumado a otros 
resultados (90; 114-b) parece indicar que el compleja ternario IF2 - GTP - 
f-Met-tRNA^ se forma sobre la superficie de la subpartícula 30S, a diferen- 
cia del complejo libre que se propuso como intermediario.«Este complejo es 
capaz de transferir f-Met-tRNA a 30S, a 0® a una velocidad diez vacas mayor 
que una mezcla de esos tres componentes libres (92). Hay también una transfe
rencia de GTP.

Este complejo ternario se uniría al complejo 30S-IF3-mRNA, dando co
mo resultado el complejo de iniciación 30S.

Thach y Thach (110) observaron que en este último hay igual canti
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dad de f-Met-tRNA y GTP, y que, en este pasof no hay hidrólisis da GTP.
35Con IF^- S (97) se confirmó que IF^ forma parte del complejo y que 

hay una estequiometría entre la unión de f-Met-tRNA y la concentración da 
IFg (y« sea con GTP o con GMPPCP). Se necesita un mol de IF2 por cada mol de 
f-Met-tRNA durante la formación del complejo. Con GMPPCP hay una unión algo 
menor, que puede deberse a un aumento de la labilidad del complejo IF2-6MPPCP- 
f-Met-tRNA (a semejanza de lo observado en complejos con el factor de elon
gación Tu y aminoacil-tRNA (111)), y que estaría indicado por la falta de 
protección contra la inactivación térmica de IF2 por el GMPPCP (100).

IF^ se uniría a 30S recién en este paso, ya que lo hace sólo en pre
sencia de IF2, GTP, f-Met-tRNA y mRNA.

Una vía alternativa para obtener el complejo de iniciación 30S sería
la unión de IF2 al complejo 3QS-IF3» seguido de mRNA y luego de GTP y f-Met-

. 35tRNA. En efecto, se ha observado la unión de F2- S a subunidades derivadas 
sin agregado de ningún componente adicional (97). Además se supone que debe 
haber IF^ unido a subpartículas 30S nativas, ya que son la fuente del material 
de partida para las preparaciones de factores de iniciación.

En cuanta al factor IF^» éste debe ser liberado ante9 de la unión 
de 50S, porque, como ya se señaló, su función es mantener las subpartículas 
disociadas. No se sabe, sin embargo, en qué paso es liberado, si luego de 
le unión del mRNA a 30S ó cuando se unen, al complejo mRNA-30S, el factor 
IF^ y el complejo ternario f-Met-tRNA - GTP - F2«

El hecho de que en las subpartículas ribosárnicas nativas 30S se en
cuentren los tres factores (IFi ,2 y 3)# no elimina la posibilidad de que, 
por ejemplo, IF^ desplace a IF^, porque los factores podrían estar distribui
dos en distintas partículas 30S.

1.2.5.2 Formación del complejo dB iniciación TOS:

I.2.5.2.1 Unión de la subpartícula 50S« Liberación y reciclado de los factores:
Con el agregado de la subpartícula ribosómica de 5QS, hay hidrólisis de GTP 
(92). La unión en sí de la subpartícula, no requiere GTP, ya que puede obte
nerse con GMPPCP (09; 97; 112). La hidrólisis de GTP se requiere para liberar 
a IF^ del complejo TOS. También se libera IF^, pero para ello no se requiere 
hidrólisis de GTP (96).

Cuando se reemplaza GTP por GMPPCP, IF^ permanece en el complejo
TOS (97; 113), y hay un bloqueo de la formación de la unión peptídica.

32Se analizó la hidrólisis de GTP-Jj' P dependiente de IF2 (97) y se 
observó que, en ausencia de IF^, se realiza en forma estequiométrlca. El agre
gado de IFi convierte este proceso en catalítico, lo que apoya la idea de que
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IF^ produce la hidrólisis de 6TP una sóla vez y que sólo puede ser activado 
por IF^, que actúa sobre la superficie del ribosoma y cumple el papel de 
factor de reciclado de IF2« La energía que provoca este reciclado proviene 
de la hidrólisis de GTP. El complejo IF^-GDP (hipotético), sería converti
do en IF^-GTP por intermedio de IF^, y liberado así de 70S (112), se usaría 
nuevamente, en forma repetida.

Esta hipótesis de regeneración a través de otro factor, por un pro
ceso catalítico, semejante a lo que ocurre en el proceso de elongación con 
Ts (similar a IF^) y la reutilización de Tu (similar a IF2) a partir de Tu- 
GDP, está apoyada por el bloqueo del reciclado de IF^ con Thiostrepton, an
tibiótico que inhibe la actividad GTPésica dependiente de 5ÜS y de IF2, que 
es esencial para la eliminación del factor (114-a).

Se observó que IF2 no se elimina del complejo de iniciación 70S en 
ausencia de IF^ o cuando se usa GMPPCP (115),

1,2,5,2.2 Sitio de unión de f-Met-tñNA al ribosoma:Se encontró que el f-Met-tñNA 
unido al complejo de iniciación TOS no reaccionaba con puromicina. Esta es 
un inhibidor de la síntesis de proteínas que es considerada, por su estruc
turo, como un análogo del aminoacil-tRNA (116), capaz de reaccionar con pep
tidil-tRNA (117) en presencia de ribosomas (118), dando peptidil-puromicina 
y tRNA libre. Esta reacción ha servido de base para definir diferentes sitios 
de unión de aminoacil- o peptidil-tRNA a ribosomas. Cuando el peptidil-tRNA 
reacciona con puromicina sin el agregado de ningún otro componente, se dice 
que esté unido al sitio P del ribosoma; si, en cambio, se requiere el agre
gado de GTP y del sobrenadante post-ribosomal, se dice que estos ribosomas 
tienen el peptidil-tRNA unido al sitio A, Los componentes agregados catali
zan la llamada translocacidn del peptidil-tRNA del sitio A al P. y lo hacen 
reactivo a puromicina.

La falta de reacción con puromicina del aminoacil-tRNA iniciador, 
aumada a la observación de que la tetraciclina, un antibiótico que inhibe 
la unión de aminoacil-tRNA al sitio A de los ribosomas, inhibía la unión de 
f-Met-tRNA a los mismos (110) hizo pensar que esa unión se realizaba, por lo 
menos inicialmente al sitio A de los ribosomas; esto lo hacía inaccesible al 
siguiente aminoacil-tRNA o a su análogo, la puromician (132),

Posteriormente, esto fué explicado suponiendo la existencia de un 
sitio pre-P (133) o de un sitio P alterado, o no alineado (134) en que el 
f-Met-tRNA estaría en un estado de pre-acomodación,.Sin embargo, otros au
tores opinan que la presencia de los factores de iniciación en el complejo 
es la que impediría el funcionamiento normal del ribosoma (132; 135); la fal
ta de reacción con puromicina por parte de f-liet (132) ó Ac-Pft# (135) sería
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deblda a un bloqueo del sitio A del rlbosoma por IF^ y GMPPCP, más que a
una posición errónea del tRNA iniciador, que estaría unido directamente al
sitio P, En Qonsecuencie, la conversión de GTP a GDP no sería pre-requisito
para la unión de aminoacil-tRNA bloqueado en el amino terminal, al sitio P,
Confirmando este suposición, Benne y col (132) encontraran que le tetrecicli- 

—Ana 1 x 10 M, a diferencia de lo observado anteriormente, no inhibía la unión 
de f-Met-tRNA a ribosomas.

Una vez formado el complejo de iniciación 70S-raRNA-f-Met-tRNA, el 
ribosoma está preparado para incorporar el segundo aminoacil-tRNA, en un pro
ceso que requiere factor de elongación Tu y GTP, y que inicia el proceso de 
la elongación»

1,3 La actividad disociante en procariotesi
Kohler y col (119) observaron que el bloqueo de la síntesis de pro

teínas en Escherichia coli por la acción de algunos inhibidores, o por culti
vo en medios carenciedos, llevaba a la acumulación de los productos de desar
me de polisomas como ribosomas 70S libres sin que se alterara el nivel de 
partículas subribosómicasj esto se interpretó como evidencia de 1a liberación 
de los ribosomas, en el proceso de terminación, como monómeros y no como sub
partículas, Dado que estas ultimas son requeridas, según se ha visto, para 
el proceso de iniciación, se postuló la existencia de un factor qua determi
naría la disociación de los ribosomas 70S para permitir la reiniciación de 
cadenas peptídicas, y se supuso que esa actividad estaría en consecuencia 
vinculada a este último proceso y asociada a los factores de iniciación.

Se observó, en efecto, que los extractos provenientes del lavado de 
las subpartículas 30S de E,coli con NH4CI 1M contenían una actividad que pro
vocaba la rápida disociación de los ribosomas TOS libres a concentraciones 
fisiológicas de Mg^(4mM) (120-b). El factor requerido para la disociación 
ere de naturaleza proteica y actuaba sobre ribosomas libres en forma estequio- 
metrice más que catalítica; no era capaz de disociar, en cambio, los riboso
mas polisómicos (120-121), Tampoco mostraba una marcada especificidad de es
pecie bacteriana (122), ya que los extractos da Pseudomonas aeruginosa o Ba- 
cillus megaterium eran tan activos sobre ribosomas TOS de E,coli como el ex
tracto rlbosómico homólogo. Se comprobó además que las subunidades formadas 
por efecto del factor disociante, aisladas en gradiente de sacarosa, eran ac
tivas en la síntesis de proteínas dirigida por RNA de fago MS2 (122),

La presencia de esta actividad disociante en los extractos rlbosómi- 
cos de E.coli fuá confirmada par Miall y col (123), quienes la purificaron 
parcialmente y encontraron que la disociación, medida a concentración de Mg 
5mM era proporcional a la cantidad de factor disociante presente,

González y col (124) encontraron une actividad disociante en extrae-
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tos ribosóndeos de Bacillus stearothermophllua, cuyas propiedades compararon 
con las del factor de disociación de E.coli, y encontraron que eran algo di
ferentes. LP reacción de disociación en ambos es temperatura dependiente, 
aunque en B.stearothermophilus lo es por encima de 30°. Pero mientras en E. 
coli se alcanza un estado final, en B.stearothermophilus la reacción "in vi- 
tro" no llega aparentemente a una meseta, aún después de 60 minutos de incu
bación a 45°. Este factor se inactiva parcialmente por preincubación duran
te 5 minutos a 50° ó 65° y totalmente si es a 70°. Parece ser de naturaleza 
proteica, ya que es lnactivado por tripsina y se lo extrae tanto de poliso- 
mas como de ribosomas TOS y pudo detectarse aún en el sobrenadante de 100.000 
x 0.

No se observó especificidad de especie (124), cuando se usaron mez
clas híbridas de ribosomas y factor de disociación de E.coll y B.stearother
mophilus. La actividad disociante en estos últimas presenta una variación 
considerable a lo largo del ciclo de crecimiento de la bacteria, desapare
ciendo casi completamente en la fass estacionaria; esta variación es parale
la a la de la velocidad de síntesis de proteínas.

Estos autores (124) observaron además que la incorporación de ami
noácidos radioactivas en respuesta o mensajeros sintéticos, aumentaba cuan
do se preincubaban los ribosomas 7QS con factor de disociación, lo que indi
caría que las partículas subribosóntLcas liberadas por efecto disociante del 
extracto ribosómico eran activas en la síntesis de protsínas.

Con preparaciones crudas o parcialmente purificadas del factor de 
disociación, tanto de E.coli como de B. stearothermophilus, se observó una 
estimulación del efecto disociante sobre ribosomas bacterianos por el GTP 1 
mM (122; 124) y también por ATP y los análogos GMPPCP y AMPPCP (122). Otro® 
autores, sin embargo, no han observado este efecto (83; 121; 123; 108). Ade
más, resultados posteriores mostraron que con factor disociante purificado 
de E.coli no se requería GTP para la reacción de disociación (84).

Por fraccionamiento de las preparaciones crudas de factores de ini
ciación se encontró que el factor de disociación estaba asociado a la fracción 
IF^ (121) y no a IF^ como parecieron indicar los resultados de Miell y col 
(123). Esto se confirmó con preparaciones más purificadas del factor (83-84; 
108-a y b; 125). Por su P.M. y la cantidad de IF3/célula (83-84), se ha cal
culado que E.coli contiene menos de 0,1 moléculas de IF3 por ribosoma. Esto 
significa que el factor está presente en cantidades que pueden dar origen so
lamente a un número limitado de partículas subrlbosómicas libres.

Por estudio de la reacción de disociación e distintas concentrado- 
nes de Mg se determinó que la disociación a 5mM era mucho menos eficiente
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que a concentraciones menores de este ión (aproximadamente 1/10 o menos de 
la observada a l»5mM Mg** (84)).

Como la unión de IF^ a la subpartícula 30S es independiente de la 
concentración de Mg entre 5 y 15mM (105), la mayor actividad disociante 
observada a baja concentración de Mg** y viceversa (B4) no sería debida a 
un cambio de la afinidad de la subpartícula 30S por el factor. El efecto del 
Mg** que promueve la asociación de las subpartículas ribosómicas no parece 
estar pues, directamente relacionado con IF3.

Con análisis por centrifugación en gradientes de sacarosa no se ha
35

podido detectar ningún intermediario S-IF3-7OS, aún en experimentos lleva- 
dos a cabo a 0° y lOmM Mg (108), condiciones en que prácticamente no exis
ten subpartículas 308 libres ni posibilidad de disociación de TOS (84), con 
el consiguiente intercambio espontáneo de partículas subribosómlcas (126-127). 
Por otra parte, favoreciendo» por aumento de la temperatura (37°), el inter
cambio de partículas subribosómlcas, se observa que a los 15 minutos hay un 
34% de intercambio» oero que el agregado de IF no lo aumenta ni causa unaJ
disociación neta de los ribosomas TUS (108). Estos resultados, sumados a evi
dencias previas, parecerían indicar (105; 128) que IF3 actuaría según el si
guiente esquema:

(a) 70S.Mg++ ------- —  TOS + Mg++■"c-------
(b) 70S ------- 50S + 30 S" 1
(c) 30 S + IF3 30S.IF-

70S.Mg++ + IF„ ------- 50 S + Mg++ + 30S.IF-,3 11 °
en el que el efecto del Mg sería independiente de IF^, los ribosomas 70S 
no tendrían un sitio libre para la unión del factor y el mecanismo de la di
sociación sería un desplazamiento de la reacción (b) causado por la reacción 
(c) (108)«Recientemente, Beller y col (129) han demostrado la reversibilidad 
de la reacción de disociación entre los ribosomas y el factor de disociación
de E.coli, usando ribosomas marcados en lugar de IF~ marcado.

r \ 35Los estudias realizados por Thibault y col (106) con IF3- S apoyan 
las conclusiones de Sabol y Ochoa (1Q8).

Esta formulación está vinculada a una concepción del ciclo polisómi- 
co en la que los ribosomas liberados por terminación de las cadenas peptídi- 
cas en polisomas, son monómeros 7GS y no subpartículas libres. Tal como se 
refier en la sección 1.4, parece más probable la concepción opuesta (los pro
ductos de terminación serian las subpartículas), en cuyo caso el esquema an
terior debería ser revisado.

Recientemente se ha detectado la existencia de cepas de E.coli con
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mutacionos ambar que afectan la actividad del factor disociante9 diemirruyAn
del a en forma considerable* La introducción de supresores fuertes restaura 
los niveles de actividad disociante a los de la cepa salvaje ( 130 )* Se 
está estudiando la obvia posibilidad de que esas mutaciones afecten el gen 
que codifica para el factor de disociación.

Agsterlbbe y col* (131} han observado que el factor de disociación 
obtenido de rlbosomas de Ecoli, que es específicamente activo para los ribo — 
somas mitocondriales de "Neurospora crassa" , es en cambiot incapaz de diso
ciar los rlbosomas citoplasmoticos.

1*4 El ciclo ribosómico en Procariotes:
En el ciclo ribosómico en bacterias pueden discernirse distintos 

pasos: la unión secuencial de las partículas subribosómicas al RNA mensajero9 
Im traducción simultánea de una molécula de mRNA por varios rlbosomas desfa
sados! en uno estructura polisómicaf y la liberación de las unidades rlbosó— 
micas activas después de completar la traducción (14). Este proceso cíclico 
involucraría la disociación de los rlbosomas después de cada evento da trav- 
ducciÓn completa (136} y la asociación de las partícula subribosómicas para 
iniciar nuevamente lo síntesis (137-130}

No se conoce con certeza el momento preciso en que se disocian los 
rlbosomas» En particular está en discusión si al completar la cadena peptí- 
dlcat los rlbosomas se liberan del mRNA en forma de monómeros o si la diso
ciación es simultánea con la terminación y se liberan como partícula subri- 
bosómicas*

Lo acumulación de monómeros a expensas de los polisomas en condicio
nes en que disminuye le velocidad total de síntesis de proteínasf tales como 
la limitación de la fuente de carbono (119;139}9 la carencia de aminoácidos 
(119; 136)y el agotamiento de f-Met-tRTOA (52; 140), el enfriamiento lento de 
los cultivos en crecimiento (l4l)v o el estar de las células en fase estacio
naria (141 ), han sido interpretados como evidencia de que los rlbosomas son 
liberados en una forma estable: como monómeros libres y no disociados9 que 
solo posteriormente son convertidos en partículas subribosómicas (119)* Su 
disociación en partículas 30S y 50S nativas dependería de la acción de un 
factor da disociación ribosómico (120), identificado ahora con el factor da 
iniciación IF3p (83; 64; 125).

Sin embargo, en estudios "in vitro" se ha observado que durante la 
síntesis de proteínas, existe un intercambio continuo de partículas aubribo- 
sómicas entra la fracción de los ribosomas que participan de la traducción



y el reservona de les partículas 30S y 50S libres, en tanta que los riboso
mas monómeros ( que no sintetizan ) no se equilibran rápidamente con las par
tículas subribosómicas; esto se considera como evidencia de que los ribosoms 
se disocian al terminar la traducción y se liberan como partículas 30S y 506 
(136; 142; 143). En condiciones subóptimas para la síntesis de proteínas es
tas partículas subribosómicas se reasocian fácilmente para formar monómsros 
(142-143), que son distintos de los ribosomas monómeros en polisomas , se
gún se evidencia por su disociación específica en presencia del ión Na*
(142; 143), RNAsa (144-145) o el factor de disociación (122), o también por 
efecto de la presión hidrostótica generada durante la centrifugación a alta 
velocidad (146). 3b propuso (128; 142) que estas partículas TOS libres (que 
no están unidas B cadenas polipeptídicas ni a mRNA (140; 141), y que no pro
vienen de la degradación de polisomas, ni son monosomas de iniciación o ter
minación), serían productos laterales del ciclo ribosómico; las mismas cons
tituirían una reserva de ribosomas inactivos que participaría en el proceso 
de traducción sólo cuando las cáluas necesitaran mayores velocidades de sín
tesis de proteínas. El factor IF3, que impediría la reasociación de las par
tículas subribosómicas 30S y SOS y, en consecuencia la formación de ribosomas 
TOS, controlaría así el número de ribosomas activos; lo haría par regulación 
del balance de los flujos de las partículas subribosómicas hacia polisomas 
o hacia monómeros libres inactivos en la síntesis. Oe acuerdo a este esquema 
de Kaempfer, estos ribosomas no estarían en equilibrio con las partículas sub- 
ribosómicas. Sin embargo, Spirin (12T) ha demostrado la existencia de un equi
librio dinámico entre monómeros y partículas subribosómicas, "in vi tro". Por 
otra parte, experimentos de marcación con pulsos ”in vivo”, con precursores 
de proteínas o de RNA, sugieren que la mayor parte de los ribosomas TÜS par
ticipan activamente como intermediarios del ciclo (14T).

La formación de ribosomas híbridos densidad intermedia, como produc
to de la desagregación simultánea de una mezcla constituida por polisomas en
dógenos marcados con isótopos pesados y un exceso de polisomas no marcados o 
"livianos” (148), en condiciones que no permiten la reiniciación, dió base 
de sustentación a la idea de que los productos inmediatos de la terminación 
eran las partículas subribosómicas libres e Inestables; su reasociación pro
duciría los ribosomas TOS observados, libres y estables, como producto secun
dario. En este caso la terminación liberaría simultáneamente partículas 30S 
y 5QS livianas y pesadas, que al reasocierse indiscriminadamente, darían lu
gar a los ribosomas híbridos (142).

Se encontró posteriormente que puede producirse la disociación de 
los ribosomas pesados libres a medida que sedimentan en un gradiente de sa-
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carosa, por la presión hidrostática , mimetizando la formación de híbridos 
(126)• Eliminando entonces este "artefacto" mediante la fijación con glutaral- 
dehído antes del análisis por sedimentación pudo observarse que en los expe
rimentos de desagregación mixta ya referidos, los ribosomas libres eran capa
ces de intercambiar rápidamente sus subunidades con las partículas 30S y 50S 
libres (126; 149; 150) no sólo durante, sino también después de la terminación 
de la síntesis de las cadenas peptídicas; en consecuencia, ese intercambio 
no proveía evidencias claras de la formación de partículas subribosómicas li
bres durante el proceso de liberación de las unidades ribosómicas activas, 
ya que la formación de los ribosomas híbridos, al ocurrir también después de 
este proceso, no es capaz de discriminar entre los dos modelos de liberación 
de ribosomas.

Con mezclas de polisomas semejantes, Subramanian y Davis (151) prác
ticamente eliminaron el intercambio de partículas subribosómicas post-libera- 
ción por los ribosomas libres, usando polisomas purificados (relativamente 
libres de partículas 30S y 5GS y, en consecuencia, de los factores de inicia
ción, de los cuales son la principal fuente), e incubándolos ya sea a tempe
raturas menores (25°) o a concentraciones de Mg** superiores (l2-14mM) a las 
convencionales (37° y Mg lQmM). En esas condiciones, o en presencia da pu- 
romicina (lOQyug/ml), la incubación de polisomas marcados con isótopos pesa
dos en presencia de un exceso de polisomas livianos lleva a une acumulación 
de los ribosomas liberadas, sin intercambio de partículas subribosómicas, 
como ribosomas libres (según se confirmó por disociación con Na* (143)). De 
estos resultados los autores dedujeron que los ribosomas eran liberados del 
mRNA por un cambio confurmacional de la partícula 70S intacta, más que por 
disociación de los mismos. Puede sin embargo argumentarse que las condiciones 
utilizadas para llegar a estas conclusiones podrían alterar la liberación 
normal de los ribosomas.

Algranati y col (152), por su parte, para dilucidar laforma de li
beración de los ribosomas polisóraicos an el proceso de terminación utiliza
ron condiciones más fisiológicas: midieron el intercambio de partículas sub- 
rlbosómicas durante y después de la terminación de la síntesis de cadenas 
peptídicas, en presencia de espermidina, en un sistema ecelular "in vitro", 
con mRNA endógeno y partículas 30S radioactivas, agregadas a distintos tiem
pos, en condicionas en que no se produce iniciación de la síntesis de pro
teínas ni formación de complejos de iniciación. La espermidina, que estabi
liza los monómeros 70S que aparecen liberados de los polisomas (126), blo
queando cualquier intercambio subsecuente de sus subunidades (152), no modi
ficaba el intercambio de partículas subribosómicas con los ribosomas 70S mien
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tras tenía lugar la síntesis de proteínas, pero eí anulaba el observado co
mo proceso independiente después de la terminación: en estas condiciones ee 
observaba ademés una estrecha correlación entre el grado de liberación de ca
denas peptídicas terminadas (y por ende, de sus respectivas unidades rlbosó- 
micas) y el concomitente intercambio de subunidades. Estas evidencias lleva
ron a le conclusión de que los ribosomas sufrían una disociación simultánea 
con el proceso de terminación y liberación de las cadenas. En este sistema 
la reasociación ocurre inmediatamente ya que se detectan partículas 70S en 
gradientes de sacarosa; éstas deberían ser nuevamente disociadas para poder 
reiniciar la síntesis de proteínas. Sin embargo no puede descartarse que par
te de esas partículas subribosómicas liberadas sean utilizadas directamente 
en nuevos ciclos de traducción, ni la posibilidad de que las partículas 706 
reasociadas sean un paso necesario, aunque rápido, del ciclo ribosomal.

El uso de espermldina en el estudio del intercambio de partículas 
subribosómicas con los ribosomas liberados, en presencia de puromicina (153), 
llevó a conclusiones semejantes a las de Subremanian y Oavis (151): los ribo- 
somas desasociados del mRNA después de la liberación de cadenas peptídicas 
incompletas por el antibiótico, son monómeros TOS. En qué radicaría la dife
rencia entre esta terminación y la fisiológica? En ambas ocurrirían cambios 
conformacionales que llevarían a una Napertura de las subunidades del riboso 
ma para abandonar el mRNA, pero mientras que en el primer caso (liberación 
por puromicina) se mantendrían unidas, en la terminación natural tendría lu
gar un cambio drástico que llevaría a la disociación.

Se observó que el ácido fusídico impide el intercambio de partícu
las subribosómicas en la terminación natural, y que también inhibe el efecto 
de la puromicina aumentando dicho intercambio (153). Como los inhibidores de 
la translocación bloquean también la ruptura de polisomas en presencia de pu
romicina (155), es posible que los ribosomas descargados se muevan a lo lar
go del mensajero, más allá del punto de liberación del péptido por la droga 
y que se necesita una, alguna o muchas translocaciones de las partículas ri- 
bosómicas de los polisomas, vacantes por puromicina, antes de que ocurra su 
liberación.

Las conclusiones de Subramanian y Oavis y de Algranati y col. coirw 
ciden, según vemos, son respecto al estado de los ribosomas polisómicos al 
ser liberados como monómeros por efecto de la puromicina; pero discrepan en 
cuanto a la terminación natural. Si bien la cuestión no puede considerarse 
definitivamente resuelta, el modelo de ciclo propuesto por Algranati y col. 
en bacterias, concuerda con el generalmente aceptado en eucarlotes.
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1,5 £1 procaso de la iniciación en eucariotesi
En el citoplasma de células nucleadas la iniciación de cadenas pep- 

tídicas se ha revelado como un proceso que, si bien tiene rasgos generales 
semejantes a los de las bacteriasv ostenta un grado de complejidad mayor9 y 
aún no se puede dar un panorama detallado clara de los pasas y reacciones in
volucrados.

Como en las bacterias, en la iniciación de eucariotes intervienen 
subpartículas ribosómicas (ahora 4QS y 60S}f mRNA, aminoacil-tRNA iniciador,
GTP y una serie de factores proteicos de iniciación, cuyo número ha ido in 
crementando (véase por ejemplo la revisión de Haselkorn y Rothman-Devies (16)), 

Como en otros campas de la bioquímica, el paulatino aumento del gra
do de purificación y homogeneidad de las distintas fracciones que intervie
nen en el proceso de iniciación, hapermitido poner de manifiesto la interven
ción de nuevos factores, hasta entonces ignorados, Pero siguen surgiendo nue
vos requerimientos que revelan que la incógnita sobre el número total de fac
tores intervinientBs aún sigue en vigencia y que, en eucarlote^, el mecanis
mo del proceso de iniciación no ha sido totalmente dilucidado; pero el desa
rrollo do nuesvos métodos para el aislamiento y purificación, así como de los 
sistemas pora medir su aitivldad "in vi tro", permiten entrever la posibilidad 
da que en un futuro próximo pueda definirse en forma inequívoca el orden de 
los pasos y los componentes macromoleculares que se requieren en cada uno de 
los mismos,

1,5,1 Amlnoacll-tñNA iniciador:
En organismos superiores nunca se haencontrado f-Met-tRNA^, excep

to en mitocondrias (157-158) y en cloroplastos (158), En estas organelas, que 
tienen semejanzas con los procarlotes, el f-Met-tRNA^ parece funcionar como 
iniciador sobre los ribosomas TOS,

La ausencia de aminoácido N-terminal con el grupo amino bloqueado 
en células de eucariotes (33; 159-162) sugirió que las mismas tendrían que 
utilizar un mecanismo de iniciación diferente del observado en los sistemas 
bacterianos. Sin embargo, varios laboratorios (24; 163-167) encontraron que 
el citoplasma de células de algunos eucariotes también contenía dos especies 
de Met-tRNA. Aunque estos sistemas no tienen transformilasas, con frecuencia 
se encuentra que uno de esos Met-tRNA puede ser formilado por enzimas bacte
rianas (con excepción del trigo) (14; 137) y así funcionar como iniciador 
en sistemas acelulares de E.coli, con iguales requerimientos y propiedades 
que el f-Met-tñNAf de E.coli (137; 156), lo que indica que los ribosomas 80S 
no interactúon con tRNAs con aminoácidos bloqueados.

La especie formilable (designada Met-tRNAf es la que actúa como i
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niciadora (24) mientras que la otra, designada Met-tRNA Incorpora metioni-
ÍS

na sólo en posiciones internas de la cadena polipeptídica.
Esta excluyante especificidad de codificación de las especies de

MettRNA en la iniciación ◦ en la elongación, ha sido estudiada en distintos 
sistemas. Así, en sistemas acelulares de retlculocltos de conejo con tRNAs 
homólogos (169-170) o heterólogos (29) se observó que el tRNA^ y transfie
re metlonina a polipóptidos en respuesta al codón inicial de metlonina (AUG)y

Metmientras que el tRNA la transfiere en respuesta a codones de metioninam
interna (AUG). Iguales resultados se obtuvieron en un sistema acelular de tu
mor escítico con mBNAs sintéticos (167) y en citoplasma de Neurospora crassa 
(«).

En sistemas acelulares de gérmen de trigo (171) se separaron tres 
Metespecies de tRNA y de las cuales dos parecen funcionar en la iniciación de

cadenas. Oe éstas, la especie menor es formilable por una transformilasa muy
activa, existente en extractos de gérmen de trigo. La especie mayor, desig- 

Mo tnada tBNA^ , no es formilable. Un estudia de su localización celular, en ho
jas de trigo (172) mostró que se encuentra en el citoplasma, mientras que la
especie formilable está en los cloroplastos y funciona en lainiciación, en

Met
los mismos, como f-Met-tRNA. Se mostró que el Met-tRNA es capa* de trans
ferir metionina a la posición N-terminal da péptidos producidos "in vitro"
en un sistema acelular de embrión de trigo con un mRNA natural, el de TüA/

Met(34). La incorporación de metionina de Met-tRNA ocurre sólo en posiciones 
internas do las cadenas peptídicas, luego de un intervalo de tiempo inicial, 
lo que es consistente con una función en la elongación de cadenas.

Les semillas de Vicia faba(l) también contienen tres especies de
Mq ttRNA , con características y funciones semejantes a las de gérmen de trigo,

de acuerdo a I09 resultados obtenidos por análisis de los productos de in
corporación dB aminoácidos dirigida por mRNA endógeno, poli-AUG ó poli-UG 
(35). Aquí también uno de los tRNAs iniciadores parece funcionar en las orga- 
nelas celulares.

También la cadena alfa A^ de alfa cristalina de ternera se inicia
con la incorporación de un residuo metionina donado exclusivamente por Met- 

MettRNA^ ; la metionina interna es donada por laotra especie de Met-tRNA (43).

1.5.2 Factores de iniciación:
Aunque ha habido un rápido progreso en la separación, purificación 

y parcial caracterización funcional de varios factores proteicos involucra
dos, aún no está claro su rol en el mecanismo de la iniciación de cadenas 
peptídicas en eucariote (173-175).

Los resultados obtenidos provienen fundamentalmente de estudios rea-
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llzedos en sistemas acelulares de reticulocitos de conejov hígado y músculo 
de rata, músculo de embrión de polloy oviducto de gallinaf levadura9 gérmen 
de trigo, insectos, larvas de crustáceos y tumores. La localización celular 
de los factores varía en los distintos sistemas y tejidos.

Los factores d8 iniciación obtenidos de ribosomas de reticulocitos 
de conejot por lavado con altas concentraciones salinas, fueron estudiados 
en el laboratorio de Anderson (176-165). Estos factores, obtenidos de célu
las que han perdido su núcleo, son muy semejantes, si no idénticos a los ob
tenidos de ribosomas de células nucleadas de hígado de conejo (166). Se han 
encontrado algunas fracciones o factores individuales de otros sistemas de 
eucarlotes que funcionan en forma semejante a los factores de iniciación de 
reticulocitos. Otros, en cambio, na han sido comparados o resulta difícil es 
tablecer su correspondencia con los obtenidos de otras fuentes.

1.5.2.1 Obtención de los factores a partir de distintas fuentes y propiedades de 
los mismos:

I.5.2.1elExtractos ribosomales; A semejanza de lo observado anteriormente en bac
terias, se encontró, en reticulocitos de conejo, que ciertas fracciones pro
teicas extraídas de los ribosomas con altas concentraciones de cationes mo
novalentes, son necesarios para la síntesis "de novo" de proteínas en el sis
tema acelular. Así, en 1967, Miller y col (173-a) observaron que los riboso
mas lavados con KC1 Q,5M, que habían perdido la capacidad de sintetizar glo- 
bina con mensajero endógeno, la recuperaban por el agregado del extracta ri- 
basomal. Este extracto no purificado provocaba, además, una disminución de 
la concentración óptima de Mg requerida para la síntesis de polifenilalani- 
na dirigida por poli-U (173-b), y promovía la reactivación de ribosomas ago
tados (que habían perdido su capacidad de síntesis de proteínas por incuba
ción exhaustiva en un sistema acelular completo) y la reformación de poliso— 
mas a partir de los mismos (175-a). Al hacer un análisis más detallado de la 
naturaleza del extracto ribosómico, se encontró que, por centrifugación en 
gradientes de sacarosa, podía separarse la actividad en dos fracciones que 
tenían distintas funciones y actuaban sinérgicamente (175-b).

Anderson y col (176-165) confirmaron los resultados de Miller y lo
graron separar cuatro factores, M^, M,_̂ , y M^, cuyas propiedades y fun
ciones se describen en el Cuadro II,

De los estudios realizados por dichos autores con estos factores 
surge que las principales diferencias entre los modelos natural y artificial 
(con mensajero sintético) de iniciación en mamíferos, son el requerimiento 
de GTP para la unión de Met-tRIMAf y el requerimiento de M3 para la síntesis 
de la primer unión peptídica con mRNAs naturales (endógeno o exógeno); esto
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último marca una evidente diferencia con lo observado en bacterias* Es impor
tante recalcar que la manifiesta necesidad de M_ para latraducción de mRNAO
de mamíferos, sólo surgió de estudios con modelos naturales; ninguno de los 
modelos artificiales descriptos habría podido predecir su requerimiento*

Schreier y Staeholin (191) separaron del extracto ribosómico de re-
ticulocitos de conejo cuatro factores, necesarios para la síntesis de globi-
na, que denominaron IFE, „ „ (E por eucariotes). Purificaron IFEo y1, 2, 3 y 4 * o
encontraron que era semejante al M de Anderson y col., pero IFE« no se ase-U c
meJaba, de acuerdo a su afinidad en DEAE-celulosa, a ningúno de los factores 
descritos por estos investigadores. Se purificó también un factor IFE^ de cé
lulas de tumor escítico de Krebs de ratón y do hígado de cobayo. En todos los 
cosos su principal característica es su gran tamaño (191). Ambos factores son 
sensibles a NEM.

Gupta y col* (192-195) por preincubación de los rlbosomos (en lugar 
del lavado habitual con altas concentraciones iónicos), obtuvieron un siste
ma de reticulocitos de conejo que dependía del agregado de varios factores 
de iniciación* Obtuvieron uno fracción I ( lavado de los ribosomas con KC1 
0,5 M) que separaron en por lo menos tres factores, por cromatografía en 
DEAE celulosa: IF1, IF2 y IF3, Para obtener la máxima incorporación de metió- 
nina ( Met-tRNAf pre-formado ) se requieren los tres factores; estos parecen 
corresponder a los factores y M3 descriptos por Anderson y col. Los ribo- 
somas preincubados no requieren el agregado del extracto rlbosomal o la su
ma de los tres factores para incorporar fenilelanina-l^C en respuesta a po— 
li-U, lo que sugiere que los mismos retienen al factor Mj.

Por reextracción con KC1 1M de los ribosomas lavados previamente 
con KC1 0,5M (194), se obtuvo otro factor proteico, Fx, que se une a Met- 
tRNAf y a otros tRNAs, en ausencia de GTP. Posiblemente se une inespeclflce- 
mente a distintas especies de RNA, ya que su unión con Met-tRNAf es- inhibida 
por tRNA deacilado de reticulocitos, poli-U, poli-A y poli-Uspoli-A. Esta 
fracción Fx es capaz de inhibir la sintesis de protaína dirigida por poli- 
UG, poli-AUG o poli-U en forma marcada. Aparentemente esta actividad inhi
bitoria no se expresa mientras Fx está en los ribosomas; su rol fisiológico 
no ha sido aclarado aún.

Heywood (196-197), describió la presencia de factores de iniciación 
en extractos rlbosómicos de ribosomas de músculo de embrión de pollo* Poste
riormente aisló tres factores (190-199). El factor EF3 elula de Sephedex 
G-200 en forma semejante el M3 , y tenía también funciones semejantes* El 
factor EF¿ tenía características similares al factor M^. Qe reticulocitos 
de embrión de pollo fueron aislados también factores semejantes (280)/ £n cé
lulas L de ratén, per fracciunamiente del extracte se abtuvieren tres fac- 
factores: IFL-1, 2 y 3) (201-2B4)
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De polisomas del oviducto de pollo puede extraerse con KC1 una 
fracción soluble, AvF, capaz de estimular unas diez veces la síntesis de 
proteínas por ribasomas levedos9 dirigida tanto por mensajeros endógenos 
(o naturales) como exógenos (sintéticos) y capaz también de producir una dis
minución de la concentración de Mg++ requerida para la síntesis óptima de 
prateína en ambos tipos de sistemas (205)• La fracción AvF es inactivada por 
calentamiento a 60°, pronasa o NEM, pero no por RNAso, lo que sugiere que 
tiene una naturaleza proteica»

Grummt y Qlelka (206) aislaron una fracción proteica de ribosomas 
de hígado de rata por precipitación de los mismos con MgCl2 50 mM y subsi
guiente lavado con MgCl2 10 mM. Esa fracción permite la síntesis de polife- 
nilalanina dirigida por poli-U9 con ribosomas lavados9 a baja concentración 
de Mg++ (3 mM) y es indispensable para la iniciación del polipéptido. La 
formación del dipéptido inicial9 N¿-acetil-fenilalanil-puromicina, depende 
del lavado ribosomal.

lian e lian (207)9 estudiando los requerimientos para la iniciación 
en sistemas acelulares de insectos9 encontraron en extractos ribosomales de 
Tenebirio tres factores ( 1 ,̂ I2 o I3 ) que se requieren para la traducción 
del mñNA natural» Con AU G (u)n se necesitan solo los factores 1  ̂s I2 . El 
factor 1^ fué aislado del complejo de ribonucíeoproteína que se libera de los 
polisomas por tratamiento con KC1 1M.

1,5.2.1.2 Sobrenadantes post-ribosomales : También se han encontrado factores de 
iniciación en los sobrenadantes post-ribosomales de reticulocltos de conejo 
(208;216-217)f hígado de rata (209-212), células de tumor escítico (213) , 
embrión de trigo (10B-19O; 214-215) y Artemia salina (218-221),

Así» Fuhr y col. (208) describieron un factor de iniciación presen
te en Usados de reticulocltos, que se obtenía del sobrenadante de la preci
pitación a pH 5, por precipitación con (NH4)2 SO4 a 40% de saturación. Es
te factor eluíe de Sephadex G-200 en forma semejante al factor M3 y estimula
ba la síntesis de globina por ribosomas totales crudos (obtanidos por preci
pitación a pH 5 y redisolución).

Gee-Clough y Amstein (216), también en Usados de reticulocltos, 
describieron la presencia de un factozr de iniciación en la fracción del so
brenadante de 100.000 x g que precipita con (NH¿i)2 SO4 a 40-70 % de satura
ción» Este factor se inactivaba por congelamiento y descongslamiento de la 
preparación. Era semejante a M3 por su comportamiento en cromatografía en 
Sephadex G-200. Estimulaba la síntesis de globina por ribosomas derivados 
con igual capacidad que un extracto ribosómico en KC1 0,5 M»
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Tambián en el sistema acelular crudo de reticulocitoa de conejo se 
ha observado la existencia do un factor (o factores) soluble, involucrado en 
la etapa de iniciación (217), que es termolábil y que se consume o inactiva 
a lo largo del funcionamiento de la síntesis de proteínas.

En hígado de rata, la fracción soluble cruda promovía la unión de 
fr-acetil-fenilalanil-tRNA a 40 5 y, en menor grado, a 80 S y a 40+60 S (209). 
El poli-U y el GTP1 no afectaban la unión de éste aminoacil-tRNA a 40 S. Por 
sus características, puede distinguirse claramente esta actividad de la del 
factor de elongación (209). Esta fracción cruda promovía también la unión 
de phe-tRNA, poli-U dependiente, a subpartículas 40 S de hígado o de músculo 
de rata, a baja concentración de Mg*4'. Esa unión requería GTP y era inhibida 
por NEM (210). El factor que promovía la unión (209-211), fuó posteriormente 
aislado y considerablemente purificado por cromatografía en OEAE celulosa m 
hidroxiapatita (212). Su P.M. determinado por Sephadex &-200, es aproximada
mente 93.000. Por sus características cromatográficas y funcionales se asemat- 
ja al factor de reticulocitos.

En células de tumor escítico el sobrenadante postmlcrosomal contie
ne los factores que catalizan la unión de phe-tRNA a ribosomas 40 S de múscu
lo esquelético de rata, la síntesis de polifenilelanina a baja concentración 
de Mg++ y la traducción de mñNA de virus de encefalomiocarditis ( EMC) por 
rlbosomas reconstituidos a partir de subpartículas ribosómicas; contiene por 
lo tanto, los factores de iniciación de mamíferos Mj_, M2 y M3 (213 a), a di
ferencia de los sobrenadantes de hígado de rata o de músculo, que contienen 
solo Mi • L® fracción extraída con KC1 1M de microsomas de estas dos últimas 
fuentes (213 b) contienen M]_ y • En ninguna de las dos hay, en cambio, 
factor M3 activo para la traducción del mRNA de virus (213 b).

En sistemas derivados de embrión de trigo se aislaron dos factores 
(C y 0) análogos a los factores IF1 e IF2 de sistemas bacterianos y a «1 y 
\tr¿ de reticulocitos. Pero en embrión de trigo son componentes del sobrenadan- 
te (108-190). En experimentos preliminares se obtuvieron indicios ds un ter
cer factor que estaría asociado a los ribosomas (214).

Los factores de iniciación del crustáceo Artenrda salina se encontra
ron en el sobrenadante (218-221). El factor que promueve la unión a 40 5 de 
f-Met-tRNAf de E. coli, dirigida por AUG, a baja concentración de Mgf+ (218) 
es básico y tiene un P.M. de aproximadamente 145.000; parece estar constitui
do por dos subunidades idénticas (221). Por sus propiedades se le ha encontra
do semejanza con el factor M¿ de reticulocitos. A diferencia de este último , 
que no es sensible a NEM (219), los factores de sobrenadante tanto de Artemia 
salina como de hígado de rata y células L, son inactivados por este reactivo
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de grupos sulfhidrilos, al igual que en el extracto rlbosómico de oviducto 
de pollo*

Se había observado que el factor de reticulocitos es capaz de 
hidrolizar no solo GTP, sino también ATP, lo que marca una diferencia con el 
sistema de procariotes y, apuntaría a una posible función del ATP en la inicia
ción de la síntesis de proteínas en eucariotesv como lo observara Marcus en 
embrión de trigo (188-199), Maxwell (190) observó, en el sobrenadante posfe- 
microsomal de hígado un factor capaz temblón de hidrolizar tanto GTP como ATP, 

£1 extracto ribosómlco de reticulocitos contiene un factor que pro
mueve la disociación de los ribosomas monómeros en subpartículas ribosómicaa 
de 40 S y 60 S (167; 222-224), Como estas subpartículas están directamente 
involucradas en el proceso de iniciación, y en E, cali el factor de disocia
ción de ribosomas (OF) ha sido identificado con uno de los factores de ini
ciación (el factor IF3 (03-04) ), se consideró importante determinar si el 
factor de disociación en reticulocitos era idéntico o nó a alguno de los fac
tores de iniciación, particularmente a M3 ( con el que había sido Identifica
do en forma tentativa por algunos autores (224) ), En estudios preliminares 
se había encontrado esa actividad en la fracción M2A, (222), Sin embargo, una 
mayor purificación (cromatografía en columnas de fosfocelulosa, DEAE-celulo- 
sa e hidroxiapatita), psrmitió establecer la falta de identificación del fac
tor de disociación con los factores conocidos, a quienes no podía reemplazar 
en ensayos de síntesis de polifenilalanina (187).

Las características de este factor de disociación serán discutidas 
más adelante. Su posible relación con las preparaciones de factores de ini
ciación de reticulocitos aislados en otros laboratorios (191; 193-195), no 
han sido establecidas aún,

1,5,3 Pasos en el proceso de iniciaciónt
El mecanismo que lleva a la iniciación de la síntesis de proteínas 

en eucariotes es,a grandes rasgos, semejante al observado en bacterias. Uno 
de los primeros intermediarios de la iniciación es, aparentemente, el comple
jo 405-mRNA-tRNA iniciador, al que se uniría luego la subunidad ribosómica 
de 60 5, parra dar el complejo de iniciación 80 S,

La interacción del mRNA con la subunidad 40 S ha sido demostrada 
por Heywood (196-197), usando mRNA de miosine purificado de músculo esqueló- 
tico de embrión de pollo. Esa unión, que ocurría en presencia de GTP, tRNA 
y factores de Iniciación, era previa al agregado de la subunidad 60 S, El 
factor EF3, que promovía esa unión, lo hacía tambián en presencia de GMPPCP 
(198-200) y era capaz, además, de discriminar entre los mensajeros de mloslna
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y hemoglobina. La unión del mRNA s ríbanomno ora promovida, Junto con EF_,O
por el factor EF̂ .

Que las partículas subribosómicas son precursoras directas de las
unidades ritoosómieas an poliaornas aurtj» tío fixne&rimtfnfcntt oon oólulnr Mal.*?» 
(225) que demostraban que las subpartículas entraban a los polisemas antss 
de combinarse para formar monómeros. Se hicieron observaciones similares 
en células do tumor escítico (225). En base n ellas Hogan y Kornar propu
sieron que las subpartículas estaban d i r m a n t o  involucradas en la for
mación y ruptura de los polisemas, sirsndo los ribasemas 80S 3Ólo un resera 
vorlo de subunidades. En levaduras (227) so demostró, por experimentos do 
trasferencia a medio de cultivo con isótopos pasados, que los ribosonas ru- 
fren un intercambio de subunidades durants el crecimiento.

En reticulocitos de conejo se observó la estimulación de la inicia
ción por el agregado de partículas subríbosómicas (3). Durante la incuba
ción en ©1 sistema acelular había una disminución de las subpartículas riu* 
llevaba a una pérdida paralela de la capacidad de los ribosomas de inicior 
cadenas peptídices.

Boertz y McCarty (228) observaron c¡us, en incubaciones de Usados 
da reticulocitos en presencia de NaF podían aislarse complejos de
polisomas que consistían en subunldodes ribosómicas 40S unidas a mono, di, 
tri y tetrasomas; estos complejos representaban intermediarios en la sín
tesis de proteínas y correspondían a complejos 405-mRMA (el NaF inhibe es
pecíficamente la unión de la subpartícula 60S). En células entoras incuba
das en ausencia de NaF fuá posible observar también, aunque en pequeñas 
cantidades, estas estructuras transitorias, visualizadas por picos inter
medios en el perfil de absorbencia de los polisomas; las mismas son muy
lábiles.

El reconocimiento del mRNA por la subunidad 403 tiene lugar en gra
sando de NaF, pero es bloqueado por ácido aurintricsrboxílico (ATA) (2','1 
que como se sabe, inhibo específicamente la unión del mRNA a los ribosomas 
(104; 230). Esto permitió resolver el proceso de la iniciación en dos pa
sos: a) la unión de 40S a los polisomas, que tiene lugar en presencia de 
NaF pero es bloqueada por ATA; y b) el agregado de la subunidad 60S para
dar el complejo de iniciación 80S, que es inhibido por NaF.

32En conejos expuestos a fosfato- P por un corto lapso (2h), la ma
yor parte de la marca radioactivo se encontró asociada a las 3ubpsrtículos 
ribosómicas de 40S (231). El análisis sn gradientes de sacarosa del conte
nido de RNA de asas partículas indicó que la marcación correspondía casi 
exclusivamente a mRNA (95). Por exposicionos más prolongadas (24h), se e- 
videnció que había RNA ribosómico (1630, mRNA y tRNA asociado a 40S.
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Le bleu y col. (232) con rottNA globina purificado («te 
lado de polisomas coma ribonucleoproteínas , por tratamiento con £DTA) confl 
marón que hay una unión selectiva a 4QS do reticulocita6, y quo el ATA act&s 
como inhibidor.

En sistemas hoterólogos bcs ha observado temblón la incorporación da 
subunidades ribosómices de 408 a polisomas. En efecto, con 40s-^M: de hígaric 
de rata, so pudo observar, por análisis en gradiente de sacarasa, que en un 
Usado crudo (1:2) do reticulocitos había incorporación do las partículas 
hoterólogas a polisomas. Esta unión era dependiente do energía (ATP - GTP), 
sistema gonarador da energía (PEP-PK) y do la temperatura, y era Inhibida pe 
ATA (233).

Cryotsl y col,(lBl) observaron, en gradientes de sacarosa, la fon,.í 
ción de un complejo Ket—tRNAf-40S-mRMA-, por incubación, en un sistema fe-
celular do reticulocitos de conejo, de rlbcscmas levados con KC10^5 W ( que 
conservan su mRNA ondógono) extracta ribosrSmico crudo y GTP, en presencia 
da tRNA iniciador; en uno incubación similar en qu© se agregó además Val-tRM 
y factor de elongación Ti , pudo observarse la presencia tícl dipóptida;
25&-Í¿et-Val en lo región palisómíca ( ©1 Mafc-tñNAf unido no puede formar la 
primer unión poptídica si no esta presente (181; 185). So requiero la hi
drólisis de GTP*para la formación de la primera unión poptídica (lS2).La 
reacción es inhibida por ácido fusídico (182)* En presencia de ambas subuni
dades la unión del tRMA iniciador acurro predominantemente en la región tíre 
80S. Se requieren ambas subpartículas para la síntesis da los dipáptidos^ 
N-terminales Mst-puromicin© y Met-Val (181)*

En el sistema ©celular tío embrión do trigo (214), al incubarse con 
mRNA de virus satélite de la necrosis del tabaco, subunidades derivadas y 
factores do iniciación C y 0^ en presencia de GTP y ATP, pudo aislarse, ©n 
gradientes de densidad de sacarosa, al compiojo que se
dimenta aproximadamente a 50S* Si se ogragsn sumidades 60S hay un deaplo2c— 
miento de la marcación hacia la zona de monómeros. El GTP puede ser sustituí 
do por GMPPCP (214). £1 sistema puetís ser programado con otros virus de plsn

l»
tas. El ATA inhibe la formación riel complejo 408; el KF la del complejo 803.

Burgoss y Mach (234) observaron laformación de un complejo da ini
ciación específico para Met-tRNA^., con 40S aislados de plasmocitoma de ratón 
Ese complejo, formado o bajas concentraciones de i?g+* ( requiere GTP, factore 
de iniciación y el tripleta AUG y es detectado sobre filtros de membrana. El 
agregado de subunidades SOS no estimula esta unión.

En general los requerimientos para unión tío Mat—tRHA., en el sis
tema de mamíferos parece ssr semejante a los del sistema bacteriano, exesp-
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to por la ausencia de formilación del Met-tRNA*
En sistemas acelulares de insecto (207) se observó que la formación 

del complejo de iniciación 4 0 S -A U G (u )n-  Met-tRNAj^ requiere factor I2 y GTP
(se mide por retención en membranas de nitroceluíosa), pero no hay prácti-

32cementa hidrólisis de GTP-gamma P. Al agregar subunidad 60S se forma al 
complejo de iniciación SOS, paso en que sí hay hidrólisis de GTP.

La capacidad de los Usados no fraccionados de reticulocitos de 
formar complejos de iniciación 3H-Met-tR1\lA-40S-mRNA (visualizados en gra
dientes de densidad de sacarosa), desaparece por agotamiento del mismo por 
incubación prolongada. La pérdida concomitante de la actividad iniciadora y 
de la capacidad de formar complejas de iniciación, sugieren que el factor 
de iniciación lábil del sobrenadante (217) podría intervenir en laformación 
de dichos complejos.

La fracción soluble cruda de hígado de rata (210) promovía la unión 
de Phe-tRNA a 4QS, dirigida por poli-U, a baja concentración de Mg , unión 
que requería GTP* Esta fracción catalizaba además la reasociación de las sub
partículas ribosómicas, dependiente de poli-U y Phe-tRNA, en condiciones en 
que no ocurría espontáneamente (211) (en buffer con reasociación inhibidas 
Tris lümM, MgCl^ 3,5mM, KC1 120mM y mercaptoetanol 10mM) • El factor que pro
movía la unión de Phe-tRNA aislado y purificado considerablemente, no reque
ría GTP, pero sí poli-U [212)j en contraste con los resultados preliminares 
con la fracción cruda (210). Esta unión era parcialmente inhibida por la sub
partícula 60S (212). Este factor promovía también la unión a 40S de f-Met- 
tRNA^ y ds N-acetil-Phe-tRNA, en presencia de poli-U.

El factor de iniciación del sobrenadante da Artemia salina que pro
movía la unión a 4QS de f-Met-tRNAf de E*coli, dirigida por AUG, a baja con- 
centración de Mg (218), tampoco requería GTP. La reacción es inhibida por 
ATA y por edeína y NEM*

En el extracto ribosómico de reticulocitos de conejo, Gupta y col* 
(192-195) aislaron un factor (IF^) que unía específicamente Met-tRNA^ en pre
sencia de GTP, dando un complejo que era retenido por membranas de nitrocelu- 
losa (a semejanza del factor IF£ de E.coli (92; 109-a). Este complejo tema
rio, que parece ser un paso esencial para la transferencia de metionina de 
Met-tRNAf a la posición N-terminal de los peptidos sintetizados, fuá obteni
do también por Oettman y Stanley (235). La eficiencia de transferencia de 
metionina catalizada por IF^ en respueeta a poli AUG es de 3 a 4 veces mayor 
que en respuesta a poli-UG (194). La unión a IF^ es específica para el tRNA 
iniciador,, e inhibida por le presencia de rlbosomas (195) y por bajos nive
les (60 micromolar) de ATA (235). En cambio es insensible a NaF (1 a 10mM) o
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poctamicina (lv8 x 10 M a 198 x 10 M). Los otros dos factores aislados
(IF2 a IF3) actúan sinárgicamente con IF^).

Lavin y col.(201-204) habían encontrado que un factor proteico del 
denominado extracto ribasómico (con KC1 1M) de células L« formaba un comple
jo ternario específico con Met-tRNA^. de hígado de rata y GTP, independiente 
de mRNA y ribosomas, que es retenido por membranas de nitrocelulosa (semejan
te al complejo observado en reticulocitos de conejo (192; 235).

Esos mismos autores observaron que la unión del complejo ternario9 
que perece ser un "transportador" de tñNA iniciador, precede a la incorpora
ción del mRNA (203-204). En efecto, esta complejo factor-Met-tRNAf-GTP9 es 
capaz de unirse a la subunidad 408 en presencia de GTP y de las otras frac
ciones aisladas del extracto ribosómico por pasaje a travás de DEAE-celulosa 
(se usaron subunidades ribosómicas lavadas con KCl); se forma así un comple
jo que, por la subsecuente asociación con 60S lleva a la formación de un com
plejo 808, Este complejo es funcional, como lo demuestra su capacidad de sin
tetizar el dipéptido Met-puromicina en presencia de este antibiótico.

El factor L3 ora el que promovía la formación del complejo ternario. 
Este se formaba por unión a Met-tRNA, tanto en presencia de GTP como de 
GMPPCP (204).

El factor Lg funcionaba como factor requerido para la inserción del 
RNA mensajero. aumentaba considerablemente la formación del complejo 8QS, 
en presencia do L y L ; este complejo requería GTP, que no podía, en estecL O
caso, ser sustituido por sus análogos (beta o gamma metilén-GTP).

El factor que forma el complejo ternario fuá luego identificado co
mo factor IFL- (2Q4). La reacción de unión de mRNA de reovirus, estimuladaO
por la presencia de IFL^t lleva a la formación del complejo 4QS-Met-tRNA^— 
mRNA, al que se asocia lasubunidad 60S. Se requiere GTP en todos los pasos 
pero, salvo en el último, éste puede ser sustituido por GMPPCP. Puede aceptar
se que, en términos generales, son esos los pasos que llevan a la obtención 
de un complejo de iniciación 80S listo para comenzar la etapa de elongación.

En abierta divergencia con los resultados precedentes, que enfatizan 
la participación del mRNA en la constitución del complejo de la partícula 40S 
con Met-tRNAf, estudios recientes sugieren que la Iniciación de la síntesis 
de proteínas en eucariotes a diferencia del mecanismo generalmente aceptado 
en bacterias, ocurriría por unión del Met-tRNA^ iniciador a la subunidad rl- 
bosómica 40S, independientemente del mRNA. Se sugirió que este complejo sin 
mRNA (40S-Met-tRNA^), promovido par factores de iniciación de mamíferos, era' 
el primer intermediario natural de la iniciación. Este modelo supone que es 
el tRNA iniciador el que dirige la unión y correcta puesta en fase del mRNA9
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y no a la inversa*
Schreier y Staehelin (191}S en afecto, aislaron cuatro factores de

iniciación en extractos ribosómicos de reticulocitos: IF-E « . y  obser-3 1,2,3 y 4 7
varón que, con IF-E2 y IF-E3, la unión de ( H)-Met-tRNAf a 40S, detectada per 
análisis en gradientes de sacarosa, era igualmente eficiente en presencia e 
en ausencia de mRNA natural. Como IF-E2 es capaz de formar un complejo,GTF 
dependiente, con el tñNA iniciador, que no requiere ribosomas ni mRNA, se 
presume que la unión a 40S del Met-tRNAf, promovida por IF-E3 según se dbmos- 
trÓ, se haría probablemente con este tRNA complejado con IF-E2 y GTP. En pre
sencia de mensajeros artificiales (poli AUO} se requiere solo IF-E2 para la 
unión de Met-tRNAf a 40S , GTP dependiente. Le unión de la subunidad 60S pa
ra formar el complejo de iniciación 805 requiere un factor adicionalj IF-E4 .

Las partículas 40S que no tienen Met-tRNA unido sedimentan a aproxi
madamente 48S, lo que es compatible con una subunidad 405 complejada con el 
factor IF-E3 ( que es bastante grandes aproximadamente 15 a 175}• Esto sugie
re que el factor se combinaría inicialmente a la subunidad ribosómica pequeña 
para dirigir la unión del tRNA iniciador. Luego IF-E3 se disociaría del coat- 
plejo de iniciación, cumpliendo un funcionamiento cíclico (191).

Este modelo de iniciación concuerda con las conclusiones de Darn - 
brough y col. (236-237), quienes observaron que, en un Usado crudo de reti- 
culocitos, existía una asociación específica de Met-tRNAf con una alta propor
ción de 405 nativas, que llevaba a la formación de complejos estables a la 
centrifugación en medios con baja concentración de Mg++ . Esos complejos no 
tenían mRNA y desaparecían cuando se inhibía la iniciación (237-236}, ya sea 
con RNA de doble cadena (239-240), con glutatión oxidado (241), o por ausen
cia de hemina (242).

El complejo 405-^5-Met-tRNA podía convertirse en complejo de inicia
ción 80S-35s-Met-tRNA por agregado, al lisado incubado con esparsomicina, de 
mRNA como RNA de globina purificado (RNA 9S de reticulocitos) o como mRNA. en
dógeno de lisado de reticulocitos. También se observó con el trinucleótido 
AUO (243). El ATA inhibía la formación del complejo da iniciación 80S mRNA-cÜp-

i*pendiente, pero no tenía efecto sobre la formación del complejo 40S-Met-tRNAf. 
Este último complejo era utilizado preferentemente en la iniciación, en lugar 
del Met-tRNAf libre. En el complejo 4QS hay intercambio entre el Met-tRNAf 
unido y el de citoplasma; en el complejo 805 no existe este intercambio.

Los resultados experimentales, que indican la existencia de un in
termediario obligatorio 405-Met-tRNA, no deben considerarse necesariamente 
en conflicto con la idea de que el mRNA estimula la unión de Met-tRNAf o 
405. Esa estimulación podría ser explicada si se considera que los factores
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necesarlos para formar el complejo 40S-Met-tRNA podrían liberarse para reci
clar solo cuando se une el mRNA* Otra posible explicación sería que esa es
timulación se produce como consecuencia de una relativa inestabilidad del 
complejo 4QS-Met-tRNA con respecto al complejo 40S-mRNA-Met-tHNA, en las con
diciones usadas.

Según hemos visto, Dambrough y col» (236-237) habían observado la 
35unión de S -Met-tRNA a 40S aislados por gal-filtración en Sepharosa 60f en

ausencia de mRNA. Otros autoresv que obtuvieron resultados semejantes usando
ribosomas crudos o lavados con sales (181;185;243), han considerado, tácita
0 abiertamente, que el mRNA participaba en esos complejos; sin embargo se ha 
demostrado la posibilidad de que se formen complejos de mRNA independientes 
cuando se usan ribosomas no fraccionados (237).

I*5.4.1 Sitio de unión del Met-tRNA^ al ribosoma:La unión del tRNA iniciador a
la subunidad ribosómica de 4ÜS acurre en un sitio que puede denominarse sitio
1 (iniciador) (244). El hecho de que el sitio P (peptidil) resulte de la aso
ciación de la subunidad 60S al complejo 405 sugiere que es generado por com
ponentes de cada una de las dos subunidades. Uno de los componentes sería e-
videntemente el sitio I sobre 405, ya que, como se deduce^ de su reactividad 
con puromicina, la molécula de aminoacil-tRNA iniciador unida a esta subuni
dad, aparece directamente en el sitio P del ribosoma 805 (244—245).

La afinidad de varias especies de tRNA deacilado por el sitio P etol 
ribosoma 808 fuá observada por distintos autores, en ribosomas de retículoci- 
tos de conejo ( con tRNA*3*18 (161) y tRNA^8** (246), hígado de rato (245) 
(tRNA^8*) células L (247) (tRNA^Cy m, tRNA*3*18 y tRNA no fraccionado) o embrio
nes de Artemia salina (244) (tRNAfí8*' de E*coli, tRNA^®^, tRNA^r de levadura, 
tRNA^® y tRNA no fraccionado de E.coli o Artemia salina). Esa unión parece 
ser debido a una gran afinidad intrínseca de ese sitio, P, por tales tñNAs.
Se sugirió que el tRNA deacilado puede tener una función regulatoria sobre

Me tla iniciación, interfiriendo la unión del Met-tF&lAjT al sitio P.
En ausencia de factores proteicos exógenos, las subunidades rlbosó- 

rr.icas de 4GS de hígada de rata (obtenidas por disociación de los ribosomas 
con KC1 0,88 M (248) ) unen Met-tRNA^ en mayor proporción que Met-tRNA^ , en 
soluciones con concentraciones relativamente altas de Mg++ (245). Si se a- 
gregan subunidades 605 al complejo ya formado, se obtienen complejos 60S en 
que el Met-tRNA^ es capaz de reacclonarcon puromicina, en una reacción no a¡- 
fectada por el agregado de factores de elongación y GTP, indicando que el 
sitio de unión es el sitio P.

En experimentos de unión no enzimótica semejantes a los anteriores ,



con ribosomas de embrtfión ds trigo y de E.coll (249), ss observó temblón 
ese marcado afinidad para le unión preferonciol del Atet-tRNÂ  (iniciador) 
en presencie de AUQ.

Aunque se consí dora que? la discriminación entre las roo lóculos de 
Met *tRNA que so usan para la inícicelan y I¿»s qua se usen para ccdonítr.; inter

nos ocurre e nivel de los factores de iniciación, estos resultados sugieren 
que lea partículas ribosórrdeas en sí, ticna.o cierta capacidad para partici
par en la reacción de reconocimiento, confiriendo un irado de especificidad 
e le unión del tP.NA iniciador.

1,6 Ls actividad disocinntg en ♦
Gomo resultado ds estudios que for'w> de asta ti* sis y que

aquí ee describan "in extenso**, en 1570 y 1971 hemos comunicado ( 339 -̂b¡ 9 
que el extracto ribosómico d© roticulocitcs posee una actividad disociante
de ribosomas SOS dependicsr.t® de A7P.

Simultáneamente, J. p£tre (250) «r 
presencia da Mgf+, lo fracción ribcsórdcei 
quecida en partículas subriboscmlceis nativ 
capaz de disociar los respectivos ribosoc*.

jo por lavado con 
tís saccnarcmyces cnr¡?vi'-'ir 
nsj, y cotuvo un factor r,rc 
p citopl-asiáticos en 3ubp;*

Cl, en
v snri-

rticuias
40Q y 60S. •

Postsriormenta L^wfortí y col (251] describieron un factor df? diso
ciación extraído con KC1 de la fracción ribosómica de hígado ele rats. Esta 
factor actuaba sobre rlbosomos exentos el* rcfhNA y de cédanos paptitíicas d  e
cientes. Los ribocomos utillzades como sustrato eran obtenidos por disociación 
de polisemas en presencia ds puromicina y sitas concentraciones de KC3 y pos
terior reasocígcíÓn de las subpsrtículss así obtenidas per disminución ds 
le fuerza iónica (9). Un factor F3 purificado, preparado de células de tumor 
ascítico (252), también tuvo actividad disociante sobre los ribosomas de 
hígado.

Los factores de disociación de lavadura, da hígado de rota y aceites 
muestran analogías en sus propiedades y modo de acción, con el factor estudie- 
do en bacterias: le disociación es rápida, es proporcional a la cantidad de 
factor y es. antagonizeda por el ión .7g‘f+.

En 1972 Lubsen y Oavis (222) destostaron, en extractos ribosónicos 
de raticulocitos de conejo, un factor de disociación capaz de disociar ribo- 
somas libres, a bajas concentraciones da Mg4"4, (0,15-0,3 mM). Estos ribosomas 
eran monómaros 6C5 liberadas por desarme tío los uclisernas durante la incuba
ción de células enteres en prenuncie da RaF 10 mV (253) o ds puromicina 75 
microgromos/mi . L* cinética ds la disociación es rápida: se completa en un 
minuto e 37°C. La reacción ee muy sensible n la temperatura, depende de la
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concentrnción de tfg**, ( Si se eleva la concentración del ión e 5 nnM se re
vierte la disociación obtenida a concentraciones bajas dol mismo) y pareen 
ser estequicmétrice mas aue catalítica.

Este factor do disociación* como los otros estudiados en eucariotes 
se «semeje, en todos los aspectos estudiadas al factor de disociación de E* 
coli. Coma este último ha sido identificado con el IF3 (63-64) se pensó que 
el factor do disociación de reticulccitos podría también ser uno de los fac
tores da iniciación. Par sus característicos de elución en columnas de DE*' B- 
celuloca ( con KG1 0,2-0,3 M), fus tentativamente idontificado por Lubsen y 
Davis [222) con 1 i fracción

Ayuco-PdTrUla y col.(343) usaron ribosomas de tumor escítico rio Eb?- 
lich y confirmaron que el extracto ribosómico de rsticulocitos (dializodo) 
disocia los ribosomas manómeros, a bajas concentraciones ris Wg“*,+ (0,35 ir.M) 
(222)í las subpartículas 400 así producidas estaban asociados a los mismas 
cantidades de proteínas no ribosómices obsorvadas en los dos tipos de subpar
tículas 4QS nativos que ellos habían estudiado (254-256). Véase I*?.

Mi zuna y R&binovitz (224) observaron también una actividad di cncirm— 
te en extractos ribosómicos d© raticulositos de coneja, capar de disociar ri- 
bosomas 80B Gbtcnidos por desagregación tía polisomas producida por Incubación 
de Usados en mezclas sin hemina (242;257) o en presencia de butanol 0,1 M 
(253). Poro identificaran este factor como W3 ya que ambas actividades ca su
perponían en su elución de DEAE-celulosa con KG1 0,1-0,16 M (164). Estos sir-tn- 
res observaron que la reacción de disociación requería una fuente de energía 
y que era inhibida por el GWPPGP, lo que I03 hizo suponer que el requerimicre
to era la energía generada por hidrólisis do GTP.

Posteriormente (107) se purificó el fector ds Lubsen y Dsvis por cro
matografía en Saphatíox G200, fosfocelulosa, DEAE-celulosa e hidroxiepatita, y 
se encontró que el mismo era incapaz de reemplazar a los factores 
^2B ó , o a los factores da elongación EF-l y EF-2, en la síntósis do po- 
lifeniltilanina dirigida por poli-U, o en la síntesis de globina dirigida por 
mRNA endógeno. Ninguno de los factores mencionados, a su vez, evidenciaron 
actividad disocíenlo, Por lo tanto, el fector de disociación es diferente tía 
cualquit>ra de los factores do iniciación o elongación conocidos.

WÓs recientemente tm hn eTcantrado que los reticulocitos contienan Iqd 
factores de iniciación asociados e las subpartículas nativas (223). Los ex
tractos de cada una de les partículas subribosomicas exhiben una actividad 
semejante dol factor de disociación, en contraste con lo observado en Lvcte — 
rias, en que los factores de iniciación ( el de disociación incluido (120) ),
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están asociados solo con la partícula subribosómlca pequeña(56;60)• Esto con
firma resultados anteriores de líos mismos autores (222) y señala la exlsterv* 
cia de por lo menos dos factores disociantes, concurrentes; la actividad di
sociante se ha observado también en extractos ribosomales de vegetales. Wil
liams y col* (259), con extracto de ribosomas de porotos (extraídos de las 
hojas), obtuvieron la disociación de ribosomas monómeros en partículas subrl- 
bosómicas. La fracción activa se mostró heterogénea en cromatografía en co
lumna de DEAE-celulosa.

1*7 Ciclo ribosómico en eucariotes:
Hemos ya mencionadlo, al describir lainiciación de la síntesis de pro

teínas en eucariotes, el cumulo de evidencias que demostraron que las partí
culas subribosómicas nativas eran las precursoras efe las unidades activas en 
la síntesis de proteínas, sobre los polisomas. (3; 197; 225—226; 232; 260-264) 

Esto llevó a descartar el modelo original de ciclo polisómlco (117; 
265) que postulaba que los ribosomas, liberados como monómeros luego de termi
nar le síntesis de proteínas sobre los polisomas, se unían nuevamente al mñNA, 
sin disociarse, e iniciaban la síntesis de una nueva cadena polipeptídica.

Además, la falta de equilibrio daB los ribosomas monómeros con partí
culas subribosómicas o polisomas en sistemas acelulares de reticulociLtos 
(242-c; 264) y de tumor escítico de Etrlich (226;254), implica que la nayoría 
de los ribosomas 605 son relativamente inactivos y que no están directamente 
involucrados en el ciclo polisómlco.

Los resultadas obtenidos en estudios sobre el flujo de subpartículas 
rlbosómicas recién sintetizadas (marcadas con isótopos radiactivos), a poliso
mas, en células intactas (225—226; 260; 263) y de la velocidad de marcación 
de las distintas partículas rlbosómicas en animales inyectados con ácido orá
tico radioactivo (266) llevaron a idénticas conclusiones.

Sin embargo, en ciertas condiciones, al menos parte de esa población 
de ribosomas 605 libres es utilizada para la reformación de polisomas (267)»
En efecto, los monómeros pueden ingresar lentamente al ciclo, como lo Índica 
su eventual equilibrio Isotópico con polisomas y el hecho de que los monómeros 
generados y acumulados por diversos tratamientos, como incubación en medios 
carenciados (falta de glucosa o de aminoácidos esenciales (266) ), presencia 
de ciertos inhibidores ( N«F (269) ) o aumento de la temperatura (270), pue
den̂  sor reincorporados a polisomas cuando se revierten estas condiciones.

De lo que antecede emerge la imágen de un proceso en el cual los rl-
bosomas, liberados al terminar Has cadenas peptídicas, son generalmente con
vertidos en partículas subribosómicas ( o se liberan como tales) y continúan

i
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el ciclo reiniciendo la síntesis de nuevas cadenas y que, ocasionalmente, di
vergen hacia la formación de monómeros libres, partículas que no tendrían par
ticipación activa en el proceso (254; 267; 27l).

Es concebible que la falta de equilibrio rápido entre monómeras y 
polisomas se deba enteramente a condicionamientos espaciales, y que los riba- 
somas recién liberadas de las polisomas reciclen en forma preferencial debido, 
por ejemplo, a su proximidad con el sitio de iniciación del mRNA (242-c;262; 
264), Sin embargo, la idea más generalmente aceptada es que esa falta de equi
librio se debe a que los monómeros inactivos son formados como producto de 
una reacción lateral.

Al terminar de leer el mRNA, los ribosomas serían liberados como par
tículas subribosómicas, que reciclarían o, si está bloqueada la iniciación, 
se recombinarían para formar monómeras (7b; 254). Esta reacción de recomblna- 
ción sería la reacción lateral que se mencionó anteriormente. Esta idea está 
apoyada por los resultados de Falvey y Staehelin en el sistema acelular de 
hígado de rato o ratón (7). En ese sistema, en condiciones en que no hay lni- 
ciaCión, observaron una rápida incorporación de subpartículas ribosómicas exá
gonos en mon~omero&, durante el proceso de terminación, lo que demostraba qua 
esas subpartículas agregadas compiten con las endógenas en la reacción de re
combinación. Esto fué confirmado en el sistema acelular crudo de reticulocitos 
(utilizando ATA para inhibir la iniciación (104;230) ) con 40S— C aisladas 
de células de tumor escítico de Ehrlich (254) y en el sistema fraccionado de 
tumor escítico (polisomas y 40S de tumor ascítico y factores solubles de re
ticulocitos), en el que no hay iniciación (254).

Se observó,sin embargo, que no toda la incorporación de subpartícu— 
las ribosómicas a monómeros en estos sistemas depende del proceso de termina
ción. En efecto, a 0° ó a 37° después que este proceso ya no es detectadle 
(15 min.), exista una incorporación que representa presumiblemente un inter
cambio directo entre las partículas subribosómicas libres y las subunidades 
intrarribosómicas de los ribosomas monómeros: intercambio post-terminación 
( 7b ; 254)

La existencia de ese intercambio directo hizo concebir una nueva po
sibilidad ya que no puede excluirse la idea de que partículas liberadas duran
te el proceso de terminación sean monómeros de un tipo especial ( una minoría 
con respecto al total y que no estarían en equilibrio coro el resto), que se 
convertiría preferencialmente en partículas subribosómicas nativas y servían 
capaces de intercambiar rápidamente sus subunidades con las subpartículas ri
bosómicas libres (254). La liberación de éstos monómeros "especiales” puede,
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de todas man0rasy integrarse al modelo de ciclo como etapa rápida del proceso 
de terminación, en que los ribosomas, liberados como monómeros, se separarían 
enseguida en partículas subribosómicas.

Las partículas subrimosómicas nativas do 40S y 605 tienen baja afini
dad por la subpartícula complementaria y difieren funcionalmente de las soEjufvi- 
dades intrarribosómicas (254). Como intermediarias obligatorias del ciclo ri— 
bosómico entre la terminación y la iniciación de cadenas peptídicas, pueden 
participar en varias vueltas del ciclo sin entrar en el reservorio de monóme*- 
ros, productos de una reacción lateral (254;264).

Sin embargo, en condiciones en que la utilización de las subpartlcu- 
las en la iniciación es menor que la velocidad de liberación de las mismas en 
la terminación, gran cantidad de partículas subribosómicas entran o salen del 
reservorio de monómeros sin cambios demasiado evidentes en el numero de partí- 
culos subribosómicas libres (230).

Tiurge entonces el interrogante sobre qué es lo que determina si las 
subpartículas liberadas en la terminación se reasociarán inmediatamente con 
mRNA pora reiniciar la síntesis de proteínas o formarán un monómero libre, inac
tivo en la síntesisf pero que sirve como reserva potencial de subpartículas 
y quá es lo que controla la cantidad de subportículas libres.

Existen varias evidencies que sugieren que la asociación de las par
tículas subribosómicas pequeñas con factores proteicos sería la responsable 
del bloqueo de la unión de ambas partículas subribosómicas y de promover, 
por lo tanto, su participación en la iniciación. Así, las partículas subribo- 
sómicns que no se combinan directamente para formar monómeros, lo hacen lue
go de un tratamiento con soluciones salinas concentradas, que elimina facto
res proteicos de los ribosomas (254). Estos factores son los que se necesitan 
para la formación de los complejos de iniciación (1.5.2 e 1.5,3) y también 
promueven la disociación de los monómeros o bloquean la unión de las subpar
tículas (l.G).

En extractos acelulares de hígado de rata hay evidencies que sugie
ren que parte de las subpartículas 405 nativas contiene más proteínas que las 
subunidedes 4QS derivadas de monómeros o polisomns (272). En el sistema ace- 
luler de tumor escítico de Ehrlich (255) se encontró que las partículas 4QS 
que se encuentran libras en el citoplasma, están combinadas, en forma alta
mente específica, can cantidades detectadles de proteínas no ribosómicas, que 
son intercambiables. La cantidad de proteínas asociadas a las partículas sub- 
ribosómicas nativas es suficiente para permitir la separación de estas res
pecto de las subpartículas derivadas (Obtenidas por disociación de 60S con 
KC1 0,5M), en basa a su densidad boyante (255). En gradientes de densidad da
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Csftl ©parecen dos bandas heterogéneas ds 405 nativas, con densidad 1,49
(403-H) y 1,40 (4GS-L) g/cm^ respoctivemente y una banda de densidad 1,51 
, 3g/cm do 405 derivadas»

3Iguales diferencias do densidad en CsCl (1,52 y 1,45 g/cra respec
tivamente), fueron observadas en subpartículas de hígado de rata (272),

Les subpartículüs 4QS nativas aparecen frocuontemantn, en análisis 
en gradientes de densidad do sacarcsa como un pico asimétrico y, a veces, co
mo un doblo pico de en la región ds 405 (255), Esta heterogeneidad d®
les partículas 4GB en gradientes da sacarosa ha sido observada también por 
Jacobs-Larena y Baglioni en células MoLa (2S2-b), psro estos autores no hi
cieron estudios sobre diferencias en la densidad boyante» La velocidad da 
entrada dB las cubpartículas mis pesadas,(435 : obtenidas por tratamiento 
de las células con NeF) an polisomos es mayor quo la de las partículas 403 
(262—b)«

Experimentos realizados ©n raticulocitos de ceneja (242-a) sugie
ren qua existen dos clases do partículas subribosémicas pequeñas: une3 acti
vas, quo llegan rápidamente a un equilibrio con polisomas marcados, y otras 
inactivos,(yjo no estén en equilibrio*

Zehsvi-Willnor y Danon (231) observaron también des formas do sub
partículas 405 en rsticulocitos do conejo, can densidades boyantes 1,44 y 

/ 31,51 g/cm , pero atribuyeron esa diferencia a la formación del compleja
i

40S-mRNA-protBÍna-tRNái iniciador, ye qua encontraron qua partículas 433 na- 
tivas marcados con fosfato-^ P (40 horas) contenían mRNA y tRMA.

Por análisis por electroforosis en gales de poliecrilcmida se encon
tró (255) quo, asociadas a las partículas 4QS nativas, hay unas pocas proteí
nas de alto PM (comparado ccn ol de las proteínas ribosómicas) y pGrscería 
quo no tedas las subpartículas llevan la totalidad de las mismas, lo que es 
consistente con lo heterogeneidad previamente observada con respecto al con
tenido de proteínas.

El rol fisiológico de estas proteínas accesorias podría ser el da 
servir da factor da disociación (120; 254; 343), quizés pera mantener la fun
cionalidad de las partículas subribosómicas en el ciclo polisómico, impidien
do quo se rfícornbinen cuando so liberan do los polisomas en el proceso de ter
minación. Otras evidencias indirectas (343) sugieren quo estas proteínas po
drían ser también factores de iniciación quo promueven la formación del com
plejo de iniciación. En efecto, por trateindento de los subpartículas 40s na
tivas ccn MCI Q,5M, so obtienen partículas sin proteínas asociadas, que se 
acoplan rápidamente con las 605 derivadas; además los extractos ribosómicas 
crudos de rihoaonuia de reticulocitos contienan proteínas que se asocian aspe-



cfficemente a les partículas 40S derivadas y la9 transforma an subpartículas 
con proteínas extra en cantidades iguales a las de las dos formas nativas 
(343)» Estas proteínas tienen alta afinidad por la9 subpartícules 406 (que 
no dependa de co-factores dializables o de un sistema generador de energía). 
Se observó también que el extracto ribosómico pierde su capacidad de estimu
lar la iniciación cuando se eliminan del mismo las proteínas que se unen a 
las subpartículas 40S» Además las proteínas asociadas a estas subpartícules 
les confieren la capacidad de unir mRNA sintético (poli-U)» Parecen ser las 
proteínas unidas a las partículas 40S-L (livianas) las que proporcionan esta 
aptitud» Para unir aminoecil-tRNA, sin embargo, sb requieren factores adicio
nales (343)»

Hirsch y coir(255) observaron que cuando decrece el aporte de ener
gía o de aminoácidos a las células, hay un aumento moderado de la subpertí-

3
cula 4QS con menor cantidad de proteínas (4QS-H, densidad 1,49 g/cm ). Este 
aumente precede al aumento de monómeros* En base a ello los autores postula
ron que en las células en crecimiento, la cantidad de monómeros libreo ss 
pequeña y existiría un reservarlo, también pequeño, de proteínas de 405-H 
libres» Si disminuyera la iniciación con respecto a la elongación de cadenas 
peptídicas, las subpartícula3 que se generaran en la terminación excederían 
a la cantidad de factores proteicos accesorios que se liberarían en la ini
ciación» Aumentaría entonces el número de partículas 40S-H hasta que el ro- 
servorio de proteínas se vaciara y recién entonces empezarían a acumularse 
los monómeros» N

Aunque se observó (254) que las subpartículas ribosómicas 605 nati- 
vas y derivadas diferían funcionalmente, no se pudieron determinar les bases 
químicas de ese diferencia. Se especuló sobre la posibilidad de que la fosfo
rilación de una de las proteínas de 60S nativas, observada por Kabat (263-b) 
(en la partícula 60S intrarribosómica no está fosforilada), fuera la altera
ción que produciría esa diferencia funcional»

I»B Discriminación antro distintos mRNAsi
El posible rol da los factores da iniciación en la selección, para 

cu traducción, de ciertos m R M  específicos y, por lo tanto, el control da 
asta proceso, ha sido motivo de controversia en los últimos años»

El control de la expresión dal gen a nivel de le traducción del mRNA 
en secuencias peptídicas, requiera la existencia de un mecanismo que discri
mine entre distintos mRNAs, y mediante el cual los ribosomes pueden, en el 
medio celular, traducir una clase da mensajero en detrimento de otra» Facto
res de discriminación de éste tipo se han encontrado en E.coll (76;86) aso
ciados el IF3 y se los denominó factores de interferencia (86a).
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Pera probar la universalidad de e3e mecanismo de control, se inves
tigó la presencia de factores semejantes en varias células de mamíferos. 5a 
encontró, sin embargo, que pueden traducirse mRNAs exógenos heterólogos en 
sistemas acelulares o en células no diferenciadas, "in vivo*, ein el agrega
do de factores de iniciación (Cuadre IllJ lo que supone una falta de especi
ficidad de los mismos. La posibilidad de intercambiar factores de iniciación 
entre ciertos sistemas acelulares ( Cuadro Iv), apoya esta idea. Pero otros? 
resultados, en contraste con los anteriores, sugieren la existencia de fac
tores capaces de seleccionar y de unirse específicamente a los RNA mensaje
ras ( Cuadro V ).

En general los sistemas acelulares en que se ensayan los mRNA hete
rólogos se preincuban para reducir la síntesis endógena y se los hace depen
dientes de factores de iniciación. Es posible entonces que la traducción del 
mRNA agregado se deba a que sus propios factores de iniciación específicos 
han sido inactivados, Ein embargo, ha sido posible traducir mRNAs exógenos 
en lisados de reticulocitos no preincubados (274a; 276; 270—279). Una pasi
ble explicación en este caso, sería la existencia de una capacidad para com
petir por los factores de iniciación endógenas. Todo esto lleva a pensar que 
la especificidad no sería absoluta y apoya la idea de que los mRNA estarían 
agrupados en clases, cada una de las cuales tendría sus factores específi
cos (300).

Estos factores discriminatorios de mensajeros fueron propuestos por 
Heywood en células diferenciadas de eucariotes (198) y descriptos en extrac
tos ribosómicos de reticulocitos (301) y sobrenadante postribosomal de célu
las de Krebs ascites (302).

El mecanismo de discriminación entre varios mRNAs por factores de 
iniciación, parecería basarse en que esas proteínas tienen una gran afinidad' 
por varios mensajeros. Un factor dado promoverá pues la traducción de una 
clase determinada de mRNAs, y no de un mRNA o de un cistrón específico.
Cuando distintos mensajeros compiten por los ribosomas esa actividad discri
minatoria se agudiza (268; 301; 305). Este modela explicaría como podría con
trolarse la traducción sin necesidad de postular un factor do iniciación pa
ra coda RNA mensajero en la célula. El mecanismo no sería así excesivamente 
restrictivo con respecto a los mensajeras que puede aceptar y traducir colo
ree tómente



CUADRO III

TRADUCCION DE mRNAs EXOGENOS EN SISTEMAS HETEROLOGOS 
( sin agregado de factores de iniciación homólogos)

A.-SISTEMAS ACELULARES mRNA TRADUCIDO

1. Reticulocitos des - globina de ratón (273)
a) conejo - beta-globina de reticulocitos de ratón (274)

- globina humana (pacientes con anemias hemolíti- 
casstalasemia, anemia falsiforma) (275)

- ovalbúmina de oviducto de gallina estimulado por 
estrógenos (276)

- ferritinb.y otras proteínas de hígado de conejo 
(277-a)

- albúmina de polisomas unidos a membranas de hí
gado de conejo (277-b).

- inmunoglobulina (cadena kappa) de miéloma de ra-
t6n (278-a)

- cristalina (cadena al£a-A2 de ternera (279))
- queratina de plumas de embriones de pato (280).

b) cobayo, con Rb
de hígado trucha 
o raíces de habas

- globina de reticulocitos de conejo (28l)
c) pato - cristalina (cadena alfa Ap) de ternera (282) #

2. Tumor ascltico de
Krebs, de ratón - globina de reticulocitos de conejo (283-287)

- globina de reticulocitos de ratón (288)
- inmunoglobulina (kappa) mieloma de ratón (278-b)
- cristalino (alfa-A2) de ternera (289)
- globina eritrocitos inmaduros de pato (290)
- globina humana (288).

3. Hígado de rata
a) crudo
b) reconstituido 
(Rb+sobrenadante)

- globina de reticulocitos de conejo (291-b)
- globina de reticulocitos de conejo (291-a)

4. Cerebro de cobayo - globina de reticulocitos de conejo (292.~+)
5. Trigo - TMV y globina de reticulocitos conejo (293)
6. Células L ratón - protelna de la cápside de reovirus (294)
7* E.Coli — globina de reticulocitos de conejo (274-a)
8* Sarcoma 180 ratón - mengovirus y RNA total huevos erizo de mar

(295).

B.—CELULAS NO DIFE- mRNA TRADUCIDORENCIADAS

1. Oocitos de Xenopus - cristalina de ternera (269-a)#
laevis -globina de reticulocitos de conejo (296-b ye). 

- globina de reticulocitos de pato (297).
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CUADRO IV

FACTORES INTERCAMBIABLES POR DISTINTOS SISTEMAS ACELULARES

FACTOR QUE INTERVIENE EN SISTEMAS QUE LO INTERCAMBIAN

Iniciaciftn (en Hígado de conejo y reticulocitos
especial M̂ ) de conejo (186)»

Uni6n de tRNA iniciador Artemia salina e hígado de rata (212)
a 40S (semejante a IF̂ Artemia salina y fibroblastos de ra-

de E»coli) ratón (219)
Formación del complejo Reticulocitos de conejo y de pollo.
Fy-Met-tRNA -GTP hígado de conejo y de pollo y m&scu-* X lo de embrión de pollo (298)
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MATERIALES Y METODOS



M«1 Drogas:
ATP, GTP y creatina fosfato (todos ellos sales sádicas) y creatina

quinasa (ATPjcreatina fosfotransferasa, E.C.2.7,3,2) se obtuvieron de Boehrin-
ger-Mannheim; UTP, CTP, ADP, AMP (sales sódicas), de Pabst; AMPPCP y AMPCPP, y
poli-U (sal de amonio), de Miles Laboratories; L-aminoácidos, de Mann Research
Laboratories; 2-mercaptoetanol y ácido aurintricarboxílico, de Fluka.
Antibióticos: Cicloheximida, esparsomicina y psctamicina fueron obtenidos por
cortesía de Upjohn Co.f ouromicina de Nutricional Biochemicals.
Radioactivos:L-valina-14C (u )  y L--fenilalanina-1¿lC (u )  de Radiochemical Centre,

3Amersham, o de New England Nuclear Corp.; L-metionina-Ch^- H de New England Nu-
32clear Corp.; fosfato inorgánico- P de alta actividad específica (en solución 

HC1 0,02M), de la Comisión Nacional de Energía Atómica.
Líquido de centelleo: Tolueno grado analítico FBfl, o grado nitración P.A.5.A.; 
Omnifluor, de New England Nuclear Corp.; Tritón X-100, de Rohm y Haas.
La silicona línuida MS20Q era de Midland Silicones. El sulfato de amonio y la 
sacarosa fueron de grado enzimático, de Mann, Todas las demás drogas fueron de 
grado analítico. El agua fué bidestllada sobre vidrio.

M,2 poluciones utilizadas:
Solución A - Solución neutra de fenilhidrazina; clorhidrato de fenilhidrazina 

2,5°/., pH 7,5 (neutralizada con NaOH), con 2-mercaptoetanol 2,5mM. 
Solución B^- Polución salina isotónxca NKM: para suspender y lavar reticuloci- 

tos enteros (modificada de Borsook (306)): NaCl 13GmM, KC1 5mM y
Mg(CM3-C00)? 1,5mM.

Polución C^— 

C2-
Solución D -

Solución E^-

e2-
,E3"

Polución F -

Polución B3 concentrada cuatro veces (NKM 4x )•
Media de lisis; Mg(DH3CG0)2 l,5mM,
Medio de lisis: Mg(CH3C00)^ 2mM, 2-mercaptoetanol 3mM.
Solución para ajustar el medio iónico de lisados: Mg(CH3C00)2 4mM, 
KC1 250mM y Tris,HCl(pH 7,5) lOmM.
Medio salino para gradientes: Mg(CH3C0Q)2 2mM, KC1 70mM y Tris.HCl 
(pH 7,5) 2mM.
Como con 2-mercaptoetanol 3mM.
Mg(CH3C00)2 1,5mM, KC1 10mM y Tris.HCl(pH 7,5) lOmM.
Medio de redisolución de fracciones ribosámicas; Sacarosa 0,15M
con 2-mercantoetOnoi 3mM.

Solución G - Soluciones para gradientes de sacarasa analíticos:
G^- Sacarosa 15% en solución 
Gp- Sacarosa 50% en solución •



Soluciones pora gradientes de sacarosa preparativos:

G~- Sacarosa 15% en solución En-u
G^- Sacarosa 45% en solución Ep.
G5- Sacarosa 30% en solución Ep.

Solución H^- Medio de redisolución de fracciones enzimáticas SA40-70: Tris.HCl 
(pH 7,5) lOOmM, 2-mercaptoetanol 3mM y EDTA sódico 0,lmM.

Hp- Medio de diálisis de fracciones enzimáticas: Tris.HCl(pH 7,5) 20mM, 
2-mercaptoetanol 3mM y EDTA sódico 0,lmM.

Solución I - Medio de diálisis de extractos ribosómicos (También se utiliza pa
ra equilibrar columnas de Sephsdex—G25: KC1 lOOmM, Tris.HCl(pH 7,5) 
2mM y 2-mercaptoetanol 3mM.

Solución J — Medio salino de incubación acelular; Mg(CH3C0ü)p 2mM, KC1 TOmM, 
Tris.HCl(pH 7,5) 26mM y 2-mercaptoetanol 16mM.

Solución Ki- Medio para tRNA: Tris.HCl(pH 7,5) lOOmM, Mg(CH3CG0)2 3mM y KC1 24mM,
Kp— Medio para tRNA; Sacarosa 0,9M, Mg(CH3C00)p 4mM, KC1 25mM. Ajustado

a pH 6,0.
Solución Líquido de centelleo: Omnifluor 0,5% P/V en tolueno.

Lp- Líquido de centelleo: Omnifluor 0,5% Pf\J en mezcla de un volumen de
Tritón X-100 y dos volúmenes de tolueno.

Solución M - Pactamicina O,0mM en ácido acético lmM, preparada inmediatamente an
tes de ser usada.

Los antibióticos se disolvieron en agua bidestilaoa. El pH de la solu
ción de Tris.Hcl fue ajustado a 20°. La mayor parte de las soluciones se conser
varon congeladas a -20° y fueron mantenidas en ^río durante su dcscongelamiento.

M.3 Animales:
Se utilizaron conejos jóvenes de raza neocelandesa de 1,8 a 2,5 Kg de

peso.

M.4 Tral amiento de los animales;
Se les indujo la reticulocitosis por una modificación del método de 

Borsook y col (306). Los animales se inyectaron diariamente, durante 5 días con-
9

secutivos, con solución A, por vía subcutánea, en dosis de lOmg de fenilhidrazi- 
na/Kg de peso. Al 7o día fueron sangrados a blanco por punción cardíaca. Se con
troló la reticulocitosis contando los elementos teñidos con azul brillante de 
cresilo, contrastado con May-Grünwald. Los valores obtenidos oscilaban entre 85 
y 99%. El volumen de hematocrito oscilaba entre 13 y 20%.

M.5 Obtención de reticulocitos;
En un Erlenmeyer heparinizado (con solución de heparina 4Q0 unidades/ml 

en solución isotónica ) se recibió la sangre, directamente de la aguja de



punción, agitando suavemente para evitar la formación de coágulos. :j* filtró por 
doble capa de gasa, recibiendo en recipiente enfriado en baño de hielo y agua.
Pe agitó oara asegurar una buena aereación y un enfriamiento rápido. Todas las 
operaciones posteriores se realizaron entre 2o y 4»,

Se centrifugó la sangre durante 5 minutos a 2.000 x g en centrífuga 
refrigerada (sorva11 modelo RC-2). Luego de separar el plasma por aspiración, 
se resuspendieron las células en solución isotónica B^ (volumen igual al del 
plasma), agitando suavemente para evitar la rvptura de las mismas. Se repitió la 
centrifugación y se separó, nuevamente por aspiración, el líquido de lavado y 
también las células blancas, que forman una delgada capa blanquecina sobre las 
células sedimentadas. Se renitió el lavado una vez más y los reticulocitos así 
obtenidos fueron lisados, o bien se suspendieron en solución (l volumen/volto
rnen de células).

M.6 Preparación de extractos acelulares (lisados):

M.6.1 Lisado 1:1: Se utilizó una modificación del método descrito por Lamfrom y 
Knopf (307). El lisado de reticulocitos se obtuvo por choque hipotónico: a un vo
lumen de reticulocitos sedimentados se le agregó igual volumen de agua bidestila- 
da, homogeneizando en frío con varilla de vidrio y dejando 15 minutos. El sobre
nadante de la centrifugación a 12.000 x g a 2o (Sorvall) durante 20 minutos (li
bre de células no lisadas, membranas y mitocondrias) constituye el lisado 1:1.

A este lisado se lo usó inmediatamente, o se lo congeló en forma rápi
da y conservó a -80°.

M.6 ,2 Lisado 1:1 en sales; Se obtuvo en forma semejante al anterior, pero susti
tuyendo, para la lisis, el agua bidestilada por solución C2*

M.6 .3 Lisado 1;1 enriquecido en polisomas:La fracción de ribosomas pesados obte
nida a partir de un lisado 1:1 en sales (M.6.2) por sedimentación durante 15 mi
nutos a 30.000 rpm a 2o, en tubos de 2,5ml en el rotor 50 de la ultracentrífuga 
preparativa jpinco (modelo L-2), se suspendieron cuidadosamente en 1/4 de su vo
lumen original, utilizando para ello el sobrenadante de 105.000 x g del mismo 
lisado (obtenido por centrifugación durante 40 minutos a 50.000 rpm en tubos de 
2,5ml en el mismo rotor).

M.6 .4 Lisado 1;4; Un volumen de reticulocitos lavados y sedimentados fué lisado 
en 4 volúmenes de medio de lisis (solución ) con agitación suave, en frío, du
rante 10 minutos. Se mezcló luego un volumen de solución D para ajustar la compo
sición iónica. Luego de centrifugar durante 20 minutos a 12.000 x g a 0o ( Sorva 11 
se decantó cuidadosamente el sobrenadante, nue constituye el lisado 1:4. Este 
se utilizó para preparar ribosomas y fracción inlvble (sobrenadante total c en—



W.6.5 Lisado 1:2; Un volumen de reticulocitos se lisó en dos volúmenes de solu

zimas 40-70),

ción y se agregó 0,25 volúmenes de solución D, El resto de las operaciones 
se efectuó como en M»6,4.

M.7 Obtención de la fracción ribosomlca total;
Se obtuvo esta fracción por ultracentrifugación de Los extractos ace-

lulpres.

M.7.1 Ribosomas toteles-1 (RbT-l); A partir de los lisados 1:1 (M.6,1 ó M.6.2) 
que se centrifugaron durante ]5G minutos a 50,000 rpm en tubos de 2,5 mi del ro
tor 50 (roirco) (cuando el volumen era menor de 2,5ml, se completaba con silico- 
na M5200). Se enjuagó cuidadosamente el sedimento con solución F y se disolvió 
en un pequeño volumen de la misma solución, mezclando suavemente con una varilla. 
Los restos insolubles fueron descartados por sedimentación durante 10 minutos a 
10.000 x g. Este último procedimiento se utilizó también para clarificar las de
más preparaciones ribosómicas aquí descritas.

M.7,2 Ribo soma r, totales-2 (RbT-2); Se obtuvieron por centrifugación del lisado 
1:4 (M.6.4) durante 4 horas a 30.00Ürpm en el rotor 30 (Epinco). El sedimento 
de ribosomas se redisolvió en un pequeño volumen de soluciónF (destinado a ser 
conservado a -80°), o en medio salino (solución E2) para su fraccionamiento en 
gradientes preparativos.

El sobrenadante de erta centrifugación es el que se utilizó para la 
preparación de la fracción enzimática SA40-70.

M.8 Obtención de_ fracc.i ones ribosómicas nativas purificadas;
El fraccionamiento de la población ribosómica total contenida en los 

extractos acelulares se realizó en base a las distintas velocidades de sedimen
tación aue tienen los diversos tipos de partículas ribosómicas nativas (poliso- 
mas, monómeros B0S y subpartículas 40S y 60S).

Los ribosomas totales RbT-2 (M.7.2), obtenidos de los extrectos de re- 
ticulocitos normales y redisueltas en solución E^» se centrifugaron en gradien-

9

tes de densidad preparativos de sacarosa 15-45% (M.22 y M.22.2)
Se fraccionaron los gradientes por lectura de la absorbancia a 254nm 

(M.22.3) y se seleccionaron por sus picos de absorbancia las fracciones corres
pondientes a las subpartículas 40S y 60i y los ribosomas monómeros 80S. Estas 
fracciones se sedimentaron durante 4 horas a 50,000 rpm a 2o en el rotor 50 
(Spinco), se disolvieron en la solución F, y se conservaron a -80°.

Los poli somas purificados, que se acumulan en el fondo del tubo del 
gradiente preparativo, se redisolvieron también en solución F y se conservaron 
en iguales condiciones.



En la Figura l , cuadros y Â , pe muestran respectivamente el dia
grama de un fraccionamiento de ribosomas totales, y el enálisis de los monóme- 
ros 60S nativos obtenidos,

32M,9 Obtención de partícula^ ribosómicag nativas marcadas con^ P;
La población de ribosomas nativos ce marcó "in vivo" inyectando a ca

da conejo anémico, por vía intradérmica, 48 horas antes de sacrificarlos, 10 mCi
32de fosfato inorgánico- P en solución Bi (neutra). En las condiciones fisiológi-

; i
cas de estos conejos, las células eritroides (precursoras de los reticulocitos), 
están sintetizando activamente ribosomas. Luego de ese prolongado lapso de mar
cación (48 horas) muchas células eritroides marcadas en la médula ósea han sido
volcadas al torrente sanguíneo. En esas circunstancias, en las células circulan—

32tes aproximadamente 99% de la radioactividad de P de la fracción ribosómica se
32encuentra en forma de RNA ribosómico- P (263)»

32Los reticulocitos- P aislados de la sangre obtenida por punción car
díaca, fueron lavados dos veces en solución e incubados en medio para incuba
ción de células enteras (M,16), durante 15 minutos a 37°; luego se lavaron con 
solución Bj y se Usaron (lisado 1:2, M.6.5),

El extracto acelular se centrifugó durante 15 minutos a 10,000 x g 
(Son/all) y luego se fraccionaron los ribosomas del lisado en el rotor 30 (^pin- 
co), centrifugando 12,5ml del lisado sobre gradientes (2üml) de sacarosa 15-30% 
en solución E^ (M.22.2), durante 3 horas a 30,000 rpm. Se separaron los riboso-
ma* pesadas sedimentados; el contenido líquido de los tubos, que tenía aún di-

32suelta la fracción ribosómica liviana RbL- P, se dializó contra solución 
(tres cambios, 8 litros totales), durante 1 hora y se sedimentó por centrifuga
ción durante 6 hora- a 30.(300 rpm (rotor 30, Opinco).

32La fracción RbL- P, di suelta en solución E^r se fraccionó en un gra
diente lineal preparativo de sacarosa 15-45% (M.22,2 y M.22.3) y se recogieron 
las fracciones correspondientes a los comoonentes 40S, 40+60S, 6GS y SOS (Figu
ra 2, I-fracciones A, 8, C y D respectivamente). Estas fracciones se sedimenta
ron 4 hora^ a 50.000 rpm en el rotor 50, se disolvieron en solución F y fueron 
conservadas a -80°, De cada una se leyó la A2g0nm y midió en el contador pro-

32 *porcional la radioactividad de P en el precipitado de ácido tricloroacético
327,5%, Las radioactividades específicas de las fracciones P obtenidas fueron:

4 4 4 .40^: 11,45 x 10 cpm/mg; 60F? 10,18 x 10 cpm/mg; 40+60S: 13,28 x 10 cpm/mg;
480Ss 6,46 x 10 cpm/mg.

Estas fracciones fueron analizadas en gradientes analítico^ de sacaro- 
* a 15-50% (Figura 2; Cuadros A a 0). No se hizo una purificación posterior de 
las mismas para evitar nueva' manipulaciones y preservar en lo posible su carao-



terírtica de partículas nativas

M«10 Obtención de rlbosonan agotados;

M.10.1 Ribo.somas totales agotados. RbT-ag; Los ribosomas totales (M.7.1. 6 
M.7.2) fueron incubados (3 a 5 mg/ml) en un sistema acelular con componentes 
solubles definidos (M.19) durante 90 minutos a 37», período en el que el sis
tema agotaba su capacidad de síntesis de proteínas; luego de enfriar y comple
tar el volumen con solución Ep9 los ribosomas agotados fueron sedimentados 
durante 120 minutos a 5G.GÜQ rpm en el rotor 50 (Spinco) y se redisolvieron 
en un pequeño volumen de solución Est0 preparación contiene un gran pre
dominio de monómeros BOS y una pequeña proporción'de subpartículas 40S y 60S«

M,1Q«2 Ribosomas 805 agotados, a partir de ribosomas totales. 8QSag-A; Los 
ribosomas totales agotados RbT-ag (M.10.1) fueron fraccionados en un gradien
te preparativo (M.22.2 y M.22.3). La fracción correspondiente al pico de 
*254nm 80F, se sedimentó durante 4 horas a 50,000 rpm (rotor 50) y se re
di solvió en solución F. Esta preparación contiene monómeros 805 con una muy 
pequeña imourificación de ^ubpartículas 6GF,

M.10.3 Ribosomas BOS agotados, a partir de polisarcias, 8QSag-B: Fe obtuvieron 
en igual forma que los anteriores, pero a partir de polisomas purificados (M. 
8), incubados durante 90 minutos a 37° en el sistema acelular con componentes 
.solubles definidos. En la Figura 1, cuadro B ,̂ se muestra el fraccionamiento 
en el gradiente preparativo, y, en el cuadro B^, el análisis en gradiente de 
lô - ribosomas 80F agotados resultantes, en el que se observa una peaueña con
taminación de subpartículas 60S, y de agregados pesados,

M.ll Obtención de riboroma^ BOS de células incubadas con NaF, 8QS-F;
Se incubaran reticulocitos entero.s en un medio de incubación para 

célula^ enteras, con NaF 10mM, durante 60 minutos a 37°. Se lavaron los reti
culocitos cinco veces en frío con solución B^» para eliminar el ión fluoruro, 
se Usaron (lisado 1;4; M.6.4) y se aislaron los ribosomas sin fraccionar por 
el mismo orocedimiento que para la fracción ribosómica total RbT-2 (M.7.2). 
Esta preparación está constituida casi ̂ exclusivamente por monómeros 80F, con 
muy poca contaminación de partículas subribosómicas y polisomas (Figura 1, 
cuadro C).

M.12 Obtención de ribosomas 805 reasociados. 8QS-R:
Se obtuvieron según una modificación del método de Falvey y Staehe- 

lin ( 7 ), utilizando polisomas purificados (M.8) oue fueron incubados 90 mi
nutos a 37°, en el sistema acelular con componentes solubles definidos (M.19)



y en el mismo medio de incubación se aumentó la concentración de KC1 a 0,5M, de» 
jándose durante 15 minutos a 0o. Esto provocó la disociación de los ribosomas a 
subunidades. Las miomas se reasociaron por dilución con solución de Mg(CH^C00)2 
2mM, Tris.HCl(pH 7,5) 2mM y 2-mercaptoetanol 3mM, harta alcanzar la concentra
ción final de K* 60mM. Los ribosomas 80S-R se aislaron sedimentándolos durante 
4 horas a 50.000 rpm en el rotor 50 (npinco), y redi solviéndolos en solución F.
La preparación contenía una pequeña proporción de subpartículas (Figura 1, cua
dro 0) •

M.13 Preparación de la fracción enzimática SA40-70;
Se obtuvo a partir de sobrenadante postribosómico resultante de la 

preparación de RbT-2 (M.7.2), por una modificación del método de Alien y Schweet 
(300). Todag las operaciones se llevaron a cabo a 0o-4°. Se agregó al sobrenadan
te, lentamente y con agitación, sulfato de amonio en polvo fino, hasta 40% de sa
turación (22 g/lOOml), Una vez disuelto se dejó 30 minutos. Luego de centrifugar 
durante 15 minutos a 12.000 x g (jorvall) se descartó el precipitado formado y 
se ajustó el pH del sobrenadante a 6,5 con ácido acético 1M. Se agregó sulfato 
de amonio en polvo hasta 70% de saturación (18,2 g/lOOml), se dejó 30 minutos y 
se centrifugó durante 15 minutos a 12.000 x g, descartándose el sobrenadante.

Se redisolvió el precipitado en solución (mitad del volumen origi
nal de sobrenadante) y se ajustó a pH 6,5 con ácido acético 1M, Se llevó nueva
mente a 70% de saturación con sulfato de amonio en polvo (43,6 g/lOOml de solu
ción + CH^COOH), se dejó 30 minutos y se separó el precipitado por centrifu
gación (15 minutos a 12,000 x g). Este se suspendió en un pequeño volumen de so
lución y se dializó durante 15 a 18 horas contra tres cambios de solución H^. 
La fracción enzimática dializada se clarificaba por centrifugación durante 10 mi
nutos a 12.000 x g. Se usó fresca o se conservó en pequeñas porciones, congelada 
a -80°. Se descongeló sólo una vez antes de ser utilizada, ya que pierde activi
dad por descnngelamientos sucesivos.

M.14 Preparación de tRNA de hígado de conejo;
§e efectuó según una modificación del método de Mosteller y col (309)• 

Las operaciones se realizaron a 0 M « ,  excepto donde se indica otra temperatura.
3e dejaron dos conejos en ayunas durante 24 horas, luego de lo cual se 

los sacrificó y se les extrajo rápidamente los hígados, que se recibieron sobre 
agua helada. Luego de secarlos y pesarlos (300g) se los cortó en pequeños trozos 
y se los homogeneizó en 800ml de medio de homogeneización (solución K^}, en li- 
cuadora, ê filtró por gasa trióle y se centrifugó durante 10 minutos a 10.000 x
g y 15 minutos a 30.000 rpm, en el rotor 30 (Spinco). El sobrenadante, filtrado 
por gasa para eliminar la capa de lípidos, se ajustó a pH 5,0 con ácido acético

1



1MV fb le agregó bentonita lavada (concentración final 5 g/l) y se centrifugó du
rante 20 minutos a 8,000 x g (Rorvall). El precipitado, suspendido en aproximada
mente 200 mi de solución K^» se centrifugó durante 20 minuto^ a 8,000 x g. Se re- 
disolvió el precipitado en Tris.HCl(pH 7,5) 0,1M (1,0 ml/g de hígado) y se homo- 
geneizó en un homogenizador de Potter, Se agrego luego dodecilsulfato de sodio a 
concentración final 1% y se extrajo con un volumen de fenolsH^O 90% (recientemen
te destilado), por agitación durante 40 minutos a temperatura ambiente, Se separó 

: /las dos fases por centrifugación, Re lavó la capa fenólica con agua bidestilada. 
Las capas acuosas reunidas se reextrajeron con fenol por agitación durante 20 mi
nutos y centrifugación. Se agregó ala capa acuosa un décimo de su volumen de a— 
cetato de potasio 1,0M pH 5,0 y se precipitó el RNA con etanol de 96° (dos volú
menes), a -20° durante 12 horas. Se centrifugó y el precipitado resultante se 
Bxtrajo tres veces con NaCl 1M (10 mi cada vez) mediante resuspensiones y centri
fugaciones repetidas. A los sobrenadantes reunidos se les agregó un décimo de su 
volumen de acetato de potasio 1M pH 5 y dos volúmenes de etanol frío (dejando nue
vamente durante 12 horas a -20°)•

El precipitado centrifugado, se redirolvió en Tris.HCl(pH 7,5) 10mM, 
con un décimo de volumen de suspensión de bentonita, y se dializó contra Tris. 
HCl(pH 7,5) lOmW, durante 15 horas. Se eliminó la bentonita por centrifugación 
del líquido dializado durante 15 minutos a 30.000 rpm (rotor 50, Spinco),

La.concentración del tRNA resultante se midió por espectrofotometría
a 260 nm,

W.15 Obtención de extractos ribosómicos. ER-1 y EH-.5; * *
Se prepararon dos tipos de extractos ribor-ómicos crudos, ya sea en un 

medio con KC1 1U (denominado ER-l) o con KC1 0,5M (llamado ERt5)
A la fracción ribosómica total RbT-2 (M,7.2) disuelta en un volumen de 

solución F (concentración: 50 mg ri bo somas /mi), <̂e le agregó solución de KC1 4M 
(1/3 volumen para la concentración final de KCl 1M o bien 1/7 volumen para 0,5M 
final), y re incubó a 0o durante 15 minutos, con ágil ación ocasional. Se transfi
rió a tubos de 2,5ml del rotor 50 (Spinco) en los que se puso como máximo l,5ml
por tubo y" el resto del volumen se completó con silicona MR200 (menos densa). Se*
centrifugó durante 90 minutos a 50.000 rpm. Se extrajo cuidadosamente la capa de 
extracto sobrenadante coloreado (acuoso), con pipeta, cuidando de no tocar el se
dimenta. Como control se verificó siempre, por análisis por ultracentrifugación 
en gradiente^ de sacarosa, que el extracto estuviera exento de partículas subri- 
bosómicas. (Ver ejemplo en Figura 14).

M.15,1 Extracto ribosómico dializado. Eft-d: Se dializó el ER crudo (ER-1 ó ER-.5) 
contra solución I (5 cambios, volumen total 2 litros), durante 2 a 5 horas. El



ER-d así obtenido tiene una concentración de KC1 0,1M.

M«15.2 Extracto ribosómico desalado en Sephadex G25. ER-G25: El ER crudo (M*15) 
fuá pagado a través de una corta columna (10 x 80 mm) de Sephadex G25, equilibre- 
da y eluída con solución I (velocidad de flujo: 28 ml/cm , hora). Se recogieron 
las fracciones de alto pero molecular (coloreadas por la presencia de hemoglobi
na). El eluído (ER-G25) tiene también una concetración de KC1 0,1M«

M.15.3 Relación extracto ribosómjco a ribosomas (ER;Rb); La> proporción de ER en 
las incubaciones fue expresada como la cantidad (en mg) de ribosomas totales 
crudos RbT-2 cuyo extracto <̂e agregaba por mg de ribosomas 80S presentes en la 
mezcla de incubación.

Para calcular esta relación con ER-d ó ER-G25, se midió su dilución 
luego del tratamiento de diálisis o de desalado, en base a la disminución de la 
lectura de A^^5nm (hemoglobina), respecto del extracto crudo.

M.16 Incubación de células enteras:
Para la incubación de los reticulocitos enteras se empleó una mezcla 

que contenía, por mi de volumen final:
Tris.HCl(pH 7,5) 10 micromoles
NKM 4x (solución B2) G,113ml
Plasma dializado contra NK 
solución B̂  sin MgfCH^COO^) 0,050ml
Glucosa 0,500mg
Sulfato ferroso amónico 0,2 micromoles

, 14Aminoácido- C (de la acti
vidad específica indicada) 0,5 micromoles
Mezcla de los 19 aminoácidos 
restantes (según Borsook (306)) 0,035ml
Agua destilada c.s.p. 0,5Q0ml
Suspensión de reticulocitos 
1:1 V/V, en solución 0,500ml
La mezcla se incubó a 37o en baño termostatizado, con

lar, durante los tiempos indicados en cada caso. Para el estudio de la incorpora-
i

ción de aminoácidos a proteínas las muestras (0,2ml) se recibieron sobre 10 mi de 
agua bidestilada fría. El lisado así obtenido se centrifugó durante 20 minutos a 
12.000 x g (Sorvall) y en el sobrenadante se determinó la incorporación de amino
ácidos radioactivos (M.23.1) en alícuotas de 2,0ml. Para el examen de las pobla
ciones ribosómicas, los reticulocitos incubados se lavaron en solución fría y 
se lisaron en Id forma en que se preparan los extractos acelulares (lisado 1:4,

i
M.6.4).

M.17 Sistema acelular con lisado no fraccionado;
La mezcla de incubación contenía los siguientes componentes:



Mg(CH3C00)2
KC1

2mM
6QmM

Tris.Hcl(pH 7,5) lOmM
2-mercaptoetanol 6mM
ATP lmM
GTP 0,25mM
Creatina fosfato 5mM
Creatina quinase 0,03 mg/ml
Aminoácido radioactivo (acti
vidad específica determinada) 0,04mM
Mezcla equimolar de los 
19 aminoácidos restantes 0,04mM
Lisado 1:1 0,0 v/v final
La temperatura y tiempo de incubación se indica en cada caso.

M.18 Fistema acelular con polisomas y sobrenadante:
La mezcla de reacción contenía los siguientes componentes:
Mg(CH3C00)
KC1

2mM
70mM

Tris.HCl(pH 7,5) 26mM
2-mercaptoetanol 16mM
ATP.Mg lmM
GTP.Mg 0,2mM
Lisado 1:1 enriquecido 
en polisomas (M.6.3) 0,Q4ml
Volumen fina] 0,0625ml
En cada caso se especifica la temperatura y tiempo de incubación

M.19 Sistema acelular con componentes solubles definidos:
La mezcla contenía:
Mg(nH3CPn)? PmM
KC1 72mM
Tri r.HC1(pH 7,5)
9

2-mercaptoetanol
36mM
16mM

ATP.Mg lmM
GTP.Mg 0,?mM
Creatina fosfato 7,2mM
Creatina quinasa 0,04 mg/ml
tRNA de hígado 0,072 mg/ml
Fracción enzimática A®^0-70
Aminoácido-^C de actividad 
específica determinada

3 mg/ml 

0,04mM



Mezcla equlmolar de los
19 aminoácidos restantes 0,04mM
Fracción ribosómica 1 mg/ml
El volumen fina] de la mezcla fuá habitualmente de 0,125ml 6 0,250ml, 

según se indica en cada caso; también se especifica la temperatura y tiempo de 
incubación y otras modificaciones introducidas.

M,20 Incubaciones con agregado de hernina;
•t *

En algunas incubaciones se incluyó heminá (0,025mM) sobre la base de 
observaciones originales de London y col (325) y de Waxman y col (326) en si sen
tido de que su presencia era necesaria para que tuviera lugar la iniciación de la 
síntesis de cadenas de globina. Experimentos posteriores mostraron que en varios 
casos esa estimulación fué errática o inexistente, por lo cual se la omitió en 
los ensayos subsiguientes,

M,21, Determinación de la concentración de las fracciones ribosódicas, de RNA y 
de proteínas

Se realizó por espectrofotometría a longitudes de onda de 260 y 280nm, 
Para ribosomas a 260nm; 1 mg/ml = 11,2 unidades de A26O
Para RNA a 260nm; 1 mg/ml * 21,4 unidades de A2gQ
La concentración de proteína se midió de acuerdo a la ab^orbancia a

260 y 280nm, utilizando el nomograma de E.Adams basado en los coeficientes de
extinción dados por Warburg y Chri^tian (310).

M«22 Gradientes de densidad de sacarosa;
Se generaron mediante una bomba peristáltica (Desaga) multicanal. En 

un recioiente de mezcla con buena agitación, se colocó una cantidad medida de la 
solución de sacarosa más concentrada, correspondiente a la mitad del volumen to
tal de los gradientes a preparar; se hizo llegar a este recipiente la solución 
menos concentrada, a través de uno de los canales de ]j bomba. La mezcla de ambas 
soluciones salía, en proporción de dos volúmenes por volumen de entrada, a través 
de dos canales de la bomba que iban a cargar sendos tubos, depositándose en capas 
sucesivas,, en un gradiente lineal. Los gradientes se prepararon a temperatura anú
blente, pero se enfriaron siempre a 2° antes de ser utilizados.

M,22,l Ultracentrifugación en gradientes analíticos; En tubos del rotor SW41-T1 
(SpLnco) se prepararon gradientes lineales de sacarosa 15-50^, de 12ml, con las 
soluciones G-̂ y G?» robre ellos se depositaron muestras de 0,10-0f25ml contenien
do 0,4 a 1 unidad de de las fracciones ribosómicas purificadas, o con 10
a 20 unidades de en el caso de las poblaciones ribosómicas de los Usados^

Los gradientes se centrifugaron 135 minutos a 40.000 rpm ó 215 minutos 
a 36,000 rpm en el rotor SW41-TÍ, a 2o.

Las modificaciones de las condiciones de ultracentrifugación efectúa-



das en elgunos experimento^9 se han indicado en cade caso

M.22.2 i(jl tracentrifugación en gradientes preparativos: En tubos del rotor osci
lante SW25-2 (Spinco) se generaron gradientes lineales de sacarosa 15-45% de 56 
mi, con soluciones y G^.

Los gradientes preparativos se sembraron con 200 a 60Q unidades de 
A260nm 
des de A

de ribosomas totales RbT-1 o RbT-2 (M.7.1 o M.7.2) o con 100 a 400 unida- 
260nm d0 ribosoma- totales agotados o polisomas agotados (M.10), redisuel-

tos en 1 a 3 mi de solución Fp, y se sedimentaron durante 12 horas a 25.000 rpm.
Con las soluciones y Gg se prepararan gradientes de sacarosa 15-30% 

de 2Clml, en tubos del rotor angular 30 (Spinco). Estos últimos gradientes se uti
lizaron para el fraccionamiento de la población ribosómica total de los Usados.

M.22.3 Análisis espectrofotométrico y fraccionamiento de los gradientes: Se em
pleó un monitor de absorbencia a 254nm Isco (Modelo UV-2), acoplado a un regis
trador Sargent potenciométrico FRL con respuesta lineal de absorbencia. Fe adap
tó, intercalado entre el monitor y el registrador, un atenuador de la señal 
(contruído en el laboratorio), que permitió obtener a nlena escala de éste últi
mo, registros de 2,5, 1,0 ó 0,5 unidades de ^54nm* ^  tudo de ultracentrífli
ga, conteniendo el gradiente, se adaptó a la entrada de la celda del aparato; se 
desplazó el gradiente a través de le celda, empujando desde el fondo con una so
lución de sacarosa al 70%, impulsada a velocidad constante por una bomba a jerin
ga de flujo continuo (Fage Modelo 255-1).

Fi la muestra era coloreada o contenía sustancias que absorban a 254nm 
(2-mercaptoetanol o nucleósidos fosfato, por ejemplo), previo a su análisis se 
aspiraba la parte rurjerior del gradiente (0,5 - l,5ml) mediante una jeringa con 
aguja de punta roma, sin perturbar las capas inferiores del gradiente.'

La dirección de sedimentación en todos los gráficos es de derecha.a 
izquierda. Las abscisas son proporcionales a las distancias desde el fondo del 
tubo.

Lo > valores de coeficientes de sedimentación asignados a las distintas
fracciones se obtuvieron por comparación con los diagramas de sedimentación en

9

gradientes de densidad publicados por otros autores (3; 311 ) en condiciones ex-*
perimentales comparables con las nuestras. Se tomó como punto de referencia el 
pico característico de ribosomas monómeros, y se adoptó el valor genérico de 80S 
para los ribosomas monómeros y de 40S y 60S para las partículas subribosómicas 
nativas (31l). Estos valores de coeficientes de sedimentación asignados son pu
ramente convencionales, y no implican la medición de esa propiedad.

Las distribuciones cuantitativas de las poblaciones ribosómicas se ob- ‘ 
tuvieron por integración gráfica de la superficie bajo los picos respectivos, 
con un planímetro.
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En lo5 fraccionamiento!?! las porciones sucesivas del líquido de sali
da del monitor Isco se recogieron en tubos a 2°.

M,23 Determinación de la incorporación de aminoácidos radioactivos:

M.23.1 Incorporación a proteínas: .Las muestras de los distintos sistemas (alícuo
tas de I09 Usados de reticulocitos enteros (2ml) o la muestra completa9 con el 
agregado de 09025ml de plasma de conejo como portadort en los sistemas acelulares)9 
se precipitaron por agregado de ácido tricloroacátlco (TCA) conteniendo aipinoáci- 
dos de hldrolizado de caseína 0,1%, hasta concentración final de 5%. Se dejó ma
durar el precipitado a temperatura ambiente durante 20 minutos9 s e centrifugó 
a baja velocidad durante 10 minutos y s e agregó al precipitado lml de NaOH, en 
el que era inmediatamente disuelto. Luego de 5 minutos a temperatura ambiente se 
agregó 2 mi de agua destilada fría (enjuagando las paredes del tubo) y 1 mi de 
TCA al 30% y se calentó durante 15 minutos a 85°, 8b enfrió y se filtró con suc~

3
ción a travás de discos de papel de filtro S&S 569 , banda azul9 de 25mm de diá
metro, previamente humedecidos con TCA. Los precipitados se lavaron con TCA 5% y 
los discos ya sea se pegaron sobre planchetas de aluminio y se secaronv si se 
contaban en el contador proporcional9 o bien se secaron y colocaron en frascos 
con 5ml de líquido de centelleo (Solución Li) si se contaban en el contador de 
centelleo líquido.

Se usó un contador proporcional de flujo gaseoso a gas de cañería, con 
tubo proporcional Frieseke & Hoepfner y escalímetro Nuclear (Modelo EMSP 6401)

14con cambiador automático de planchetas F & H (Modelo FRT 7708). Se midió C en 
la región proporcional, sin ventana, con una eficiencia del 32%; la radiación de 
fondo era de 18 cpm. Oebido a la pequeña cantidad de muestra sólida depositada 
en los filtros, no fuá necesario aplicar correcciones por autoabeorción.

Se empleó también un contador Packard Tri-Carb (Modelo 3320) de cente- 
14Ileo líquido. Se contó C con una ventana entre 50 y 1000, con 13% de ganancia.

La eficiencia en esas condicionee fuá de 45%, oon una radiación de fondo de 20 
cpm.

Los reticulocitos enteros, así como los sistemas acelulares derivados, 
sintetizan globina en forma prácticamente exclusiva (o polifenilalanina si se a- 
grega poli-U como mensajero).

La radioactividad de las muestras procesadas en la forma descrita ee 
una medida de la incorporación de aminoácidos en cadenas peptídicas (globina o 
polifenilalanina sintetizada).

Los resultados se expresan en picomoles del aminoácido radioactivo 
incorporado en proteína, por mi de reticulocitos enteros o por mg de ribosomas, 
al tiempo y temperatura especificados.

Cuando se dan porcentajes de inhibición se refieren a la relación en
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tre laa incorporaciones en presencia de inhibidor versus la muestra sin inhibi
dor v a tiempos fijados.

M.23.2 Incorporación a proteínas más aminoacil-tñNA unido a rlbosomasi En los 
experimentos en que se estudió le unión de metionil-tRNA a la subpartíoula 408f 
se determinó no sólo la radioactividad de proteínas9 sino también la de loe com
puestos lábiles del tipo aminoacil-tRNA. Para ello se recibieron las muestras so
bre 0,5ml de agua bidestilada que contenía 0,010ml de plasma de conejo como co- 
precipitanto, en tubos colocados en baño de agua hielo; se precipitaron con TCA 
5% a 0°f se sedimentaron y redisolvieron en 0v3ml de NaQH 0,5M y, sin otra pre
cipitación, se trasvasaron directamente a frascas del contador de centelleo. Se
agregaron 10 mi de líquido de centelleo (Solución L2) y se midió la radioactivi- 

3 14dad de H y C.
3Para H se usó un canal con ventana entre 50 y 350, con 90% de ganan-

3 .cia, en el que se contaba H con 7,75% de eficiencia. En este canal se contaba
14un 15,6% de las cuentas de C. La radiación de fondo fué de 5 c

14Para C se usó un segundo canal can ventana entre 210 y 1000, con 10% 
de ganancia, obteniéndose una eficiencia del 32%. Se contaba sólo el 0,8% de las

3cuentas provenientes de H. La radiación de fondo era de 14 cpm.
3Las eficiencias se obtuvieron con muestras standard de tolueno- H y 

14tolueno- C.

M.24 Determinación de la radioactividad de partículas ribosÓmicas marcadas con
32n__P¿

Las fracciones de loa gradientes de densidad de sacarosa se recibieron 
sobre 3 mi de solución fría, s e filtraron por discos de 25mm, de membranas 
de nitrocelulosa Sartorios, de 0,45 micrones, con velocidad regulada, y se lava
ron dos veces con solución E¿ fría. Los filtros se secaron y se pegaron sobre 
planchetas de aluminio, se midió la radioactividad de los ribosomas adsorbidos 
en las membranas en el contador de flujo gaseoso, en la región proporcional, sin
ventana. Para comparar mediciones hechas no en el mismo día, se corrigieren de

32acuerdo a la curva de desintegración del P.



RESULTADOS



R*1 Estudios sobra el ciclo polisámicg en reticulocitos y la participación de 
los ribesomas monómeros 80S nativo3i

R*l*l ftibosomas monómeros, precursores de unidades ribosómicas activas en 
células enteras;

En reticulocitos, tanto en células (263) como en extractos acelula
res (242c ), no se detecta una activa participación de la población de riba- 
somas mondmeros en el ciclo polisómico» Sin embargo, en condiciones especia
les, al menos parte de esa población de mondmeros es utilizada en la refor
mación de polisemas (267).

Así se ha observado que en reticulocitos cultivados *in vitro" en 
distintas condiciones metabólicas (ausencia de hierra (267), a de hemo (312), 
o bloqueo del metabolismo energético (269) ), o en presencia de inhibidores 
de la síntesis de proteínas como el NaF, que inhibe selectivamente la inicia
ción de la síntesis de proteínas (269) la proporción relativa de las pobla
ciones de ribosomas monómeros y polirribosomas sufre cambios muy pronunciados 
aumentando laprimera a expensas de la última• Estas modificaciones son rever
sibles, ya que los monómeros acumularte pueden ser transferidos a polisomas 
al recuperarse las condiciones fisiológicas normales (263).

Hemos repetido estas observaciones preincubando reticulocitos enteras 
durante 10 minutos a 37°C en el medio para incubación de células enteras, e 
incubándolos luego en el mismo medio en presencia o no de NaF 10 mM. Alícuo
tas duplicadas conteniendo células enteras, obtenidas de cada una de estes 
mezclas, se incubaron en el medio para incubación de células enteras (M.16) 
en presencia de valina - C 0,5 mM, para medir la incorporauion de aminoáci
do marcado en proteína (M.22.1), o se lisaron en Mg^ 1,5 mM, en presencia 
de cicloheximida 0,5 mM y se analizaron las poblaciones ribosómicas en gr»- 
dientes de sacarosa 15-50% ( Mg**"1* 2mM, K+ 70mM, Tris.HCl(pH 7,5) 2mM). L* 
cicloheximida, cuya acción resulta en el bloqueo de la elongación de cadenee 
peptídicas crecientes (313) se agrega aquí para estabilizar de ese modo la 
distribución de la población ribosómicas el análisis de ésta resulta así re
presentativo de su estado real en el momento da la toma de la muestra.

En la Figura 3 se representan los resultedos tanto de la actividad 
de síntesis proteica como de los análisis en gradiente. Las células incubadas 
en medio normal durante 10 minutos o 37° tuvieron una sostenida incorporación 
de valina-^C (curva A), que se correspondía con una distribución de riboso
mas (gradiente A) en que, además de monómeros 605 y subpartículas 40S y 605 ‘ 
(en menor cantidad), había una fuerte preponderancia de polisomas. Las mismas 
células incubadas en el mismo medio durante 120 minutos, mostraban una actl-
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vldad aún mayor (curva B) y conservaban su población de pelisomas (gradiente! 
B) si bien en este caso ligeramente disminuida a favor de loe monómeros* El 
agregado de NaF 10 mM durante la incorporación de valina-l^C trajo una rápida
disminución de la actividad de síntesis ( curva A + NaF) que cesaba COmpleta-

ai /OS J S W / W ;mente entre los 5 y 10 minutos vsé~h6Bía incorporado solamente 17)6 de lo ob
servado en (A) sin inhibidor. Una incubación con NaF similar, durante 60 mi
nutos, condujo a una inhibición total ( curva G+ NaF) y el respective perfil 
ribosómico del gradiente C ( a 120 minutos la distribución fuá idéntica) mos
tró una total desagregación de los polisomas y su conversión en mdnómeros 60Se

La inhibición por NaF es reversible: al eliminar el NaF por repetidos 
lavadas de las células, la reincubación de éstas en medio fresco, durante 5 
minutos, condujo a una gradual recuperación de la actividad de síntesis (cur
va O), que se hadla mayor si lareincubación era de 60 minutos (curva E)« Es
ta recuperación fuó concomitante con lo reformación - también gradual - de 
los polisomas, a expensas de los monómeros 80S* Ello se ve en los comienzos 
del proceso, en el gradiente 0 (5 minutos de recuperación) que indica la re
aparición de pequeños picos de polisomas y la disminución del pico de 80S.
La franca recuperación a los 60 minutos se muestra en el gradiente E (seme
jante al B) con una distribución en que las polisomas (dímeros hasta hepté- 
meros) vuelven a predominar, y los monómeros 80S han disminuido fuertemente.

En la incubación de los reticulocitos en presencia de NaF 10 mM, fren
te al gran aumento de ribosomas monómeros (3 a 4 veces), el nivel de las par
tículas subribosómicas nativas, contrariamente, se mantiene constante o a lo 
sumo aumenta ligeramente (gradiente C)« Esto confirma resultados anterioras 
obtenidos en este laboratorio, coincidentes con estudios similares de Bishop
(314), en reticulocitos; otros investigadores (Colombo y col.(315) en reticu
locitos y en células HeL®, y Hogan y col,(226) en células de tumor ascítico 
de ratón) encontraron que la preincubación con NaF causaba la acumulación da 
monómeros 808, y junto a ello una disminución riel nivel de subpartículas, dis
crepancia con nuestros resultados cuyo significado no conocemos. Lo que impor
te señalar es que, coincidentemente, todos estos resultados permiten descartar
que exista un rápido equilibrio espontáneo de disociación-asociación entre
monómeros 60S y partículas subribosómicas en el medio intracelular.

Los experimentos aquí presentados confirman que en el restablecimien
to de la actividad de síntesis de proteínas después de eliminar el inhibider, 
la reconstitución de los polisomas activos se hace mediante la utilización 
del grueso de los ribosomas monómeros libres, y por lo tanto, en las condicio
nes elegidas, éstos pueden ser canalizados hacia la formación de unidades ri- 
bosÓmicas de polisomas.
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R.1.2 Las partículas subribosómicas nativas como precursoras de polisomas, an 
sistemas acelulares de reticulocitos:

Le existencia de las partículas subribosómicas nativas en distintas 
sistemas biológicos, el reconocimiento de su participación en el procesa da 
iniciación de cadenes de globina en el sistema de reticulocitos de conejo 
(3), y otras evidencias surgidas de estudios metabólicos sobre la síntesis^ 
de rlbosomas en células HeLa (225), células L (261) y tumor de ascites (226), 
han llevado a proponer a les partículas subribosómicas como precursoras di
rectas de las unidades ribosómicas en polisomas. Heywood (l97), en el siste
ma acelular de embrión de pollo y Kaempfer y col. (148) en levaduras, obtu
vieron resultados semejantes.

En un trabajo previo de este laboratorio, E.Zylber (316) encontró 
que en el sistema acelular de reticulocitos de conejo para la síntesis de
hemoglobina, se unen a los polisomas partículas de 4QS y 605 nativas mar-

32cadas con P, cuando tiene lugar la síntesis peptídica; esto no ocurre en 
cambio cuando se omite energía (ATP + GTP + creatina fosfato + creatina qui
nase) en el medio de incubación. El agregado de estas subpartículos estimu-

14leba también la incorporación de aminoácido- C a proteínas (316).
Para confirmar y extender estas observaciones, hemos utilizada par-

32tículas subribosómicas- P nativas, purificadas. La obtención y aislamien- 32
32to de estas partículas marcadas con P en su RNA constitutivo, se detallan 

en la sección Materiales y Métodos (M.9).
La validez metodológica de la utilización de este tipo de material

marcado se basa en que el procedimiento de marcación "in vivo" asegura que el
3299% de la radioactividad- P de les partículas se encuentra en su RNA cones

tí tutivo (263-b). Como las condiciones de trabajo están muy lejos de las 
que determinan que las subpartículas ribosómicas involucradas pierdan sus
proteínas constituyentes (y haya por lo tanto algún intercambio parcial de

32las mismas) cualquier incorporación de P medida refleja la participación^ 
integral de la partícula subribosómica como tal.

Estas partículas subribosómicas marcadas fueron incubadas durante 
15 minutos a 30° en un sistema acelular con componentes solubles definidas 
(M.ls), en presencia da polisomas no marcados (M.8), con al agregado de en
zimas, tRNA, aminoácidos, energía (en forma de ATP + GTP + creatina fesfato 
+ creatina quinase) y en condiciones iónicas adecuadas para la síntesis de 
proteínas (Mg(CH3C00)2 2,5mM, KC1 70mM, Tris.HCl (pH 7,5) 26mM y mercepto- 
etanol 16mM). Al término de la incubación se analizó, en gradientes de sa
carosa 15-50%, la distribución de la población ribosómica y da la radieac- 

32tividad de P.



Los resultados de un experimenta así realizado con lo fracción do 
partículas subribosómicas de 40S + 60S-^P se muestran en la Figura 4. L« 
parte A del mismo corresponde al análisis de lofraccidn subribosémica, luego 
de ser incubada en Ha mezcla con todos los componentes9 excepto que se ha omi
tido la presencia de lospolisomas. La parte B muestra los resultados de la in
cubación de la misma en lamezcla completa ya mencionada; el perfil de abseff'- 
bancia es la suma de las contribuciones del material de la fracción subribo- 
sómica marcada, que se observa en Av más el que proviene de la adición de 
los polisemas purificados no marcados. Se observa que la9 partículas surbri- 
bosómicas son capaces de incorporarse a agregados más pesados, apareciendo 
30 % da la radioactividad en partículas de SOS o más: hay una transferencia 
de un 16 % do material de 405 + 60S-^2p a 805 y un 14 ̂  i agregados más pesa
dos ( B )• Esto puede apreciarse en el gráfico diferencial ( 0 - A ), en el 
que se evidencia la desaparición de parte de la radioactividad asociada a la 
zona de las partículas subribosómicas, tanto 405 como 605, con un aumento 
concomitante en la reglón de SOS y de polisomas. Este aumento aparece depen
diente de la presencia de polisomas en el medio: los mismos contribuirían con 
su mñNA para permitir la formación de unidades ribosómicas de iniciación a 
expensas do las subpartículas. En estos experimentas la disminución de la ra
dioactividad de las partículas 405 es mayor que lo de 6QS. Sin embargo no pue
de calcularse la relación estequiomátrica en que las mismas son utilizados; 
Esto se debe a que desconocemos la radioactividad específica efectiva de las 
partículas-^2P en la mezcla de incubación, ya que es modificada por dilución 
con partículas ribosómicas no marcadas (de la preparación de polisomas) en 
proporciones diferentes, no determinadas.

Si el experimento se realiza eliminando la energía de la. mezcla de 
incubación, la incorporación délas subpartículas a material ribosómico más 
pesado disminuye en forma marcada (ver C y gráfico diferencial C - A ): se 
transfiere solo un 3 % de radioactividad a la zona de 805 y un 7 % a la zona 
de polisomas. Comparando estos resultados con los anteriores ( B ), resulta 
evidente que la transferencia de radioactividad es, en su mayor parte, depen-

i»
diente de la presencia de energía. Este efecto del agregado de energía se vi
sualiza mejor en el gráfico diferencial ( B - C ): en presencia de energía 
se incremente en 20 ^ la radioactividad en monómeros + polisomas (En otro ex
perimento similar, en 10 minutos a 30°, la transferencia de ^2P dependiente 
de energía fuá de 21 %). Estos experimentos sugieren que laincorporaclón de 
partículas subribosómicas a polisomas y ribosomas, requiere el concomitante 
funcionamiento del sistema en la síntesis de proteínas. Comparando los tra
zados de absorbencia a 254 nm de los gráficos B y C, puede observarse una
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desagregación parcial de los polisomas, acompañada de un aumento del pico d« 
manómeros, por incubación en el medio completo con energía ( B¡ ). Esto puede 
atribuirse a un funcionamiento del sistema en el que no está balanceada la 
velocidad de reiniciación con la de terminación de la síntesis de cadenas pep- 
tídices, por deficiencias, probablemente, de los factores de iniciación. Esto 
es habitual en los sistemas acelulares fraccionados, en que, comparativamente 
con el lisado crudo, ciertos componentes para la iniciación resultan limitan
tes, determinando,en consecuencia, que la capacidad de reiniciación sea redu
cida o nula (3;3Q7;317).

En el experimento de la Figura 4 (B-A) en presencia de energía, se
ha observado la formación de una alta proporción de monómeros marcados que
contienen más de la mitad de la radioactividad transferida de subpartlculas
ribosómicas a regiones pesadas. El efecto puede ser explicado teniendo en
cuenta que, durante la síntesis (dependiente de energía) se originan unidades 

32ribosómicas- P que pueden llegar a sintetizar y completar cadenas peptídicas
y dar lugar a la liberación de monómeros 805 de terminación también marcadas 

32con P. Esta interpretación es apoyada por la dependencia del fenómeno res
pecto de h presencia de energía; en ausencia de ésta, en que no tienen lugar

32los procesos de elongación y terminación de cadenas, la formación de 8QS— P
cae a 1/5 de la anterior ( C - A ). De acuerdo con este punto de vista la

32radioactividad de P observado en monómeros 8ÜS debe sumarse a la radioacti
vidad de polisomas para la medida de la real entrada de subpartículas ribosó-

32micas - P a polisomas. No puede descartarse, sin embargo, la posibilidad de 
que ocurra un intercambio, si bien pequeño, entre subpartículas y ribosomas 
80S libres, a semejanza de lo observado por Henshaw y col. (254).

La utilización tanto de las subpartículas 40S como las 60S en eí pro
ceso de unión a polisomas, está corroborada por los experimentos indicados
en la Tabla I, en que se describen incubacionos hechas ya sea con subpertícu- 

32 32las 405- P o con 60S- P, en ambos casos en un sistema con componentes menas 
purificados, constituido por un lisado enriquecido en polisomas.

En estos experimentos se ve que, por una incubación durante 15 minu
tos a 25°, se obtuvo una incorporación de 17 % y 19 % de la radioactividad
de las subpartículas 40S y 60S originales, respectivamente. Un tercer experi-

32mentó, con la mezcla de subpartículas 4QS + 60S - P, mostró que esa incorpo
ración observada a 25° ( 18 % ), ya había tenido lugar a las 7 minutos de 
incubación.

El conjunta de estos experimentos ( y otros no incluidos aquí) mues
tra que ( • ) tanto las partículas notivas 40S como las 60S se incorporan a
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estructuras polisómicasj ( b ) esta incorporación requiere la presencia da 
polisemas y es dependiente de energía.

ífU1.3 Los ribosomas monómeros. ?&! comportamiento en el sistema acelular con 
componentes definidos:

Según hemos visto en experimentos anteriores ( ñ.1.1 )f en células 
enteras los ribosomas monómeros pueden actuar como precursores de unidades 
ribosomices activas y ser transferidos a polisemas cuando las células recupe
ran las condicionas fisiológicas normales, despuós que se han acumulado ribo- 
samas libres por bloqueo de la iniciación de cadenas peptídicas.

Se trató de dilucidar entonces, si el comportamiento de los riboso
mas monómeros en el sistema acelular parcialmente purificado, confirmaba los 
observaciones efectuadas en células enteras. Esto se ensayó en varios experi
mentos realizados en condiciones semejantes a las utilizadas ( ver Figura 4 ) 
para evidenciar la participación de las partículas subribosómicas en la refor
mación de pollsomas.

El resultado de un experimento ( Figura 5 )en que se incubó ribosc- 
32mas SOS- P en el sistema ocolular completo con pollsomas y energía ( B ), r.o 

muestra variaciones ©preciables ©n la distribución de la radioactividad con 
respecto al control incubado en un medio salino ( A ), lo que indicaría que 
los monómeros sen incapaces de unirse a pollsomas en condiciones en quo sí 
lo hacen les subpartículae. Esto se visualiza mejor en el gráfico diferencie;!
( B~A ), en que se evidencia que la conversión de partículas SOS en polisemos 
a en subpartículas no es significativa.

Coma control respecto del grado da funcioncmionto del sistema se. ve
rificó que en estas condiciones do incubación hay síntesis de proteínas. En 
uno de los experimentos de esta serie, se midió la incorporación de aminoáci
do marcado a proteínas; en una.alícuota de la mezcla de incubación con ribo- 

32somos 80S- P más pollsomas, sobrenadante de 15ü.000g de un Usado 1:1, y
energía ( ATP.Mg y GTP.Mg) (en este caso la mezcla no contenía hemina), se 

14agregó valina- C 0,04mM, 40 Ci/mol, y se incubó durante 90 minutos a 37®,
14encontrándose una incorporación de 531 pmoles de valina- C/rng de ribosomas

(grado de actividad corriente y aceptable en estos ensayos).
Estos resultados, comparados con los obtenidos con partículas sub- 

32ribesómicas- P, sugieren que los ribosomas 80S libres son incapaces de ac
tuar por sí solos como precursores de unidades rlbosómices, en la iniciación 
de la síntesis de proteínas en el sistema acelular parcialmente purifi
cado • Ello marca una diferencia evidente con las observaciones efectuadas 
en células enteras, e triplicaría la deficiencia o inactivación, en ese siste
ma aceluler, de algún componente que sería el que en reticulocitos enteros,
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posibilitaría la reutilización de los menámeres.

R.1,4 Participación de los ribosomas menumeres nativas como precursores de peli- 
semas en presencia del extracte ribosámice , ER«:

Los estudies me Miller y Schweat (173) y de Cohén (175) sobre inicia
ción de cadenas peptídicas, mostraron que un extracto soluble obtenido con 
saludán concentrada de KC1V a partir de ribosomas totales de reticulecites, 
confiere a los ribosomas 80S la capacidad de iniciar cadenas peptídicas y
formar polisomas en el sistema acelular. Esas observaciones nos sugirieron

32que la pasividad de los ribosomas 805- P en nuestros experimentes, podría 
ser alterada mediante el agregado de dicho extracta el sistema celular.

R«l*4.1 Incorporación de monómeros 806 nativos a polisomas concomitante con 
su escisión en partículas subribesúmica3r

Para investigar el último punto, hamos preparado un extracto ribesó- 
mico ( ER ), similar al de Miller y Schweet (l?3), mediante el tratamiento 
de ribosomas totales con KC1 ( M.15 ). Este extracto crudo, como el de dichos 
autores, era capaz de estimular la síntesis de proteína por un sistema acelu
lar, unas 2,7 veces respecto del control sin extracto ribosómico en nuestra

14case, llevando la incorporación de valina- C a 1432 pmales/mg de ribesemas 
( en 90 minutos a 37® )•

Con este extracto ribesómico hemos estudiada las efectas sobre el
32comportamiento da los ribosomas monómsros 805— P, durante la incubación da 

los mismos en un sistema «celular, en condiciones idénticas a las del experi
mento descrito en la Figura 5-0.

32Cuando los ribosomas 8QS- P ( cuy® perfil se muestra en la figura 
5 A) se incubaran en el sistema acelular completo con polisomas y sobrenadarv- 
te, pero ahora en presencia de extracto ribosómico ( Figura 5C), sufrieron 
una modificación evidente, tanto en el perfil de absorbencia, indicativo 
de las distintas partículas ribosfimicas resultantes como en la distribución 
de la radioactividad, L« disminución del pico de monómeros fuá acompañada che 
un aumento de les subpartículas 4-QS y 60S y de la aparición de agregados pe- 
lisómicos, visibles en la región más ptesada0 Como puede apreciarse en el gra- 
fico diferencial ( C-A), una fracción considerable de la radioactividad ini
cialmente asociada a monómeros (aproximadamente un 20 fuá transferida a 
la región polisÓmica, lo que confirma la observación de Cohén (175) sabré la
formación de polisomas a expensas de monómeros promovida par el extracte ri-

32besÓmico. Además, se formaron cantidades significativas de partículas 40S— P.
32y 605- P ( 2,5 % y 2,8 % de la radioactividad tetal respectivamente), que 

se comportaban como partíoulas subribesómicas nativas, estables en el medie



-72-

cen un nivel de Mg** fisiológico.
Estes resultados indicarían que les partículas subribosómicas mer

cedes que aparecen en la Figura 5-Cf eran producto de la escisión específica
32de les menómeros SOS— P originales, y que ello aconteció como resultada d»

la presencia en la mezcla de incubación del extracto ribosómico ER-1,
Como ya se ha demostrado, las partículas subribosómicas sen capaces

de unirse a los polisemas per si solas, para iniciar la síntesis de cadenas
peptídicas, Considerando este último en conjunto con los resultadas obtenidos

32con los monómeros 805 - P en presencia del extracto ribosómico, elle sugiere
* 32que la incorporación de los ribosomas P a polisemas ha tenido lugar preci

samente a través, y con el requisito indispensable, de su diseciacióni previa 
a partículas subribosómicas nativas.
Nota: Ese efecto disociante podría ser el responsable de una observación rea-

32lizada durante un experdimento con partículas subribosómicas 40S + 60S - P
en el sistema acelular con polisemas y sobrenadante, ef) el que la transferen-

32cia de la radioactividad de P a polisemas no resulta aumentada cuando se 
agregó extracto ribosómico (Eñ)« y antes bien, pareció producirse una dismi
nución de la misma. Ello fuó debido posiblemente a que el efecto disociante 
del extracto ribosómico sabré los ribosomas SOS (presentes en la misma pre
paración del material polisómico no marcado), aportó nuevas partículas subri
bosómicas no radioactivas, que disminuyeron la actividad específica de las 
originalmente presentes: la incorporación de éstas en polisomas les aporta
ba menos radioactividad de la esperada.

R*l,4.2 Necesidad de energía en el proceso de utilización de los ribosomas 805 * 32
nativos;

32Los experimentos con ribosomas 80S - P nativos mostraron que el ex
tracte ribosómico ER-1 posibilita la incorporación en polisomas de material 
proveniente de los monómeros. Sin embargo, en ausencia de energía (ATP + GTP 
+ creatina fosfato + creatina quinase), este efecto es prácticamente nulo.
Esto se observa en los experimentos descritos en la Tabla II, en donde so com-

32para el incremento de radioactividad • P en la fracción polisémica fiüflBÉB al
32realizar la incubación de la fracción 805- P en el sistema acelular con com

ponentes definidos, ya sea con el solo agregado de ER-1 sin energía (línea 2), 
o bien con ER-1 mós energía (línea l).

La omisión de energía en la incubación con ER-1 llevó a una marcada 
disminución en la transferencia de radioactividad a la fracción pesada, la 
que así quedaba reducida a 1/10 de la observada con ER-1 mós energía. La sig
nificación de este efecto resulta aún mayor si se hace notar que cuando la
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incu bodón de los ribosomas 8QS- P se hizo en presencia del extracto ribesó- 
mlco salo (línea 2 ) el pequeño incremento de radioactividad observado en los 
polisomas ocurría exclusivamente a expensas de la radioactividad asociada o 
las partículas subribosómicas ( la preparación de 60S- P utilizada en este 
experimento estaba impurificada por dichas partículas). £1 percentaje de ra— 
dlanctividad asociada a los ribnsomas monómeros permanecía en cambia prácti
camente inalterado. Lb transferencia de radioactividad a la zana de polisomas 
que tuve lugar por efecto del agregado de ER-1 más energía (línea 1), por el 
contrario se hizo a expensas de la radioactividad asociada iniclalmente a 
les ribosomas monómeros, que disminuía en forma equivalente.

En una incubación control (línea 3) se observó que en ausencia de
extracte ribosómico, el agregado de energía el sistema promueve la utilización

32de las subpartículas - P presentes, cuya radioactividad es transferida a 
los polisomas y ribosomas monómeros en proporción tres veces mayor que en au
sencia de energía (línea 2). Esta observación corrobora la conclusión anterior
mente presentada ( Re1.2 ) sobre el muy considerable grado de dependencia res
pecto de la energía, para la incorporación de partículas subribosfimicas en

32polisomas. De los presentes resultados obtenidos con monómeros 80S- P surge 
que la transferencia de radioactividad de monómeros a polisomas, totalmente 
dependiente del extracto ribosómico, requiere también la presencia de energía.

Si aceptamos que la entrada de monómeros en polisomas ocurre en dos
etapas, a través de la disociación a subpartículas que luego se unen a los
polisomas, el ya referido requerimiento de energía para este último paso
hacía previsible que en el proceso global a partir de los monómeros también

plisose manifestara esto requerimiento. Existe la posibilidad que además, el Jpre^ 
cedente, le disociación de los monómeros mediada por el extracto ribosómico, 
sea dependiente de la energía. Los experimentos ya presentadas na permiten 
dilucidar este punto: el mismo será encarado en una sección posterior.

►1.4.3 Las subunidades obtenidas por efecto del extracto ribosómico forman com
piojos del tipo de los complejos de iniciación;

Si realmente esta reacción de, disociación provee una vía para la u- 
tilizeción de los ribosomas monómeros de la célula, que de esa forma podrían 
actuar como precursores de polisomas y participar en la síntesis de proteínas, 
debería esperarse que las subpartículas obtenidas por acción del extracto ri
bosómico sobre los ribosomas SOS, fueran activas en la formación de complejos 
de iniciación.

Hemos explorado, entonces, la posibilidad de formación de complejos 
de iniciación con las partículas ribosómicas así obtenidas. Estos complejos 
deberían tener las características señaladas en la introducción: formarse
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can partículas 40Sf Met-tRNA iniciadar y mRNA, can la participación da IF y 
GTP, en un media con concentración de Mg** 2 a 3 mM. Las propiedades previsi
bles de este compleja hacían esperar que en su caracterización experimental 
se abserve que el mism» sedimento como una partícula de 40S y que tiene en 
forma acido precipitadle y eliminable por ácido en caliente, metionina, con 
exclusión de atros aminoácidos. Su formación debería, además, estar Inhibida 
por ácido auríntricarboxílico ( ATA ), debido al poder de este, dfe inhibir 
específicamente la unión a mRNA dei la subpartícula pequeña (104). En nuestro 
laboratorio, la existencia de tal complejo Met-40S, con todas esas propieda
des, he sida observada por E. Bard (217) en extractos acelulares de reticule- 
cltos que contienen partículas subribosómicas 405 nativas, y retienen la ca
pacidad de iniciar cadenas de globina. La formación de estas complejos era

14inhibida par ATA, pero no par fluoruro. L« valina C estaba virtualmente 
excluida de los complejos 405 y parecía estar unido sala a agregados polisó- 
micos, en sistemas sin inhibidores que están sintetizando proteínas.

Basándonos en estos resultadas, hemos explorado, entonces, la for
mación de complejos mot-40S a partir de ribosomas monfimeros 8QS disociados 
por efecto del extracto ribosómico, en presencie del ión flueruro (0,02 M), 
en condiciones similares a las utilizadas por E. Bard ( 2Í7 )• Los ribosomas 
utilizados fueron monómeras 805 aislados de un sistema acolular con polisamas 
y componentes solubles definidos que ha sido agotado en su capacidad de sin
tetizar proteínas por incubación durante 90 minutos a 37°. Cuando se incuba
ran estos ribosomas 805 en un sistema acelular completo ( con componentes so-

3lubles definidos), durante 10 minutos a 25°, con Met- H ( 2.000 Ci/mal) y 
14 , , .val- C ( 50 Ci/molJ y se analizaron las muestras en gradientes de sacarosa,

se observa que la incorporación de aminoácido marcado a material ácido-preci-
pitable fuá muy baja ( Figura 6 ( A) control); a lo largo del gradiente fuá

3 14prácticamente nula la radioactividad de H y C precipitable por ácido Tri- 
cloraacático (TCA) en frío, lo que era de esperar en un sistema con ribasamas 
agotados y sin suplemento de factores de iniciación. Cuando se hizo la misma 
incubación pera en presencia de extracta ribosómica y NaF ( Figure 6 (B)), 
la síntesis de proteínas fuá reducida, par efecto inhibitorio del fluoruro 
en la iniciación de las cadenas peptídicas; pero como resultado atribuidle 
a la actividad del extracta ribosámico, una parte considerable de los riba- 
somas 80S se disociaron en subpartículas 405 y 6ÜS, y apareció una cantidad

3significativa de Met- H (2 pícemeles) unida exclusivamente a la subpartícu-
14la 40S. L» valina- C, si bien aparece asociada a 405, SOS y agregados qiós 

pesados, lo está en cantidades mucha menores que la metienina en las frac
ciones que corresponden al pico de 40S. El grado de selectividad y afinidad
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para la formación de los complejos Met-40s se refleja en la variación de 
la relación molar Met/Val en la3 distintas fracciones del gradiente, que 
varía de 0,05—0,2 en las regiones de 0OS y pesada, a 3f07f 3,52 y 2,33 en 
las tres fracciones que comprenden el pico de 40S.

Estos resultados,que concuerdan con los antes referidos, obtenidos 
por E.Bard con el lisado fresco de reticulocitos, indican que las subpartí
culas 40S, que resultan de la disociación de los monómeros SOS agotados por 
efecto del extracto ribosómico, se comportan, en lo que respecta a su capa
cidad de unir Met-tRNA en complejos presumiblemente del tipo de los comple
jos de iniciación„ en forma semejante a les partículas subribosómicas nati
vas presentes en el citoplasma#

Esto, sumado a los resultados de incorporación de ribosomas monó
meros a polisomas en presencia del extracto ribosómico, indicaría que las 
partículas subribo8Ómicas obtenidas en estas condiciones son partículas com
petentes para cumplir el rol de precursores directos de unidades ribosóml- 
cas activas en polisomas.

R.2 Actividades del extracto ribosómico:
Los experimentos presentados en el capítulo anterior han indicado 

que las subpartículas ribosómicas nativas de 40S y 60S son precursoras di
rectas de los polisomas, y que los ribosomas monómeros libres SOS, nativos, 
pueden ser utilizados para la formación de unidades ribosómicas en poliso
mas, a través de su disociación en las subpartículas. Este proceso es esti
mulado por el extracto ribosómico crudo: la actividad disociante así mani
festada viene a integrarse a la yaconocida capacidad general del extracto, 
de estimular la reiniciación de la síntesis de proteínas en sistemas ace
lulares (173-a).

En los experimentos que se describen a continuación se han carac
terizado someramente estas capacidades del extracto ribosómico y en espe
cial, la actividad disociante de ribosomas monómeros y los requerimientos 
y propiedades de la reacción de disociación.

R,2.1 La estimulación global de la iniciapión en la síntesis de proteínas;
El extracto ribosómico total obtenido en un medio con KC1 0,5-lM, 

(ya referida en R.1.4) es capaz de estimular los procesos de reiniciación 
de cadenas peptídicas en sistemas acelulares (173), posibilitando así un 
funcionamiento prolongado de la síntesis de proteínas que, en su ausencia, 
habría cesado rápidamente. Ya se había mencionado que esto es debido a la 
marcada labilidad de algunos de los factores de iniciación que conjuntamen
te con su escasa o nula disponibilidad en los sistemas acelulares purifica
dos, determinan un rápido cese de la Iniciación ( en esas condiciones sola-
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menta puede tener lugar la elongación y terminación de las cadenas peptí- 
dicas preexistentes. Al término de este proceso la capacidad sintética de 
este sistema se dice que se ha agotado).

En el experimento de la Figura 7 se observa que un sistema acelu
lar constituido con componentes solubles definidos y ribosomas totales a- 
gotados, que muestran de por sí una limitada capacidad de incorporar amino
ácido radioactivo en proteína, aumentan notablemente tanto la velocidad (5#6 
veces) como el lapso en que perdura esa incorporación, cuando está presente 
el extracto ribosómico.

Este efecto estimulante se observó también con otros tipos de pre
paraciones ribosómicas. Los estimulaciones fueron variables y en ellas in
fluyeron la capacidad endógena de cada tipo de preparación ribosómica y, 
presumiblemente, su dotación de RNA mensajero. En la Figura 0 se detallan 
las incorporaciones totales obtenidas con diversos tipos de ribosomas, en 
un sistema acelule.r con componentes solubles definidos, ya sea sin adiciones, 
o bien conel agregado de extracto ribosómica.

Las estimulaciones se vieron tanto con preparaciones de ribosomas 
no preincubados (ribosomas totales (l) y polisomas (2)), como con los ago
tados (ribosomas totales agotados (3) y monómeros 80S aislados de prepara
ciones agotadas (4 y 5)). Particularmente en estos últimos se pudo observar 
que la actividad es totalmente dependiente del agregado del extracto ribosó
mico: con ribosomas 80S de polisomas agotados (5), la incorporación de vali-

14na- C en condiciones báseles fué de solamente 3 picomoles/mg y, en presen
cia de extracto ribosómico, alcanzó a 405 picomoles/mg. Los niveles de in
corporación basal observados en este tipo de preparaciones fueron habitual
mente bajos. En cambio, las incorporaciones máximas obtenidas con estos ri
bosomas, pero con distintas preparaciones del extracto ribosómico , han si
do variables.

En el experimento detallada en la Tabla 3 se utilizaron ribosomas 
80S nativos, componentes fisiológicos de las células que, como ya lo había 
demostrado fiich (265), prácticamente carecen de cadenas de globina en cre
cimiento. En este experimento, en que se midió la incorporación de fenilala- 

14 14nina- C en vez de velina- C, se observó, como era previsible, una muy ba
ja incorporación basal en ausencia del extracta ribosómico, que calculada 
en términos de la estequiometría de incorporación de fenilalenina y valine 
en cadenas de globina (32 y 50 restos respectivamente para hemoglobina al- 
fe2«beta2 de conejo (319)) representa 51 picomoles de valina/mg de riboso
mas. La misma preparación en presencia de extracto ribosómico, tuvo una in-

14corporación de fenilalanina- C equivalente a 125 picomoles de valina/mg.
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Este nivel de estimulación no difiere sensiblemente de los alcanzados con 
la generalidad de los ribosomas 80S agotados.

Con este mismo tipo de preparación se ensayó el efecto del extrac
to ribosómico sobre la síntesis de polifenilalaninn dirigida por poli-U (Ta
bla 3). Para ello se llevó la concentración de Mg++ a 4,4mM, óptima para la 
síntesis de polifenilalenina dependiente del extracto ribosómico (173). A- 
quí nuevamente el agregada de éste estimuló (en 1,5 veces) la formación ba- 
sal de polifenilalanina.

Esta capacidad de estimular la incorporación de aminoácidos a pro
teínas depende de la cantidad de extracto ribosómico agregado* Según puede 
verse en la Figura 9, en el sistema acelular con componentes solubles defi
nidos y ribosomas monómeros agotados (80Sag-B), la incorporación de valina- 
14C/mg de ribosomas, es mayor al aumentar 1a relación ER:Rb. Al llegar a 
una relación ER:Rb » 5, el sistema estaba prácticamente saturada, mientras 
que con ER:Rb - 1,25 se había alcanzado 2/3 del efecto total de estimulación.

Un ensayo con inhibidores de la iniciación mostró que el efecto del 
extracto ribosómica es totalmente sensible a los mismos. En la Figura 10 
se ve que la estimulación por el extracto ribosómico es anulada en forma 
prácticamente total y lajlncorporación se revierte al nivel basal, cuando en 
el ensayo están presentes NaF 20mM ó ATA 0,2mM.

La curve del efecto inhibidor de ATA y su coincidencia con la inhi
bición por NaF muestran que en las concentraciones utilizadas en el ensayo 
el ATA ha actuado inhibiendo preferencialmente la iniciación sin interferir 
con los otros proceso de elongación que corresponden a la incorporación basal.

R.2.2 La disociación de ribosomas monómeros por el extracto ribosómico: * 32
La disociación de los ribosomas 8QS por efecto del extracto ribo

sómico (que ya había sido observada en los experimentos con ribosomas 80&-
32 , ,P), fue estudiada más detalladamente en cuanto a sus características y 
requerimientos. El criterio con que encaramos las observaciones iniciales 
fué que, a semejanza de aquellos experimentos, el efecto debía tener lugar 
en condiciones fisiológicas normales, aptas para la síntesis de proteínas, 
y con ribosomas nativos. Para ello utilizamos entonces un Usado 1:1 en so
les (M.6.2), cuyo contenido de los diversos componentes del citoplasma (sa
les, metabolitos, enzimas, partículas), permite un funcionamiento parecido 
al de las células enteras. El Usado fué incubado a 25° en presencia de e- 
nergía (ATP ♦ GTP + creatina fosfato + creatina quinase) y en las condicio
nes salinas de los sistemas acelulares (llgtCH^COO^ 2mM, KC1 7QmM, Tris.HCl. 
(pH 7,5) 26mM y mercaptoetanol 16mM - Solución j). La concentración de Mg 
libre en estos sistemas (2mM) que corresponde a niveles óptimos para la
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XAcontinuada síntesis de proteínas dirigida por mRNA endógeno (Mg 2 a 3 mM)f 
permite la estabilización tanto da los ribosomas libres como de los poliso- 
mas*

Ensayos previas con este tipo de Usado pusieron en evidencia 1» 
necesidad de evitar los procesos de iniciación y terminación de cadenas pep- 
tídicas que alteran las proporciones relativas de las poblaciones de pollso- 
mas, monómeros y partículas subrlbosómicas, y que podrían así enmascarar el 
posible efecto disociante del extracta ribosómico. 9e había observado un au
mento de los ribosomas monómeros provocado por la desagregación gradual de 
los polisomas, por simple incubación del Usado durante 10 minutos a 25° 
(debido probablemente al desbalance entre la terminación de cadenas peptí- 
dicas y la decrecida iniciación observada en estos sistemas). No podía tam
poco descartarse la posibilidad de alteración en el nivel de subpartículas 
por participación de las mismas en el proceso de iniciación. Sb recurrió 
entonces al uso de cicloheximida ü,lmM, inhibidor específico de la elonga
ción que estabiliza los polisomas y, por ende, la población ribosómica ori
ginal, y también al uso de NaF lOmM, inhibidor de la Iniciación que impide 
la reutilizpción de las subpartículas ribosómicas en la reformación de po
lisomas. Con estos agregados al sistema ocelular descrito, se logró una to
tal conservación de la población de polisomas, y en esas condiciones fuá 
posible apreciar el efecto disociante del extracto ribosómico.

En la Figura 11 se muestran, superpuestos, los trazados de los per
files ribosómicas de sendas muestras de lisado incubadas con energía y am
bos inhibidores, ya sea en ausencia o con la adición del extracto ribosómi
co crudo. En primer término debe señalarse la total y notable coincidencia 
en los trazados de la región de agregados pesados, lo que indica que en las 
condiciones del experimento la presencia del extracto ribosómico na ha provo
cado ninguna alteración en 3a población de polisomas. En cambio, sí ha causa
do una disminución significativa de los ribosomas 0OS nativos, y el aumento 
concomitante de las partículas subribosómicas 4GS y 60S, observación que es 
compatible con la aludida reacción de disociación de los monómeros.

Para obviar los inconvenientes de observación que traía la presen
cia de los polisomas en estas incubaciones, hemos introducido posteriormen
te el uso de poblaciones ribosómicas constituidas prácticamente en su tota
lidad por ribosomas monómeros. Estas se obtenían en cantidades mucho mayo
res que los monómeros nativos provocando la desagregación de los polisomas

%

por incubación de reticulocitos (M.16) en presencia de NaF 10mM o por incu
bación del lisado 1:1, o de polisomas purificados en sistemas acelulares 
(M.17 y M.18). Con los ribosomas resultantes (que tienen gran predominio
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de ribosomas BOS) se observó el efecto disociante del extracto ribosómico 
crudo, manifestado en el aumento de subpartículas a expensas de los monó- 
meros (Figura 12, cuadros A, B y C). Se constató que, como en el ensayo an
terior, la disociación era más evidente en presencia de NaF lQmM (Cuadro A^). 
El cuadro A¿ muestra, a título comparativo, el efecto del extracto ribosómi
co en ausencia de NaF: nótese el pequeño aumento de los picos en la zona po- 
lisómica, por reformación de los mismos. Se verificó además que el ión fluo
ruro no produce variaciones Mper se"’, ya que los ribosomas solos, incubados 
en presencia del mismo no muestran alteraciones con respecto al control.

La utilización de ribosomas BOS agotados (BGSag-B) en estos expe
rimentos (Figura 12, Cuadro C), permitió visualizar mejor los resultados 
de la disociación. Ello obedece a que esta preparación, más purificada, es
tá prácticamente exenta tanto de subpartículas (sólo un pequeño pico de 60S) 
como de material más pesado. Por ello, y por ser asequibles en cantidades 
razonables, fueron usados en los experimentos posteriores como sustrato de 
elección pardmedir la actividad disociante del extracto ribosómico.

El efecto disociante del extracto ribosómico fuá medido por plani
metría de los registros gráficos a 254nm obtenidos por análisis, en gradien
tes de sacarosa, de las mezclas de incubación. Se expresó como la disminu
ción del pico de 80S (con respecto al control sin extracto ribosómico), en 
% del total de ribosomas.

Frecuentemente, en los experimentos en que Be mide esto actividad 
del extracto ribosómico, la disociación de los ribosomas 8GS originales pro
duce incrementos, no sólo de las subpertículas* sino que hay también forma
ción de agregados más pesados que 80S. Estos se encuentran habitualmente en 
una zona del registro gráfico del gradiente que resulta intermedia entre 
los picos de SOS y dímeros. La naturaleza de esos agregados no está clara
mente definida: podrían ser productos de la asociación inespecífica de par
tículas subribosómicas, o bien intermediarios en la reacción de disociación 
(a semejanza de los observado por Talens y col (320) en E.coli), o comple
jos funcionales (229) (monómeros + subpartícula 40S). También es frecuente 
observar en estos gradientes la aparición de un doble pico en la zona de 
40S. Esto podría atribuirse a una heterogeneidad de las partículas subrlbo- 
sómicas, según los observado por Henshaw y col.(254-255). A todos estos com
ponentes les atribuimos el representar productos de disociación formados a 
expensas de los ribosomas ÜQS originales, y han sido computados como tales.

ñ.2.3 Inactivación del Bxtracto ribosómico;
La actividad disociante del extracto ribosómico sobre los riboso

mas monómeros se destruye por acción del calor. En la Tabla 4 se observa
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que por preincubación del extracto ribosómico a ü0° durante 8 minutos, se 
perdió 90% de su efecto disociante. En forma paralela disminuía en 80% la 
capacidad del extracto ribosómico de estimular la síntesis de proteínas por 
ribosomas agotados, en el sistema ocelular con componentes solubles definí 
dos (Figura 13).

La pérdida de lo actividad disociante se observó también en forma 
prácticamente total, aún en incubaciones o 53^55* durante 5 a 10 minutos. 
Como en estas condiciones se evitaba la formación de precipitados de pro- 
teína coagulada que, en algunos casos, se observaron a 60°, se optó por u- 
tilizar dichas condiciones para la obtención del extracto ribosómico inac
tivado, utilizado en algunos experimentos posteriores.

En un ensayo posterior (Tabla 5) se estudió el efecto de la pre
incubación del extracto ribosómico durante 10 minutos a distintas tempera
turas sobre su capacidad de disociar ribosomas SOS agotados i la actividad 
disociante se midió par posterior incubación en las condiciones habituales 
de tiempo y temperatura (10 minutos a 25°), En este experimento se utilizó 
un extracto desalado por tratamiento con Sephadex G-25. Se observó que ya 
a la temperatura de preincubación de 37° se producía una disminución de la 
actividad disociante del extracto ribosómico (medida a 25°) y que esta dis
minución se hacía mas marcada si la preincubación se realizaba a 45°. En 
base a los resultados anteriores, en los ensayas roA tizados con posterio
ridad se siguió utilizando la temperatura de incubación de 25°.

R.2,4 Separación de ambas actividades del extracto ribosómico;
El efecto disociante puede ser separado dol efecto estimulante de 

la iniciación de cadenas peptídicas por simple pasaje del extracto ribosó
mico crudo a través de una columna de Sephadex G-25 equilibrada con una so
lución de KC1 lOOmM, Tris.HCl (pH 7,5) 2mM y mercaptaetanol 3mM (Solución 
i) o por una corta diálisis contra el mismo buffer. Uno u otro procedimierv- 
to es suficiente para suprimir la estimulación de la capacidad de reiniciar 
cadenas; por el contrario, la actividad disociante es resistente a este tra
tamiento y aparent mente resulta incrementada con el mismo. Esto puede ver
se claramente en la Tabla 6, donde se muestra que la disociación con respec
to al control (Columna i), lograda por agregado del extracto ribosómico cru
do (ER-1, línea 1), es notablemente aumentada cuando el extracto ribosómico 
se dializa (ER-d, línea 2) o es desalado por tratamiento con Sephadex G-25 
(ER-G25, línea 3) (ver también Figura 14). Pero mientras el extracto ribo
sómico crudo tiene una buena actividad estimulante para la incorporación 

14de valina- C en el sistema acelular (aproximadamente unas 60 veces la in
corporación basal), las preparaciones dializadas o desaladas en Sephadex
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G-25, la han perdido completamente (Columna II, líneas 19 2 y 3}; de esto 
se deduce que sólo se ha conservado la actividad disociante.

En ensayos en que se realizó uno diálisis más prolongada (15 horas, 
17 horas y hasta 24 horas), se observó que el extracto ribosómico no perdía 
su actividad disociante por este tratamiento.

No se conocen las causas de la pérdida de la actividad promotora 
de la iniciación por diálisis o desalado en Sephadex, tratamientos que, por 
otra parte, llevan al mencionado aumento aparente de la actividad disocian
te. Es probable que esta actividad aumentada sea reflejo de la verdadera ca
pacidad disociante del extracto ribosómico.

La separación de la actividad disociante respecto de la de estimu
lación se observó también de otro modo: cuando se extrajeron ribosomas to
tales que habían sido conservados a -80° durante 4 meses o más (en lugar de 
ribosomas totales frescos, conservados una semana), el extracto ribosómico 
resultante carecía totalmente de actividad estimulante, pero su capacidad 
disociante era la normal (crudo, o tratado con Sephadex G25).

En la preparación del extracto ribosómico dializado (EF̂ -d) de re- 
ticulocitos, hemos observado frecuentemente la aparición de turbidez cuan
do lelconcentración iónica es disminuida a KC1 0,1M. Esta desaparece por adi
ción de KC1 1M (por lo que las diluciones del extracto ribosómico para de
terminaciones espectrofotométricas, se hicieran habitualmente en ese medio). 
No hemos investigado la naturaleza de este material insoluble en KC1 0, 1M).

Los extractos ribosómicos desalados pudieron ser conservados a -80° 
durante 20 días sin mayor pérdida de actividad.

R.2.5 Condiciones en que se extrae la actividad disociante a partir de los ri
bosomas totales i

Los extractos obtenidos de la población ribosómica total cruda (pro
ducto de la simple sedimentación do un lisado de reticulocitos), tanto con 
KC1 0,5M como 1,QM, tienen un efecto disociante bien evidente. Según puede 
verse en la Tabla 7, su eficiencia es mayor en el primer caso. Coincidien
do con esto, en general los extractos„en KC1 0,5M han tenido mayor activi
dad disociante. Esta observación se realizó posteriormente a muchos de los 
experimentos presentados en este trabajo, que se habían llevado a cabo con 
extracto ribosómico con KC1 1M. Para obtener buenas actividades disociantes 
los ribosomas totales deben ser extraídos sin sufrir otras manipulaciones 
después de su aislamiento a partir del lisado. Cuando previamente a la ex
tracción, los ribosomas totales eran lavados por sedimentación en solución 
F con el agregado de KG1 70 ó 150mM (en presencia de MgtCH^cOQ^ 2mM). el
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efecto disociante del extracto obtenido con KC1 1M disminuía en forma bien 
evidente (aproximadamente a 1/4 del efecto del extracto ribosómico obtenido 
de ribosomas sin lavar). Aumentando a 250mM la concentración de KC1 de la 
solución para el previo lavado de los ribosomas (en este caso en presencia 
de MgfCHgCOO)^ 10mM para no alterar en forma excesiva la relación 
el extracto ribosómico obtenido carece totalmente de efecto disociante. No 
sabemos el mecanismo por el cual ese lavada previo parece así extraer o i- 
nactivar en le población ribosómica el factor(es) responsable del efecto 
disociante, en forma parcial (líneas 3 y 4) o total (línea 5), según la 
concentración de ión K+ utilizada. Debe hacerse notar que en este experimen
to, las condiciones de sedimentación de los ribosomas lavados aseguraban la 
efectiva recuperación de todas las partículas en la muestra inicial, por lo 
que no podría atribuirse a deficiencias en ese sentido la perdida de la ac
tividad disociante en el extracto.

R.3 Algunas propiedades de la reacción de disociación:

R.3.1. Curso de la reacción y efecto de la temperatura:
Se estudió el desarrollo de la reacción de disociación en el tiem

po. En laFigura 15 se muestra que a 25° la disociación ha prácticamente lie-
i

gado a su término ya a los 10 minutos de incubación, pero que a los 5 minu
tos el grado de disociación alcanzado es la mitad del final. El resultado 
de 10 minutos a 37° confirma el carácter limitado de lareacción. Este tipo 
de observaciones ha sido repetido en varios experimantos.

La temperatura de la reacción en el rango entre 0 o y 37° determi
na el grado de disociación alcanzado a 10 minutos (Figura 16). La dependen
cia de la temperatura que se observa en la reacción es típica de las reac
ciones bioquímicas mediadas por proteínas. La sola incubación de los ribo- 
somas a distintas temperaturas hasta 45°, no provoca su disociación. En 
cambio, en presencia del extracto ribosómico hay un aumento progresivo de 
la disociación con el aumento de la temperatura. Ya a 0° la reacción de di
sociación, si bien pequeña, no es nula. Por encima de 37°, hay una disminu
ción del efecto disociante, lo cual se corresponde con la observación,reali
zada anteriormente, sobre la inactivación parcial de la actividad disociante 
del extracto ribosómico a temperaturas entre 37° y 45° (Tabla 5).

En base a los resultados anteriores se adoptó coma condiciones pa
ra medir la disociación una incubación a 26° durante 1Q minutos.

R.3.2 Ef0cto de cantidades crecientes del extracto ribosómico:

El efecto disociante depende de la cantidad de extracto ribosómi- 
co presente. 3e puede observar en la Figura 17 los resultados de tres ex
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perimentos reunidos| la disminución de los ribosomas monómeros 80S, respac
to del control (el grado de disociación), crece con el aumento de la rela
ción ER:Rb; sin embargo la curva tiende rápidamente a una meseta. Con las 
preparaciones del ER utilizados en estos experimentos, ladisociación al
canzaba a un 23%. En otros experimentos, con relaciones ERiRb no mayores 
de 4 a 6, se han obtenido disociaciones de hasta 40 y 50̂ 6 (ver Tabla 8).

Las limitaciones de la concentración del ión K* del sistema aceli>- 
lar (70mM) y del mínimo de ribosomas necesarios para obtener registros grá
ficos adecuados, impidieron que en los ensayos con extracto rlbosómico cru
do se aumentara la relación ER:Rb más allá de un váor de 6. Pero utilizando 
extracto rlbosómico dializado EB-d (cuya concentración de K* se bajó a 0,llí) 
pudo observarse que cantidades muy grandes del extracto ribosónico (se al
canzó una relación 11,4) llegan a ser en algunos casos, francamente inhibi
torias (Tabla 8). Esto sugiere que existen componentes que resultan inhibi
torios p ra la disociación y que al aumentar su concentración tienden a con
trarrestar el efecto disociante.

Según hemos visto, la reacción de disociación ya se ha completado 
sensiblemente en 10 minutos a 25°. En un experimento en que la disminución 
de 80S por agregado del extracto rlbosómico fuá de 2ü^f el reagregsdo de 
extracto rlbosómico fresco y posterior reincubación, en iguales condiciones 
de tiempo y temperatura, llevó a un aumento de la disociación (disminución 
de 0OS, en % del total, con respecto al control, 003 sin extracto ribosómi- 
co ■ 41) Ento indicaría que nón existen, después de la primera incubación, 
ribosomas 8ÜS susceptibles al efecto disociante del ixtracto rlbosómico y 
que el primer agregado de éste no había bastado. Esta observación, sumada 
a lo dependencia que la magnitud de la disociación muestra con respecto a 
la relación ER:Rb, sugiore que el factor de disociación es utilizado y com
prometido en el transcurso de la reacción, apoyando la idea de uno acción 
estequiomóti ica, más qua catalítica, dol extracto ribosómico.

R.3.3 Efecto de inhibidores de la síntesis de proteínas:
Se probó el efecto de inhibidores que actúan en la iniciación o 

en distintos pasos de la elongación de cadenas peptídicas, sobre la reac
ción de disociación promovida por el EB-G25, Ninguno de ellos; ciclohexlmi- 
da, esparsomicina, puromicina, ácido fusídicn, o NaF, usados a concentra
ciones en qun inhiben fuertemente la síntesis de proteínas, tiene efecto 
alguno sobre la disociación (Tabla 9).

En otro experimento, con Eft-d, se probó la acción de Pactamlclna 
(inhibidor de la iniciación y de la elongación a la concentración utiliza- 
da en el ensayo: 1 x 10 M (313; 321)) y no se observó tampoco efecto inhi-
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bitorio alguno, confirmando los resultados de I.Sadnik (322).
Cuando sa intentó observar el efecto de ATA sobre la disociación

de ribosomas 60S agotados (80Sag-B) promovida por el extracto ribosómico,
- 4 - 5se encontró que concentraciones de 10 M y aun 10 M, producían la altera

ción de los ribosomas monómeros sólos en los controles* A semejanza de lo 
observado por Lebleu y col. (232) en raticulocitos y por Grollman y col.
(104) en E.coli, la presencia de ATA inducía una modificación de la cons^ 
tante de sedimentación ( s )  de los ribosomas monómeros (que, en el caso de 
ribosomas de eucariotes, sedimentan entonces aproximadamente con 60S)j apa
reciendo picos de 5 intermedio en los registros gráficos de los gradientes. 
Este efecto colateral del inhibidor, que enmascara la disociación, no pue- 
de atribuirse a una disminución de la concentración de Mg producida por 
una supuesta acción secuestrante del ATA, ya que, como lo puntualizaron Le
bleu y col. (232), si la cantidad de subpartículas 40S no cambia, el aumen
to del pico de 60S no puede ser atribuido a la disociación de los ribosomas 
80S. El agregado del ER-G25 pareció reconstituir los ribosomas originales, 
revirtiendo o previniendo la acción del inhibidor. Heiberg y col. (323), al
estudiar el mecanismo de la inhibición de la unión de ribosomas a RNA por 

-5ATA (10 M) habían observado la capacidad del mismo de modificar proteínas 
citoplasmáticas en tal formo que eran incapaces de unirse a RNA, y sugirie
ron que el efecto del inhibidor era debido a una interacción con la porción 
proteica de lo3 ribosomas. Esto nos llevó a pensar que posiblemente el agre
gado del extracto ribosómico protegía a los ribosomas 80S e impedía su alte
ración en presencia de ATA, debido al secuestro del inhibidor por su reac
ción directa con los componentes proteicos del extracto ribosómico, y la 
consiguiente disminución de su concentración efectiva. Algo semejante pare
cen sugerir observaciones hechas con distintos sistemas acelulares. Según 
hemos visto en experimentos (no descritos en este trabajo) llevadas a cabo 
con sistemas crudos (sistema acelular para lisado no fraccionado o recons
tituido con polisomas y sobrenadante) y purificados (sistema acelular con 
componentes solubles definidos) para la incorporación de valina-^ C en pro
teínas^ el efecto de una misma concentración de ATA puede variar de acuerdo 
a la composición de proteínas del medio. Concentraciones de ATA que en los 
sistemas crudos inhiben selectivamente la iniciación (3 x 10 M), agrega
das a un sistema acelular mas purificado provocan también la inhibición de 
la elongación, con el cese prácticamente total da la síntesis de proteínas.

Ensayamos entonces agregar a las mezclas de incubación extracto ri— . 
bosómico inactivado por incubación durante 5 minutos a 55° (se constató su 
efecto disociante nulo sobre los ribosomas 80S control). En esas condicio»
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nos, en presencia de concentraciones de ATA entre 3 y 10 x 10 M, loe con
troles no se alteraban, lo que contrastaba con las modificaciones produci
das por el inhibidor sobre esos mismos ribosomas, en ausencia del extracto 
ribasómico inactivado por el calor. Conseguidos los controles adecuados, se 
midió entonces la disociación por agregado de igual cantidad de EB-G25, pe
ro fresco, en presencia de ATA y pudo observarse que si bien una concentra— 

-5ción de 3 x 10 M no tiene efecto alguno sobre la capacidad disociante del
-5extracto ribosomico, a concentraciones mayores ( 5 a 8 x 10 M), hay una

-4inhibición creciente, que llega a ser total cuando se agrega ATA 1 x 10 M
a la mezcla de incubación (Figura 18).

Sin embargo, una preincubación del extracto ribosomico durante 30
—4 mminutos a 0o, en presencia de ATA 10 M, no llevo a la inactivación de su 

efecto disociante sobre los ribosomas 60S agotadas (80Sag-B), medido por in
cubación en el medio aceluler habitual. Por el contrario, la disociación ob
servada fuá igual a lo que se obtenía por incubación directa del extracto

-5ribosomico y los ribosomas en presencia de ATA 1,33 x 10 M, que era la con
centración final resultante en la mezcla total de incubación al agregar el

-4pequeño volumen de extracto ribosómico preincubado con ATA 10 M.

-5

R.3,4 El efecto disociante se ejerce sólo sobre ribosomas SOS libres:
En la sección R.2.2, en experimentos realizados con extracto ribo

sómico crudo, ya se había visto que al actuar sobre una población de ribo- 
somas totales de un lisado, el efecto disociante se ejercía solamente sobre 
los monómaros 80S nativas. Al introducir el uso de extractos ribosómicos de
salados (EB-G25), se reinvestigó si, ademas de los ribosomas monómeras, po
dían ser sustrato de la reacción las unidades ribosómicas de polisomos.

Pera poder dilucidar este punto en forma inequívoca, debía asegu
rarse que durante 1a incubación y otras manipulaciones experimentales, los 
polisomas no sufrieran degradaciones que enmascarasen los procesos de diso
ciación investigados. Para sortear esa dificultad, no sólo se tomaron pre
cauciones especiales en la preparación de los polisomas para evitar roptu- 
ras mecánicas, sino que, como anteriormente, se recurrió, además, al uso 
de inhibidores en la incubación. Los polisomas purificados, una vez obteni
dos, se resedimentaron 25 minutas a 50.000 rpm (rotor 50, Spinco), para erv- 
rlquecer la preparación en sus componentes más pesados. Estos polisomas se 
incubaron en presencia de inhibidores de la elongación (cicloheximida lmM 
y esparsomicina Q,lmM) para evitar la degradación de los polisomas, y de la 
iniciación (ATA 0,Q3mM) par^evitar la asociación de las subpartículas a po
lisomas. Le concentración de ATA utilizada no inhibe la disociación (R.3.3); 
para evitar que la misma alterase el comportamiento de las partículas ribo-



sámicas de control en la sedimentación se agregó también extracto inacti
vado por el calor.

Con todas estas precauciones pudo reducirse la proporción de 80S 
presentes habitualmente en las preparaciones de polisomas o que aparecen 
durante la incubación de los mismos (ver Figuro 19, Control). Pudo obser
varse entonces que, por agregado del extracto ribosómico, solamente apare
cía disminuido el pico de absorbencia a 254nm correspondiente a 80S, con 
aumento concomitante de los picos correspondientes a las subportículas de 
40S y 60S, mientras que los polisomas permanecían inalterados. Este resul
tado, coincidente con la observación realizada con extracto ribosómico cria
do y ribosomos totales del Usado, evidencia que sólo los ribosomas 8QS li
bres son disociados por efecto del extracto ribosómico, mientras que las u- 
nidades ribosómicas activas, en los polisomas, no son susceptibles de diso
ciación.

R.3.5 Comparación del efecto disociante sobre distintos tipos de ribosomas mo- * 32
nómeros 8QS;

Se ensayó el efecto disociante del extracto ribosómico sobre ribo-
somas 0OS obtenidos por distintos procedimientos. En especial se comparó el
efecto disociante del extracto sobre los ribosomas 60S agotados (80Sag-8),
obtenidos en condiciones iónicas fisiológicas y utilizados habitualmente en
los ensayos, con el efecto obtenido al actuar sobre los ribosomas 80S nati-

32vos (del tipo de los utilizados en los experimentos con p), que son cons
tituyentes normales de la población ribosómico total de los reticulocitos.

Se utilizaron (Tabla 10): (a) ribosomas 805 nativos, libres, que 
se aislaron de un Usado de célula:, normales por fraccionamiento en gradien
tes de sacarosa, preparativos; (b) ribosomas 80S obtenidos de células ente
ras incubadas con NaF 10mM, hasta provocar el desarmado de los polisomas, 
seguido de posterior lisis y sedimentación (8QS-F); (c) ribosomas 80S ago
tados, obtenidos a partir de polisomas aislados de gradientes preparativos, 
que fueron incubados en un sistema acelular completo, hasta agotamiento de
su actividad dB síntesis de proteínas, purificados luego por fracrionemien-

(•
to en gradiente de sacarosa (BOSag-B); (d) ribosomas 805 reasociados, obte
nidos de ribosomas 80S agotados, disociados par' incubación a 0o en altas 
concentraciones de KC1 (ü,SM) y reasociadas bajando la concentración de K+ 
a 60mM (Este procedimiento, que implica una disociación y reasociación de 
los ribosomas, es una modificación del método de Falvey y Staehelin (7) pa
ra obtener subpartículas ribosómicas. Los ribosom s así obtenidos están más * 
lavados que los aislados por los procedimientos comunes).

Se observó que la magnitud de la disociación sobre ribosomas monó-

-86-
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meros libres obtenidos por tan distintos procedimientos era semejante en 
todos los casos (Tabla 10).

Es importante señalar además que con todos estos tipos de riboso- 
mas se evidenció un marcada incremento del efecto disociante del extracto 
ribosómico por agregado de ATP lmM (que suplo las necesidades de snergía 
(ver secciones siguientes).

R.3.6 Requerimientos de energía;
32En los experimentos llevados a cabo con ribosomas 80&- p se ha

bía observado (R.1.4) que para que ocurriera la incorporación de los mis
mos a polisomas era necesaria la presencia, no sólo del extracto ribosómi
co, sino también de energía. Quedaba en pié el interrogante de si este re
querimiento refleja una esencial participación de la energía en el proceso 
de disociación de los monómeros por efecto del extracto ribosómico.

En ensayos preliminares riel efecto disociante del octracto riboso- 
mico crudo sobre las ribosamas monómeros, se habían obtenido initóicios de 
que Ib presencia de energía influía en la magnitud de la disociación; en 
efecto, se había observado en forma repetida, que el limitado efecto di
sociante propio del extracto ribosómico crudo sin otras adiciones, se veía 
aumentado cuando en la mezcla de incubación se introducía energía (general
mente en forma de ATP.Mg + GTP.Mg, en concentraciones lmM y 0,2mM respecti
vamente) .

R.3.6.1. Efecto de la presencie! de energía en la actividad disociante de dis
tintos extractos ribosómicos:

Pora determinar conrmyor certeza el grado de dependencia de la 
reacción de disociación respecto de la energía, se utilizó preparaciones 
del extracto ribosómico que habían sido desalada.'» ya sea mediante diáli
sis (ER-d) o por gel filtración a través de una columna de Sephadex-G25 
(EB-G25). En todos los casos la actividad disociante de esas preparacio
nes (en ausencia de energía) fué menor que la del respectivo extracto cru
do; frecuentemente, el efecto disociante fué pequeño, y en algunos casos 
prácticamente nulo (Figura 20).

Con estas preparados se ha mostrado en todos los casos que la di
sociación tiene una muy marcada dependencia respecto de la presencia de e- 
nergía. Este resultado se observa en la figura 20 (incubación con ER-d + 
energía), y en laTable 11, en que se compara la acción del ER-d y ER-G-25, 
con la de su extracto ribosómico crudo original, en la disociación de ribo- 
somos 0OS agotados, sin y con energía. La fracción de disociación atribuí- 
ble a esta ultima, llegó al 42% y esa contribución dependía de la presencia 
del ERí en su ausencia, el efecto disociador de la energía sobre los mon¿-



moros ara muy pequeña

R*3*6,2 Acción ostimulanta da diversos nucloótidosi
Sa llevaron a cebo experiencias para dilucidar si el incremento de 

la disooiación por la energía ara provocado por la presencia da ambos ftt>» 
cleótidos agregados a la mezcla de Incubación (ATP ■+ GTP}, o a uno ris ©- 
líos en particular* Loe resultados (Tabla 12) muestran que, tanto con ER-d 
(columna l) como con DV-G25 (columna II), mientras ol agregado de GTP sólo 
(0v2mM) no produce sensibles diferencias respecto a la disociación promo
vida por el extracto ribosómico en ausencia de nucleÓtidos, la actividad 
disociante es en cambio estimulada en forma marcada por la presencia ds 
ATP sólo (lmW). Por otra parte, el agregado de ambos nucíeósido-trifosfa
tos no produce mayores variaciones can respecto al efecto del agregado de 
ATP sólo ( ello aún en un ensayo en que la concentración del GTP agregado 
había sido lmM). Oe estos resultado surge claramente que el efecto obser
vado es debido exclusivamente a la presencia do ATP en la mezcle de; incu
bación, dado que el GTP no tiene efecto slnórgico ni aditivo visible.

Las diferencias observadas en prtssencia de los nucleúeido—trifosfa
tos, no puede atribuirse a un efecto secuestrante dsl ión fc'g** ya que loo 
mismos han sido agregados coma compuestos de fc'g (XTP«Wg)* Además los con** 
troles, que se efectúan con las mismas concentraciones de nucleósido-tri 
fosfatos, pero en ausencia del extracto ribosómico, no muestran variacio
nes importantes con respecto a los ribosornas SOS incubados sin energía.
En los casos en que, por agregado de energía, se observaron variaciones 
modibles, se especificó su valor en el experimento respectivo. En algu
nos ensayos el efecto disociante computado es la disminución do los monó- 
meros 80S en presencia del extracto ribosómico, referido a los mismos ri
bo 3 ornas en presencia del nucleósido—trifosfato utilizado en cada ensayo, 
tomado como control; en otros el control ha sido de ribasornas SOS sólos 
(en ausencia de extracto ribosómico y do nucleósido-trifosfatos).

Para confirmar los resultados anteriores se realizó uri experimento 
en el que se estudió el efecto de los distintos nucleósido-trifosfatos so
bro la acción disociante del extracto ribosómico (Tsbla 13), (Cada uno de 
ellos se agregó a una concentración ImM), Puado übsGrvarse que el ATP os 
el único que mostró una estimulación bien definida. El LÍTP y el CTP, y, en 
particular, el GTP, son inactivos.

En otro experimento para dilucidar si el ATP podía ser sustituido 
por otros fosfatos de adenosina (Tabla 14), se observó que, en iguales con
dicionas, ol ADP y el AMP (ambos sn concentración lmM) no son activos en 
la estimulación de la disociación.
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R.3.6.3 Determinación de los niveles óptimos de ATPi
Se investigó cuál era la concentración de ATP en las mezclas da 

incubación que promovía una mayor estimulación de la disociación da los ri- 
bosomas monómeros por efecto del extracto ribosómico. Como se muestra en 
la Figura 21f dentro del rango de 0,2mM a 2mM, hay uw dependencia del efec
to disociante del extracto ribosómico respecto de la concentración de áTP 
presente (agregado siempre como ATP.Mg). Se ha encontrado que en este sis
tema se alcanza el nivel óptimo entre 1 y 2mM, y que concentraciones mayo
res no incrementan la disociación.

Se ha encontrado además que, cuando se agrega un sistema genera
dor de nucleósido-trifosfatos (creatina fosfato + creatina quinasa), hay 
un efecto máximo, aún con niveles de ATP tan bajos como 0f2mM (Figura 21).

R.3.7 Dependencia de la concentración de ion Mg**:
Al igual que lo observado con el factor de disociación de E.coli 

(64) y de otros extractas ribosómicos de eucoriates (223; 250-261), el efec
to disociante del extracto ribosómico de reticulocitos disminuye en forma 
marcada al aumentar la concentración de Mg**. En la Tabla 15 se describa un 
experimento de disociación realizado en concentraciones de Mg- entre 1 y 
5mM: el grado de disociación entre 1 y 2mM (21%), disminuye ya en Mg** 3mM, 
y en el nivel de 5mM, es menos de 1/3 de los primeros.

En concentraciones extremas de Mg+* hay una alteración de los ri- 
bosomas monómeros en los controles. 5a sabe que por disminución de la con
centración de Mg** (4; 5; 12; 13), se obtiene una disociación no fisiológi- 
ca nin vitro". En concordancia heímos observado que con Mg Q,5mM hay una 
disociación en los controles (ribosomas 603 en ausencia del extracto ribo
sómico) con aparición de subpartículas derivadas. Esta alteración nos im
pidió determinar el efecto del extracto ribosómico a esa concentración de
4""+Mg Por otra parte, a altas concentraciones del mismo hay asociaciones 

inespecíficas de ribosomas monómeros en partículas más pesadas. Esto comien
za a visualizarse en concentraciones de Mg++ 5mM y a 7mM es bien evidente.
El rango de concentraciones de Mg** en que se observa la disociación por e- 
fecto del extracto ribosómico, está dentro de los niveles fisiológicos (2 a 
3mM) para la síntesis de proteínas en el sistenia acelular de reticulocitos 
de conejo.

R.3.8 Modo do acción del ATP:
Se intentó reconocer el modo de acción a través del cual el ATP 

ejerce el efecto de estimulación de la disociación promovida por el extrac
to ribosómico.

Un aspecto de esta cuestión es establecer de qué manera es utili-
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zodo el ATP. Para ello se estudia entonces si el mismo es reemplazable en 
la disociación, por análogos del ATP en los cuales una de la^juniones piro- 
fosfato ha sido reemplazado por una unión metilán-difosfonato: el odenosin 
5 '-trifosfato-alfa,beta-metilán-difosfunato (AMPCPP) y el edenosín 5* tri- 
fosfoto-beta,gemma-metilén-difosfonato (AMPPCP). Con estos análogos es de 
esperar, que en reacciones enzimáticas que involucran la ruptura del puen
te pirofosfata alfa-bata □ beta-gamma, su reemplazo por un puente metiléni- 
co impida la reacción en que está involucrada el respectivo puente de pire- 
fosfato; un uso similar se ha hecha del análogo del GTP, GMPPCP, en diver
sos pasos de la síntesis de proteínas.

En este experimento se utilizó un extracto ribosómico diallzado 
(ER-d) exhaustivamente (durante 17 horas), contra el medio habitual, solu
ción I (1Q cambios; volumen total 4 litros), pero con el agregado de carbón 
activado (Norit A, concentración final 1 mg/ml), en el medio de diálisis, 
para favorecer la adsorción de nucleótidos y asegurar una mejor eliminación 
de los nucleótidos endógenos.

De los dos análogos ensayados (Tabla 16), el AMPPCP (beta,gamma- 
metilen) es capaz de reemplazar muy eficientemente al ATP en su efecto de prDnv:r 
'disociación (82^ de la obtenida con ATP a igual concentración; lmM), El 
AMPCPP (alfe,beta-metilén), en cambio, es esencialmente inactivo (8%), Es
te resultado señala que en la acción del ATP es importante la existencia 
de la unión pirofosfato entre los fosfatos alfa y beta y que, en cambio, 
el otro puente pirofosfato (entre beta y gamma), es reemplazable por un 
puente metilánico, y sugiere que la acción del ATP podría ocurrir a través 
del cliveje de launión entre los fosfatos alfa y beta.

El otro aspecto considerado fue si la acción del ATP sobra la di
sociación requiere una interacción del ATP conjuntamente con ambos compo
nentes del sistema, los ribosomas BÜS y el extracta ribosómico, o, por el 
contrario, esa interacción se da inicialmente con una u otro excluyent^- 
mante. Para explorar estas posibilidades se diseñó un experimento en el que 
se utilizó la propiedad de la reacción global da disminuir considerablemen
te el grado de disociación de los ribosomas cuando la concentración de ATP 
era menor que lmM# Se utilizaron dos tipos da incubaciones;
(a) Preincubación, ya seo del extracto ribosómico o de los ribosomas, en 
el medio salino acelular (Solución j) y con ATP.Mg lmM, durante 10 minutos 
a 25°, y posterior dilución con dos volúmenes del mismo medio, con el agre 
gado del componente faltante, respectivamente ribosomas 80S ó extracto ri- 
bosomico (concentración final de ATP.Mg 0,33mM), incubando esta mezcla en 
condiciones de tiempo y temperatura iguales a las de la preincubación,
(b) Incubación directa conjunta de los ribosomas 8QS + extracto ribosómico
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en la forma habitual (como lo segunda incubación en (a)), con ATP.Mg lmM 
a bien Q,33mM, durante 10 minutos a 25°.

Se observó que el efecto disociante del extracto ribosómico en el 
experimento del tipo (b) depende de la concentración de ATP en la mezcla de 
incubeCtón (Tabla 17, líneas 1, 2 y 5). Pero al preincubar los ribosomas 0OS 
con ATP lmM, la posterior incubación (ATP.Mg 0,33mM final;(línea 4)J en con
diciones que son iguales a las del párrafo (b)) mostró un efecto disociante 
mayor del esperado en una incubación directa con osa concentración final de 
ATP en el medio; ese efecto fuó equivalente al observado en (b) (incubación 
directa) con ATP.Mg lmM. Si por el contrario era el extracto ribosómico el 
que se preincubaba con ATP.Mg lmM (línea 3), el efecto disociante obtenido 
al agregarlo a los ribosomas 8QS fuá el correspondiente a la concentración 
final de ATP resultante en la mezcla de incubación (0,33mM) (Equivalente 
a la incubación de la línea 2). Estos resultados fueron coincidentes con 
los do otro experimento del mismo tipo, pero más limitado, en el que sólo 
se había hecho la prsincubación de los ribosomas 0ÜS con ATP.Mg lmM y se 
había observado que el efecto disociante del extracto ribosómico sobro es
tos ribosomas (con ATP diluido) era igual que el obtenida en la incubación 
directa con ATP lmM (control).

Las resultados obtenidos, que consideramos preliminares, inducen 
a pensar que la acción del ATP se ejerce directamente sobre los monómeros 
80S, en una etapa previa a la intervención del factor(es) del extracto ri
bosómico .
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E)n eucariotes» los rlbosomas monómeros SOS libres están presentes 
en el citoplasma de todas las células examinadas. Su rol metabólico y su rela
ción con el ciclo polisómico han sido objeto de numerosos estudios y discusio
nes, Esta8 partículas no poseen cadenas peptídicas crecientes y cuando su ac
tividad de síntesis de proteína se mide en sistemas acelulares con un medio de 
reacción semejante al fisiológico ( Mg 2 o 3 rr«y), lo misma es prácticamente 
nula» dtin en presencia de mensajeros artificiales como el poli-U, Se sabe»sln 
embargo» que en estos mismos sistemas con poli-U9 pero a altas concentrado- 
nes de Mg no fisiológicas ( 5 a 10 mM)» los monómeros llegan a ser activos y 
sintetizan cadenas peptídicas.

Se ha observado en forma repetida que en eucarlotes los monómeros 
libres no tienen una participación activa en el ciclo pollsómlco ( 225; 226; 
242-c; 260; 263-b; 267; 271)» y ciertas estudias con precursores de RNA sugie
ren que son una forma pasiva de almacenaje (263), Sin embargo existen eviden
cias que permiten asignarles un rol potencial en la síntesis de proteínas.
En efecto» los monómeros libres» qu© en las células se acumulan bajo una va
riedad de condiciones metabfilicas adversas (2S7;26Q;269;312)f pueden reentrar 
en polisomas en condiciones quB favorezcan una mayor velocidad de síntesis 
(312; 226; 267; 269).

Nosotros corroboramos asta última conclusión al constatar que (como 
lo mostraran inicialmente IXarks y col. (269)) los monómeros acumulados en re- 
ticulocitos enteros por efecto del iÓn fluoruro» estaban directamente involu
crados en la reformación de pelisornas durante el proceso de recuperación da 
la capacidad de éíntesis de proteínas» une vez eliminado el inhibidor ( Figu
ra 3 ), En esas condiciones»pues» los monómeros libres pueden actuar como 
precursores de unidades ribosómicas activas y ser transferidos a polisomas» 
demostrando su convertibilidad metabólico.

Los estudios aquí presentados bq han dirigido a la búsqueda de un 
camino que permita la utilización ds los rlbosomas monómeros para la forma
ción de polisemas en condiciones fisiológicas.

En primer término debemos referimos a la elección de condiciones 
experimentales para los observaciones en sistemas acelulares y señalar la int- 
portancia que tiene para el significado de los experimentos el medio iónico 
y en especial las concentraciones da Mg y de K - Ya habíamos señalado que 
variaciones de Mg respecto del nivel fisiológico conducen a que partículas 
ribosómicas normalmente inactivas adquieran la capacidad de síntesis de
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de uniones peptidicee ( caso de la traducción de poli-u); sin embargo, en 
esas condiciones no eon capaces de discriminar señales de iniciación ni lae 
requieren» Precisamente el nivel de ese catión en el medio se ha utilizado 
como un criterio decisivo para dilucidar los mecanismos naturales de inicia
ción de síntesis de proteínas tanto en bacterias como en eucariotes, y se ha 
establecido la necesidad de trabajar con concentraciones bajas de Mg para
reproducir los mecanismos fisiológicos» En nuestro caso todos los exporiman-

44* 4*tos han sido realizados con Mg 2-2,5 mM y K 70 raM, condiciones en las que, 
en el sistema aceluler de reticulocitos es máxima la reiniclación de la sín
tesis do cadenas poptídicas de globina, y se consideran somajantes a las que 
imperan en el medio intracelular normal»

Ya se han expuesto (l»5»3; I.S) las pruebas que existen para propo
ner, en eucariotes, un modelo de ciclo poli sornas-partículas subribosómícas, 
que lleva a la repetida síntesis da proteínas»

En el mismo, las unidades ribosómicas de los polisemas tienen como 
precursoras directas a las partículas subribosómícas nativas» Ello fuá ini
cialmente. sugerido por Bishop (3) para el sistema de reticulocitos y observa
do en nuestro laboratorio por Zylber (316)»

Este modelo ha sido corroborado por los experimentos que hemos lle-
32vado a cabo utilizando partículas subribosómícas marcadas con P, en un sis

tema acelular con componentes definidos, segón Alien y Schweet (308)» Este
tipo da sistema es prácticamente carente de factores d© iniciación» Utllizan-

32 32 32do estas subpartículas (fracción 4Ü3-6QS- P (Figura 4) ó 4QS- P y 60S— P 
aislodas (Tabla l) ) hamos verificado que, en esas condiciones de síntesis 
de proteínas, las mismas se asocian a pal¿somas»

Estos resultados son coincidentes con los obtenidos en sistemas a- 
celulares de reticulocitos de conejo (3; 263; 264; 217; 228; 229; 232; 316); 
al mismo sistema con subpartículas de células de tumor escítico de Ehrllch 
(254-255) o de hígado de rata (233); en el sistema acelular de mÓsculo de sot- 
brión de pollo (197), en células enteras HoLa (225; 260; 262-a); en células 
L (261) y en levaduras (148)»

Para la incorporación de les partículas subribosómícas en polisemas
se requiere, en gran medida, la presencia de energía» En efecto, su omisión
provocó, en nuestro experimento, la reducción de la incorporación de radio- 

32actividad— P a agregados pesados, a un tercio de la obtenida en 6U presencia» 
Esta dependencia del efecto de energía había sido ya observada (316) 

y fué corroborada además por los resultados de Ottolenghi y col (318) en U s a 
dos de reticulocitos: al agregar energía se duplicaba la velocidad de Inter
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cambio de 403» P con la fracción polisómica, También en Usado de retlculoci-
3

tos, pero con eubparticulas 40 S- H de hígado de rata (233) ae observó que su 
incorporación a polisomos ara dependiente de energía ( ATP + GTP + fosfoenol- 
piruvato + piruvato quinase )• El requerimiento de energía reflejaría por una 
parte la necesidad de funcionamiento del sistema (procesos de elongación de» 
pendientes de energía) para generar en el mRNA sitios de iniciación vacantes 
que permitan la unión de subpartículas ribosómicas a los polisones; asimismo 
indicarla el requerimiento de GTP1 y Mat-tRNAf para la formación de los comple
jos de iniciación.

A diferencia del comportamiento de las partículas subrlbosómlcas na
tivas, en idénticas condiciones los ribosomas SOS nativos no son capaces de 
incorporarse a polisomas en el sistema acelular con Usado enriquecido en po-
lisomas. La observación fuá realizada en el experimento de la Figura 5—B, en

32que los ribos ornas 80S- P permanecían precticamrante inalterados, pese al fun
cionamiento del sistema en la síntesis de proteínas. Estos resultados indican 
la incapacidad de los monómsros de actuar, en asas condiciones, como precui'- 
sores de la iniciación de la síntesis de proteínas. Los mismos experimentos 
señalaron también qua los ribosomas monómeros no se disociaran espontónsamen- 
te a subpartículas ni intercambiaron subunidades con la población da subpartí- 
culas netivas presentes en la preparación de polisomas no marcados.

Estos resultados coinciden con observaciones anteriores sobre la re
lativa pasividad de los monómeros comparados con las subpartículas nativas, 
en sistemas ccelulares con Usados crudos, (que contienen factores de inicia
ción), ya sea en activa síntesis proteica en estado de flujo estacionario (A» 
damson y col (242-c) ) o en el proceso de reiniciación (Bard (217) )» También 
concuerden con las indicaciones sobre la falta de equilibrio metabólico con 
polisomas o con subpartículas nativas, en células de mamífero en estado de 
flujo estacionario (225; 260; 223), o la falta de un rápido equilibrio de di
sociación-asociación entre los monómeros y subpartículas durante los aumentos 
de concentración de los primeros en células enteras (Figura 3—C).

En cambio, se plantea una aparente divergencia con el resultado del
experimento en células enteras (fcterks y col» (269); Figura 3 0 y E), en qús
los ribosomas 80S acumulados por bloqueo ds la iniciación, pueden reentrar en
polisomas durante el proceso de recuperación en el que predomina la iniciación.
Asimismo, recientemente Qttolenghi y col» (316) han observado que al incubar
un lisado de reticulocitos no fraccionado (semejante a nuestros Usados lil

32(fül»6) ) con la adición de ribosomas moríómeros 8GS- P nativos, pero sin agre
gado de energía, junto con una decrecida síntesis de proteínas, hay un lonto
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prccoso de utilización de los monómoros pera la formación de polisomas*
L* diferencia de comportamiento de loe ribosornes en la célula o en 

el sistema acelular cuando estén en flujo estacionarlo o cuando realizan pre- 
ferencialmente la ralnlclaclón» sugieren que hay ciertas condiciones que se 
dan en células enteras o en lisados no fraccionados» que permiten que a veces 
los monÓmeros actóen como precursores de unidades en polisomas pare la sfnt©- 
sis de proteínas.

Por otra parte» frente o la Incapacidad da los monómeros para ac
tuar en ciertos sistemas acelulares» la potencial actividad da los mismos en 
las células enteras» (o en lisados (318) )» plantea» entre otras posibilidades:» 
la de que ellos posean algón componente que, en los sistemas acelulares record— 
truídos con fracciones aisladas» esté incctivodc» o sea deficitario o directa
mente esté ausente» y cuya disponibilidad determinaría la capacidad de los ri- 
bosomas 8QS de entrar en los polisones¿

Los trabajos tís fv&IXer y Schtirsst (173 a y b) mostraron que, en un 
sistema acelular de reticulocitos con componentes purificados» podía obtener
se una prolongación de la síntesis do proteínas» a través de la continuado ra~ 
Iniciación de cadenas peptídiess» mediarte el agregado de un extracto ds ribo- 
somas totales en KC1 concentrado. Ese extracto restauraba la pérdida capacid-rd
do iniciación de esos sistemas y promovía la reactivación de preparaciones do 
ribo sorras agotados. Cohén (175 a y b ) completó astas observaciones mostrando 
que durante la acción del extracto ribosódico se producía la reformación de 
polisomas a expensas de los monómeros agotados.

Los resultados de los experimentos presentados en este trabajo, ba
sados en esos estudios de Mí 11er y Schtvoet» y Cohén» indican quo la moviliza
ción de los ribesomas monómeros en ©1 sistema acelular y su participación en 
la formación de polisomas y la iniciación do la síntesis peptídica, se lograr, 
a través de la disociación a partículas subribosómicas activas en la formación 
de complejos de iniciación. Lo disociación ocurre mediante la acción de un fac
tor (es) ,de disociación» en el extracto ribasómico, sobre los ribosomas monó-

-̂-1 ^meros libres» en presencia de ATP, en un medio iónico con Mg y K apto pera 
la síntesis paptídice, y en condiciones en que ésta tiene lugar.

Hallazgos en el sistema de reticulocitos relacionadosa los nuestros 
han sido asimismo comunicados por Lubsen y Davls (1875 222; 223) quienes en
contraron un factor de disociación en el extracto ribosómico y lo caracteri
zaron» Mizuño y Rsblnovitz (224) que con un factor similar al anterior han 
descrito muy recientemente la necesidad de energía para la reacción da diso
ciación , y » como ya se mencionara» Ottolenghi y col (318) que obtuvieron
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evidencias indirectas de le disociación de ribosomas monómeros. En levaduras 
(250)i en hígado de rata (251), en células de tumor oscítico (252) y en poro
tos (259) se han descrito también factores de disociación•

Caos resultados serán discutidos conjuntamente con loe nuestros en 
las secciones siguientes»

Nuestras conclusiones, expresadas más arriba, están apoyadas por 
las siguientes evidencias:
1) El extracto ribosómico utilizado on nuestra trabaje estimula la continuada 

síntesis de proteína en sistemas «celulares con componentes definidos; el
curso de la síntesis, que sin el extracto cesa a los 15-20 minutas9 es exten
dido más allá de los 60 minutos, con velocidad aumentada y constante, en pre
sencia del extracto. Esta llnearidesd de la incorporación podría corresponder
se con un aumento de la disponibilidad del o de los factores d© iniciación, 
especialmente los factores lábiles en Usados de reticulocitns, que ya han 
sido discutidos por otros autores (21?; 253? 32?) t en efecto, la estimulación 
depende de la cantidad de extracto agregada (Figura 9). La estimulación ha 
mostrado las siguientes propiedades: es inhibida por inhibidores específicos 
de la iniciación: NeF y ATA (Figura 10), lo cual confirma que la iniciación 
está involucrada en el efecto estimulante)¡ as inactivada por el calor (Figu
ra 13); también pierde esta actividad por tratamiento por diálisis o desala
do (R.2.4), lo cual podría atribuirse a la pérdida do una sustancia de bajo 
peso molecular, o a la destrucción de un factor macromoleecular. No sabemos 
si el agregado de los componentes que han dielizado permite la recuperación 
de la actividad. L© inactivación es llamativa, por cuanto a partir de ese 
mismo tipo de extracto se obtienen, por múltiples manipulaciones que implican 
repetidas diálisis, los factores de iniciación (i.5,2) que de por sí son ac
tivos en sistemas acelulares reconstituidos. Esto refuerza la sospecha de que 
la medida de la Iniciación en sistemas reconstituidos a partir de fraccio
nes con distintos tipos de factores de iniciación purificados, podría ©star 
reflejando modos de iniciación que no son los del sistema crudo ; esto fuá 
señalado por Danbrough y col. (236-238) el describir, en el sistema crudo, 
la formación de los complejos 4QS-Met-tRNA sin mRNA, que no se obtienen en 
sistemas con componentes purificados. Podría ocurrir que en los sistemas más 
purificados se produjese uno incapacidad para formar estos complejos y se hi
ciese así indispensable la presencia del mensajero.
2) Esa estimulación se ejerce sobre preparados de ribosomas diversos: no só

lo sobre poli somas (aún activos en ln elongación rio cadenas crecientes),
sino sobre ribosomas agotados o inactivos, como los monómeros libres.

14La estimulación ds la incorporación ds aminoácido- c se más svi-



90~

dente con aquellos ribosomas en que ss ha agotado previamente la actividad 
de síntesis| y en particular en los ribosomas 80$ aislados de preparaciones 
agotadas9 en los que la actividad depende totalmente del agregado del ex
tracto ribooómico (Figura 8).
3) En el sistema acelular con un Usado enriquecido sn polisemas, (que adornas
contienen factores de iniciación en cantidad limitante, enzimas, tfiNA, amino-
ácidos, energía, Mg y K ) la presencia del extracto ribosómico posibilite
que durante la síntesis de proteínas, los ribosomas monómerco libres, nati-

32vos, marcados con P, se incorporen a polisomas. Al mismo tiempo se disocian
32a subpartículas 403 y 6QS- P# Toniendo en cuenta la derrostrada capacidad de 

las subpartículas nativas de unirse a polisemas & iniciar la síntesis protei
ca, podría inferirse que esta utilización de los ribosomas ñOS pera inicia
ción de la traducción requiere este proceso previo de disociaciónv cuyos pro
ductos (403 y SOS) serían intermediarios en lo incorporación a polisemos, U- 
na conclusión análoga ha sido propuesta recientemente por Ottolenghi y col.
(318): an sus experimentos con Usado no fraccionado de rsticulocitos y ri-

32bosomas B0S- P, la incorporación de la radioactividad de óstos en poliso- 
mas permitía determinar el balance RNA 183-° P/ftNA 288- P en polisemas, que 
era selectivamente disminuido cuando se agregaba subpartículas 40S netivos
no marcadas; los autores interpretaron que éstas actuarían compitiendo con

32la incorporación de subunidades 4QS— P do los monómeros, pero no interferí—
32rían con la incorporación de las corropondisntos subunidedes SOS— Po Esto

se tomaba como demostración de que &  incorporación transcurría a través de
la disociación a subpartículas libres 40S y S0S-~ P (que an el experimento
no habían sido observadas). £n nuestros experimentor.¿i en ausencia da energía
la transferencia de radioactividad ©s mucho menor y as de destacar que no as
observa aumento de la fracción de subpertículas ribosómicas (más bien una

32disminución por incorporación en polisomas de las pocas subpartículas— p
contaminantes de 1© preparación da 6GS- F5; esto Estaba dn acuerdo con su

32comportamiento esperable, según los experimantos realizados con 40S+60S— P)*
Así, la existencia del requerimiento de energía para obtener la disociación 
de los monómeros ha sido sugerida por estos resultados, en una fase tempra
na del desarrollo de nuestro trabajo. Los experimantos posteriores, que se 
discutirán más adelante, han corroborado la validez de esta hipótesis,
4) El extracto ribosómico posee una actividad de disociación de ribosomas 

SOS a partículas 4QS y SOS, que se manifiesta en condiciones de sínte
sis de proteínas, y es aumentada por ATP« La reacción y el factor de diso
ciación serón discutidos más extensamente en una sección posterior,
5) las partículas subribosómicas 40S y 6CS producidas durante la disocia-



oión s« comportan como partículas nativas, establos, y sin tendencia a reeeo- 
ciarse espontáneamente en el mocíio con 2 a  2,5mM (fisiológico)#

Esta estabilidad distingue a estas subpartículas do las subunida-
des qua se obtienen como producto de la disociación de ribosonas libros y 
también tía polisoman, ya saa por disminución drástica dol nivel da Mg , o 
por aumento del K* (4-11). Las subunidades obtenidas por estos procedimientos 
vuelven o asociarse al recuperarse las condiciones iónicas normales, forman
do monómoros cuya dotación de componentes proteicos (y aún de RNA 5S) puede 
ser diferente s la de los monómeros libres nativos, o da los monómeros de 
terminación.
6) Las partículas 40S resultantes de la disociación son competentes para for
mar complejos de iniciación con Mot-tRNA, como los observados en células en
teras por Bord (217) y por Oambrough y col* (235-238). La observación de le 
formación de estos complejas a partir de la disociación de monómeros 80S ha 
sido objeto de una comunicación preliminar (329). Las propiedades utilizadas 
en el experimento de la Figura 6 para caracterizar dichos complejos han sido
semejantes a las que Bard empleó para observarloss co-sedlmentaban con partí-

3culos 40S; incorporaron selectivamente metionina- H en forma precipitadle
por ácido tricloroEcético en frío (y lábil en callante (217)}, en tanto que

* 14había quedado excluida de esta asociación la valina- C. Esto permite descar
tar que se trate de metionina Incorporada en un péptido, por corto que fuere, 
dada qua en le construcción de las cadenas da globina la primera unión peptf- 
dica ya involucre a un resto de velino contiguo al de metionina N-terminal.
El medio de reacción contenía los componentes para la formación de Met-tRNAf 
iniciador, como también GTP y presumiblemente los factores de iniciación, re
queridos para la unión do teat-tRNAj? a la partícula 40S (191). La presencia 
de ión fluoruro aseguraba que la reacción no avanzara más allá del estadio 
de complejo 40S-tóet-tRNA^-mRNA (217; 228-229). El tipo de preparación de ri- 
bosornes usada(que en el experimento de la Figura 8 tenía una considerable 
actividad de síntesis al ser estimulado por el extracto ribosómlco) permite 
suponer que había mñNAv disponible para formar esos complejos. Sin embargo 
no podemos descartar que los complejos observados hayan carecido de mRNA, 
como loa que han mostrado Dambrough y col. (235-238) y Scbreier y Staehelin 
(191); de todos modos, esos complejos son precursores de unidades de inicia
ción completas.

En la sección que sigue nos referiremos con más detenimiento a las 
características de la reacción y del factor de disociación.

La reacción y el factor do disociación:
Bi la disociación de ribosornas monómsros en partículas subribosó—
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micas por efacto do fsctor(es) disociant.afs) os parte de los procesos fi
siológicos generales cía la síntesis de proteínas, puedo predeciros que 
be ocurrir en un medio adecuado paro dicha síntesis*

Al estudiar más rintnlledamente las propiedades de eáta reacción 
de disociación, nuestro criterio do partida ha sido que las observaciones 
fueran renlizRdas en eses condiciones, ya discutidas anteriormente. Se uti
lizó paro ello un medio corícomnonontos típicos de un sistema acelular para 
la síntesis dn proteínas, con Mg 2 a 3mM, K TGroM, solución buffer pH 7,5, 
morcoptoetonol como protector de tiolos, y energía (ATP + GTP).

En presencia de todos estos componentes pudo observarse que la re
acción de disociación tiene las siguientes características!
1. - Participan en ella los ribosomas 603 libres y no las unidades rib^sómicnr

en polisomas (Figura 11: extracto ribosómlco crudo; Figura 19i ER-G25)• 
Ello señala que las subprartículos se originan en ribosomas inactivos, caren
tes de mRNA ni cadenas nocientes.
2 . - La reacción depende de lo temperatura; la pequeña disociación observada

a 0o aumenta marcadamente, hasta un óptimo de 37°; a 45° decrece nota
blemente. 25° es una temperatura adecuado paro la medida de la actividad di
sociante.
3. - Ln reacción requiere tiempo. La escala de tiempo en que, a 25®, ae obser

va el desarrollo ele la reacción es 6 a 20 minutos; es decir que es una 
reacción aparentemente lenta (Figuro 15),
4. - La reacción llega a un punto final en que se detiene. El límite de diso

ciación que se alcanza depende de la cantidad de factor agregado (Figuro 
17), expresado como relación EBtFlb. Por re—nesgado de extracto rlbosomico 
fresco y reincubación se observa un aumento dn la disociación. Estos hechos 
sugieren uno acción estoquiomótrica mas bien que catalítica del factor de 
disociación. Les característicos hasta aquí señaladas son coincidentos con 
las de otras reacciones dfí disociación descritas en distintos sisteman de 
euceriotes (187; 222; 223; 224; 250; 251; 252; 259).
5. - El factor de disociación es oxtráíble de ribosomas, termolnbil (se inac

tiva por calentamiento a 55® durante 10 minutos) y no dializable, lo 
cual sugiere que tiene uno naturaleza proteica. Ignoremos el número de com
ponentes involucrados en ese factor o factores. La asociación de algunos de 
los componentes del factor global a los ribosomas no es muy firme, dado que 
el extracto ribosómico extraído de ribosomas totales previamente lavados 
aún e muy baja fuerza iónica (K'g 2mM, K 70mW), ha perdido el 70$ de su 
actividad disociante (Tabla {£) . No hemos establecido si la actividad di
sociante estó prcferencialmente asociada a alguno de los tipos de partícu-
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los en los ribosomas totolos. Otros fnctor s do disociación preparados do 
diversos orígenes han sido extraídos de Iqb subportículns nativast 40S, y 
separadamente 60S (con característicos diferenciadas) en reticulocitos (Lub- 
son y Davis (223-b]); 40S, en hígado (Lawford y cal, (251)) j oubpartículac 
crudas ©n levadura (p£tre (250)). El factor disociante de bacterias (IF3) 
est&'asociado a subpartículas 30S (120-b), pero también se ha encontrado en 

î̂ orips, monómeros y en sobrenadante.
En tanto qura los tratamientos de d1 tr' i.s o do desalada inactivan 

f el fifBollo de estimulación de la iniciación de cadenas poptidic.esf no afectan 
* JL6 actividad disociante; por el contrario hay un aparente aumento de la mis
ma. Este aumento podría rafiojar la verdadero capacidad disociante dol fac
tor de disociación, quo en ed extracto crudo, estaría enmascarada. Ello po
dría s e r debido ©1 efecto da reutilización de las eubpartículaa liberadas, 
que, en presencia do los componentes dral extracto, diralizables o no ( posi
blemente RTF, ATP, aminoácidos, aminoocil-tRNAri. etc), desaparecerían par
cialmente en procesos de iniciación quo darían agregados más pesados ( mono- 
somas o polisorr.as) , Una segunda posibilidad © considerar es la existencia en 
el extracto ribosómico do un factor (es) de asociación c!ol tipo descrito cor 
Algranati y col. en sistemas bacterianos (5oQ~33l), Según lo observado por 
estos autores, esto factor involucra un componente mracromolcculrar incolubic 
en baja fuerza iónica, y otro de bajo posa molecular, dializrable; ambos pro
mueven la ressocifíción de subpartículas ribasánrdcaQ wderiv£draow (obtenidas 
a baja concentración de Mg o por lavado czn soluciones concentradas do KC1# 
El material insoluble en KCl 0,1M qua hemos observado ©n formafrepetida en lar, 
preparaciones de extracto ribosómico diaüzada (EfVd), s© asemeja por la for
ma da extracción y por su solubilidad en KCl concentrado, al factor do aso
ciación descrito en bacterias. La presencio de un factor asociante do tases 

características ran los extractas ribosómicos crudos podría explicar las dife
rencias observadas en los efectos disociantes de un mismo extracto cuando se 
lo ensaya crudo, o dializado (o desalado), L« actividad disociante siempre 
es mayor ©n el segundo caso.

La mayor eficiencia disociante del factor extraído de ribosomas 
totales con KC1 G,5M con respecto el obtenido con KCl 1M, también hace pensar 
en lapresencia, en éste ultima, de algún componente quo en conc^ntrnci :nss 
menores do KCl, sería monos extraído, y qun inhibiría a, o competiría con ©1 
efecto disociante; este componente serie del tipo quizás dol factor de aso— 
cinción descrito por Algrnnntl, o de los factores que agregaron ribosomas, 
obsorveaon en oucariotes por Lawforáy col. (2ol) y por pfttre (250). Loa pri
mo ros encontraron un factor de o gre-pación en el extracto de ribo somos livin-
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nos de hígado de rata, que eliminaron por tratamiento con calor (15 minutos 
a 40°). Algo semejante fuá observado por pStre en levadurast ase material e- 
re extraído principalmente de monómeros y precipitaba por diálisis*
6. - El grado de disociación está determinado por Ira concentración de Mg , Es—

te efecto se observó también en bacterias (64) y en otras eucnriotas (223; 
250-251), La disociación por el factor(es) se observa dentro de un rungo fi
siológico de concentraciones de Wg*1"* (2-3mM) opto porra la síntesis de globi- 
na en el sistema acelular de roticulocitos de conejo, a diferencia de los 
bajos niveles de Mg (0,15-0,30mM) requeridos paro la disociación por el
factor de Lubsen y Davis (223), Concentraciones de 5mM y más disminuyeron 
la disociación; no hornos establecido si el efecto es debido a una inhibición 
de la reoCciÓh de disociación , o a una agregación de las subpartículns re
sultantes,
7. - Lo3 inhibidores de la síntesis de proteínas: cicloheximidn, esparcomici-

na, puromicina, neldo rusídico y NoF, en concentraciones adecuadas orara
una franca inhibición, y pactamicina en concentraciones en qu© inhibe Ira i-
nicinción y la elongación (313, 321-322), no tiene efecto sobre la reacción
de disociación. Esto indica que Iflinterección del factor(os) de disociación
con los ribosomas 805 no involucra, por lo menos directamente, las areno o
componentes del ribosoma comprometidas en Iras reacciones de iniciación y dra
elongación inhibidas por estes sustancias.

En cambio, el ATA ejerce un efecto inhibitorio, que llega a hacer-
-4se total a concentración 1 x 10 M (Figura 18), Esta observación requirió 

proteger a los ribobomas SOS do los controles contra el efecto de ATA que 
relaja 3U conformación, y altero sus características de sedimentación; pora 
ello se agregó en los controles igual cantidad da extracto ribosómico, psró' 
inactivado por el calor.

Para obtener le^Lnhibición, se requería la presencia simultánea, en
—4la incubación, de los ribosomas, el extracto ribosómico y el ATA 10 M y no 

podio ser reemplazada por una preincubación de los dos últimos sólosj en es
te caso la incubación disminuía sólo en unc^medida correspondiente a la con
centración de ATA que resulta por dilución al agregar a la mezcla final de 
incubación, el extracto ribosómico pretratado con ATA,

Mizuño y Rabinovitz (224) observaron un efecto semejante de este 
inhibidor sobro ldjdisocloción de ribosomas 805 en un sistema constituido por
un Usado de reticulocitos; en esas condiciones la inhibición se obtenía con 

■40,25 x 10 U.
8. — La disociación de los ribosomas 80S promovida por el sólo agregado del

extracto ribosómico, aumenta an forma morcada en presencio de ATP.Mg,
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Esta efecto no es causado por secuestro de Mg •
Loe valores máximos de disociación se alcanzan con concentraciones 

de ATP.Mg entre 1 y 2 mM, ó a bajas concentraciones de ATP«Mg pero con el 
agregado de sistema generador de ATP (creatina fosfato + creatina quinaos)» 
Esto sugiere que la concentración efectiva de ATP requerida para el> procesa 
de disociación de loa ribosomas monómsros no es alta» pero que el sundnie-
tro es crítico» ya sea por su desaparición» debida a la presencia de enzimas

, _ avedegradativae como las ATPasas (324) o avíos productos de degradación del ATP 
sean inhibitorios»

La inefectividad de otros nucleósido-fosfatos ya referida (R»3.6) 
y en especial del GTP (que- en dgunos experimentos no presentados aquí pare
ció incluso comportarse como inhibitorio de la disociación)» evidenciaron 
que el efecto de energía sobre la disociación es exclusivamente atrlbuíble 
al ATP y sugieren que en el proceso de la disociación no están involucradas 
ninguna de las reacciones conocidas enlto síntesis de proteínas, en que inter
viene el GTP» Estas conclusiones están sostenidas también por loa resultados 
obtenidos con análogos de ATP (R»3»8)»

El requerimiento de ATP no es absoluto» Existe una disociación de 
magnitud variable» en ausencia del mismo, aún en extractos que han sido ¿la
nzados largamente. En estos casos es difícil atribuir el efecto a la presen
cia do pequeñas cantidades de ATP (nucleósido-fosfatos) remanentes en el ex
tracto» Esto podría sugerir la existencia de una heterogeneidad de la reacción 
en que parte denlos ribosomas (o quizás el factor (os) de disociación) pueden 
reaccionar en la disociación» en ausencia de ATP» mientras que» en presencia 
de éste» una porción adicional de ribosomas (o de factor de disociación) pue
de convertirse a una forma reactiva»

Experimentos preliminares de prelncubación de los ribosomas 805 ó 
del extracto rlbosómico con ATP, y posterior agregado del otro reactante no 
preincubado, relncubando en la mezcla de reacción completa (Tabla 17) su
gieren que la acción primaria del ATP se ejercería sobre los ribosomas, qui
zás haciéndolos más susceptibles a la acción del factor(es) de disociación*»

El efecto de labreincubación de ribosomas con ATP observado en es
te experimento indica que esos mismos ribosomas (que habían sido preparados 
por agotamiento de poliaomas en un sistema acelular completo, rico en ATP), 
al ser aislados y purificados por medio de gradientes y varias sedimentacio
nes, perderían el estado especial, proclive a la disociación, que lee había 
conferido le interacción con ATP»

Ese estado aparece entonces como relativamente lábil» Ignoramos 
si pora el mantenimiento del mismo se requiere la continuada presencia de
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ATP. Esto podría ser puesto a prueba mediante mátódoa rápidos da aialamien- 
to da loa ribosomas» después dal pretratamiento con ATP.

Otros investigadores que han estudiado la disociación de riboeo- 
mas monómeros tienen resultados que diferirían de los nuestros* para obser
var la incorporación de monómeros a polisomas en un Usado de reticulocltosf 
Ottolenghl y col* (318)9 encontraron que es necesario omitir el agregado de 
energías en este caso las reservas endógenas de energía alcanzarían sin em
bargo a llenar los requerimientos de la reacción de disociaciónya que tai*-» 
biórt alcanzan a sostener los retardados procesos de elongación que al incre
mentar en forma relativa la velocidad de iniciación aumentarían la disponibi
lidad del factor de disociación9 facilitando la disociación de los monómeros*

Por otro lado» Mizuño y Rabinovltz (224) encontraron* como nosotros* 
una necesidad de proveer energía a un Usado de retlculocitos para que el 
factor de disociación obtenido' por ellos llevase a cabo la disociación de 
los monómeros del Usado (en presencia da cicloheximida» que bloquea en for
ma indirecta.tanto la liberación de monómeros de terminación como la forma
ción de nuevas unidades en polisomes)* Estos autores atribuyeron al GTP este 
efecto» dado que un análogo del GTPf el QMPPCP» (en presencia de ATPV crea
tina fosfato y creatina quinase)» inhibía la reacción y esta inhibición era 
contrarrestada por un exceso da GTP. Loe autores no mencionaron haber ensa
yado en forma aislada los efectos del GTP o del ATP o de sus análogos*

La forma en que el ATP ejerce su efecto de estimulación9 parece in
cluir el clivaje de lejunión entre los fosfatos alfa y beta, tal como lo su
gieren los resultados obtenidos en estudios comparativos del efecto del ATP 
y de sus análogos AMPCPP y AMPPCP. En efecto» mientras el primero es prácti
camente inactivo» el segundo alcanza una marcada eficiencia en Iqfestimulación' 
de la disociación*

Tomando en cuenta este resultado y el de lqfprobable interacción i- 
nicial del ATP con los ribosomas» pero no con el faotor de disociación» poda
mos tratar de formular posibles modos de acción del ATP en le disociación*

En primer término» y estableciendo un paralelo entre nuestros re- 
sultado6 - disociación enMg 2 a  3mM» en presencia de ATP» y los de Lub- 
sen y Oavis - disociación en Mg** 0»15 a 0»3mM9 sin requerimiento de energía 
(187) - podemos señalar que el efecto del ATP podría interpretarse como una 
"facilitación” de la disociación en presencia de más altes concentraciones 
del catión* Se sabe que» en bajas concentraciones de éste» los ribosomas mo
nómeros tienen una cierta tendencia a*^isociarse espontánea y reversible
mente a subunidades (no nativas)» como lo mostro en bacterios Splrln (273)*
En esas condiciones» las proteínas "antiasociantes" del factor disociante

(u tomar une conformación máa laxe» y aún a)
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ds Lubsen y Oavis (223) (víase más adelante), podrían estabilizar y trans
formar en aubpartículae nativas, a las eubunldadea que apareoen por diso
ciación espontánea de los monómeros, en una reacción de desplazamiento del 
equilibrio como la postulada para la disociación en boctorlaa (126) 126)*
La "facilitación" a Mg fisiológico por el ATP, podría penoorso que consis
te en desplazar el equilibrio de disociación reversible de los monómeros 
(sin factor), o labilizarlos de modo que, aún en presencia del Wg** aumen
tado, se formen subunidades ( o quiáós estados conformacionales más reacti
vos )t que, con laintervención de las mismas proteínas antiasociantes darían 
las partículas subribosómicas nativas estabilizadas. Para desplazar ese e- 
quilibrio sería necesario energía libre, que en este? caso se podría obtener 
por una reacción acoplado en que participe el ATP.

En nuestro caso, al menos parte de esa reacción parece desarrollar
se en el mismo ribosoma, sin la intervención del factor disociante.

Entre los procesos con participación de ATP que puedan proporcio
nar energía libre a nuestro sistema, podamos considerar la simple hidróli
sis de ATP a ADP y fosfato inorgánico (ATPasa), y la fosforilación de pro
teínas. Ambas involucran la ruptura d© la unión pirofosfato entre los gruoas 
fosfato beta y gamma.

Con respecto al primer caso, se puede mencionar que una prepara
ción ds factor de iniciación de rcticujocítas ( 183)que se mostró impu
rificada con el factor disociante de Lubsen y Oavis (187), poseía, además da 
actividad de GTPasa, también acción de ATPasa, que requería la presencia da 
ribosomasj La coincidencia entre la conjunción de factor disociante + riboso
mas y acción ATPasica, es sugestiva.

La fosforilación de proteínas rihosómiccas catalizada por proteína 
quinases, ha sido descrita en muchos sistemas (332; 333;334; 335; 336; 337; 
340), entre ellos el de reticulocitos (263; 324; 332; 338; 339). La fosfori 
loción de proteínas específicas parece ser característica de las distintas 
partículas ribosómicos, si bien el recambio de grupos fosfato no está vin
culado ol reciclado rápido de los ribosomas entre polisemas y subpartículas 
(339). Kabat (263-b; 339) observó que, tanto en reticulocitos de conejo co
mo en sarcoma 180 de ratón, hay una proteína (Su), quo aparece fosforileda 
sólo en las subpartículas 40S nativas y que no está presente ni en polisomas 
ni tampoco en ribosomas 80S libres. Esta proteína es extreíble por lavado 
con alta fuerza iónica. Podría ocurrir que Isjdisocieción implique la unión 
do coa protoína a uno partícula recién formada, junto con su fosforilación 
por ATP (Kabat ha especulado sobre la posibilidad de que esa proteína fue
re un factor de iniciación).
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Es posible que en le disociación el ATP actúe pare fosforllar esta
proteína (componente probable del factor de disociación) pare la formación
de 405 reactivas! a partir de 80S.

Oe las reacciones anterioras, que involucran la unión pirofosfato
entre beta y gamma, ninguna podría sin embargo tener lugar si la reacción de
disociación se realiza con AMPPCP (que es activo)*

Otras dos formas de acción del ATP que llevan a la liberación de
un resto pirofosfato serien la activación tío aminoácidos y formación da los
aminoacil-tRNA, por una parte, y laformación de AMP-3* ,5*-cíclico (cAltp) (341)

Le primara reacción, en presencie de la enzima activante de metió- 
Metnina, tRNÂ . , y metionina libre, podría dar lugar o la formación de Mat- »

tRNAp. Si especulamos que on el sistema y eún en los rioosomes aisladas, oue- 
de haber trazas de estas sustancias que permitirían la síntesis Üel iniciador, 
el mismo podría actuar, en presencia de factores de iniciación (191) y GTP 
(contaminante) pera la constitución c!e corrplejos do iniciación 405-Wet-tRNA^. 
que estabilizarían a los partículas 4QS hipotéticamente?, nacientes e inesta
bles. Sin embargo en sistemas que por agotamiento han perdido la capacidad 
de formar estos complejos (217) las partículas 4QS nativas siguen estables.

Por ultimo, Información de cAtóP podría influir en la fosforila
ción de proteínas ribosómicasj en el sistema da reticulocitos (33Q), de cor
teza adenal (337) y en el de hígado (335-336), algunas de las fosforilacio
nes do ribosomas estén estimularías por cAfoP. No se han descrito hasta ahora 
modificaciones importantes do la actividad de síntesis de proteínas, en rati-
culocitos, por acción del cAMP. (Son das reacciones posibles con AMPPCP)

Da la discusión anterior no surge con claridad cuál podría ser un
rol posible del ATP en la reacción da disociación*

• é

Les hipótesis consideradas podrían orientar pare la realización do 
futuros estudios sobre este tema.

D.2 El ciclo ribosórrdeo y la reacción de disociación i
Descartando el modelo original de ciclo ribosómico (328-a) que 

postulaba que los ribosomas 60S liberados en la terminación reinlciaban la 
síntesis al unirse nuevamente al mRMA, se considera actualmente que, en eu- 
cariotas los ribosomas monómeros libres son probablemente partículas inacti
vas que no son intermediarios obligatorios directamente involucrados en el 
ciclo•

Las unidades activas en polisomas parecen liberarse en el proceso 
de terminación de le síntesis do proteínas como subpartículas separadas (254; 
253; 255; 272). Las 6ubpartículas 4QS y 6QS da terminación, •nacientes*, pue
den entonces unirse a proteínas quo, actuando como factores “antiosociantas*,



impedirían ay reasoolaclón y las estabilizarían (254). Para ello ae raqui#* 
ron dos Juegos de factoreó, específicos da las partíoulae 40$, o da las 60$ 
re a pee t iva manta (223-b) • Ya Be mencionó que una de las proteínas caracterle-» 
tioaa da la aubpartíoula 408 nativa (8u) estaría fosforilada (263-b) y no ae 
la encuentra en ribosomaa ni polisemas. Las partículas nativas así formadas, 
serían canalizadas de esta manera a un nuevo ciclo de síntesis. Este proceso 
estaría favorecido por la topología del sistema (262-a). Por el contrario, 
si no interactuaran con los factores "antiasoclantea", las subpartículas de 
terminación se recombinarían, en una reaoción lateral del ciclo polisómico, 
transformándose en monÓmeros y quedando entonces temporalmente excluidas del 
ciclo (254).

Loa ribo soma 3 manóme ros libres, no entran habltuelmenta a poliso*- 
mas, ni intercambian sus componentes con el reservorlo de subpartículas ri- 
bosómicas. Cuando decrece lainiciaclón so acumulan, pero se mantiene una can
tidad aproximadamente constante de subpartículas. Ese cambio en 3b distribu
ción de la población ribosómica es reversible. £1 mecanismo para ello debe 
involucrar la disociación de los monómsros libres en subpartículas ribosómi- 
CB8, que funcionarían entonces en la iniciación de cadenas peptídicas. Este 
mecanismo es señalado por el comportamiento de los ribosomas monómeros en 
los sistemas acelulare9 fraccionados; en estos, los monómeros sólo son in
corporados a pollsomas en presencia del extracto rlhosómico, que produce su 
disociación a subpartículas y promueve también la intervención da las mis
mas en la formación de unidades que inician la síntesis de globlna. Os acuer
do a lo dicho más arriba, el factor de disociación debería incluir a las pro
teínas "antlasoclantes” que estabilizan a las subpartículas 40S y 60S nativas.

Se puede intentar una descripción general del estado dinámico de 
todos estos componentes y de sus interacciones en base a lo ya expresado en 
la Introducción sobre el funcionamiento del ciclo polisómico y las reaccio
nes de iniciación, tanto en procariotes como en eucariotea.

Tomando como punto de partida la terminación de una cadena pepti- 
dica y la liberación de la correspondiente unidad ribosómica, en forma de 
partículas aubribosómicas de terminación, la proporción de estas que fluye 
ya sea hacia la formación de monómeros libres, o la de subpartículas nativas 
(estabilizadas), así como la cantidad de ástas últimas que se forman, depeiv» 
dería de la disponibilidad de los factores antiasociantes. Estos últimos pro
vendrían de los procesos de iniciación en que las subunidedea nativas (posee
doras de factores), los liberarían durante la formación de la unidad ribosó
mica activa en el polisoma (171). Una vez liberados los factores antlaso- 
ciantes podrían participar en una nueva vuelta de reacciones, primero esta-
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bilizando a subportículas nacientes en la terminación9 y luego siendo nue
vamente liberados cuando las partículas son reutilizades en lo iniciación*
Sa establece así la posibilidad de un funcionamiento cíclico de los fneto- 
res que sería paralelo al ciclo de lae subunldades rlbosómicns* Desde ese 
punto de vista los factores antiasociantes serian entonces factores de ini
ciación.

La cantidad total do factores por cólulo es limitada y sería mu
cho menor que la de los ribosomes totaless estaría dado por la suma de sub- 
partículos nativas más complejos de iniciación (que las posean); le canti
dad de factores libres sería muy pequeña.

Los cambios en la distribución relativa do las distintos partícu
las ribosómicas en lefpoblación celular total estarían determinadas por las 
frecuencias relativas de los procesos de iniciación y de terminación do ca
denas peptídicas. En una situación de flujo estacionario ambos frecuencias 
son igualesv con lo cual el ritmo con quo as hacen disponibles los factores 
antiasociantes iguala a la frecuencia de aparición do subparticulas de tex̂ - 
minaciórr, a las cuales se unen, y la formación de manómaras está impedida. 
Cuando los procesos da terminación excedan a loa de iniciación (el caso da 
reticulocitos tratados con fluorurof o en condicionas motabólicas adversan) 
hay un exceso en lo disponibilidad tío las subportículas do terminación sin la 
correpondiente contrapartida de los factores antiasociantes libres, y enton
ces, se forman monómeros inactivos, s expensas do la reducción de la población 
de polisomas. Por último, en situaciones en que la frecuencia de las inicia
ciones excede o la de los terminaciones [el ceso de células en recuperación, 
que tienen muy pocas unidades ribosómicas olongondo y terminando cadenas) la 
mayor disponibilidad relativa de factores sntiasaciantes libres es dirigida" 
hacia el proceso de disociación de los monómeros libres, cuya cantidad total 
disminuye generando subpartículas nativas, que son utilizadas en la reforma
ción de polieomas, los cuales así aumentan 0 exponsa® de los monómeros.

La reacción de disociación que nosotros hemos descrito reconstruye 
«in vitro* las propiedades del sistema de utilización de monómeros en célu
las enteras. A diferencia de otras reaccionas de disociación descritas on la 
literatura, este proceso requiere la participación de ATP. Nuestros resulta
dos nos llevan a proponer que esta reacción es una vía fisiológica que posi
bilita la participación da los monómeros fiOS libres en el proceso da síntesis 
de proteínas.
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1, - Hemos corroborado quay en el sistema acelular da reticulocitosy cons
tituido con polisomasy fracción soluble celular y otros componentes 
definidosy las subpartículas ribosómicas nativas se asocian a poliso
mas, en condiciones de síntesis de proteínas, en tanto que los monó- 
meros SOS permanecen inalterados•

2, - Constatamos que en células en que la iniciación de la síntesis de pro
teínas había sido inhibida con NaF, durante el período de su recupera
ción los monómeros son capaces de formar unidades activas en polisomas.

3, - Los monómeros 8GS libres son capaces de incorporarse a polisomas en
el sistema acelular referido en el punto 1 en presencia de energía, 
cuando al mismo se ha agregado un extracto de ribosomas totales obte
nido con KC1 concentrado. En esas condiciones, además de una estimula
ción en los procesos de iniciación de síntesis de proteínas, tiene lu
gar la disociación de los monómeros en partículas subribosómicas 403 
y 60S, Esas subpartículas se comportan como partículas nativas, esta
bles en el medio con ttg** 2 a 3 mM (fisiológico) y son capaces do rei
niciar la síntesis de proteínas a través de la formación de complejos 
de iniciación 403-Uet-tRNA.

4, - En el extracto ribosómico se puede poner de manifiesto un factor (es)
con actividad disociante de ribosomas monómeros, que se puede observar 
aisladamente, inactivando los procesos subsiguientes de iniciación y 
síntesis de proteínas mediante la diálisis o desalado por gel-filtra- 
ción del extracto ribosómico. Este factor (es) es termolóbil y no dia- 
lizable y se extrae de los ribosomas totales con relativa facilidad.

La reacción de disociación transcurre en un medio apto para la sín
tesis de proteínas; se realiza con ribosomas monómeros libres ( ya sea 
partículas nativas o ribosomas de terminación en el sistema acelular), 
pero no con partículas de polisomas; el desarrollo de la reacción re-i
quiere tiempo y temperatura cercanas a las fisiológicas (25° a 37°); 
el grado de disociación alcanzado depende de la cantidad de factor(es) 
de disociación agregado, en forma aparentemente estequiometrica y la 
reacción no tiene las características de un equilibrio, sino que pe— 
rece ser total. Concentraciones de Mg mayores que las fisiológicas, 
inhiben la disociación.

La disociabilidad de los ribosomas es muy considerable: se han al—
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canzado disociaciones de más del 50$ de le población inicial de xi- 
bosomas.

5, - La reacción no es sensible a la presencia de los siguientes inhibido
res de la síntesis de proteínas: cicloheximida, esparsomicina, ácido
fusídico, puromicina, pactemicina y NaF.

-4El ácido aurintricarboxílico 10 M inhibe totalmente la reacción 
en condiciones en que no está alterada la conformación de los riboso- 
mas moñómeros,

6, - Le reacción es considerablemente estimulada por la presencia de ATP.
Por encima de una capacidad de disociación basal del factor dializado 
o desalado, en presencia de ATP se han logrado disociaciones adicio
nales de hasta 40$, En este efecto el ATP no es reemplazable ni por 
el GTP', ni por UTP, CTP, AMP ni ADP.

El efecto máximo de disociación se obtiene con ATP 1 a 2 mM o bien 
Q,2 mM en presencia de creatina fosfato + creatina quinase,

7, - Experimentos de preincubación de los ribosomas con ATP indicaron que
al menos parte del efecto puede lograrse por una interacción inicial 
con los ribosomas. Por otra parte la acción parece requerir el diva— 
Je de la unión pirofosfato entre los restos de fosfato alfa y beta, 
como lo indica la inactividad del análogo de ATP, AMPCPP, y la efi
ciencia del AMPPCP•

8,- Estos hallazgos se discuten en relación con las propiedades de otras 
reacciones de disociación descritas en reticulocitos y en otros sis
temas de eucariotes. Se especula sobrB el rol del ATP en la reacción, 
que podría servir para hacerla posible aón en un medio con concentra
ciones de Mg** como la fisiológica (2 a 3 mM),

Se discute tambián el papel que puede jugar esta reacción de diso
ciación y formación de partículas subribosómicas nativas, en relación 
con el funcionamiento cíclico del aparato de síntesis de proteínas en 
les cólulas y se propone a la misma como una vía ds movilización de 
los ribosomas moñómeros libres, metabólicamente pasivos, para su uti
lización en esa síntesis y la formación de polisomas.
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TABLA 1

Unión de las partículas euLrlbosdmioaa nativas- P a polisomas. 
daranf la sintssls ds srotoinas an alatamas noslularaa

32

* '
Partículas Incremento de ^2P ($ del total)

32subribo sómi c a s- P en la fracoióm 80S - polisomas

1- 40S-32P 17 *

2- 60S-32P 19 $

32Las fracoiones ribosómicas- P indicadas: 
linea 1-, 40S-*̂ 2P (0,0308 ng, 1819 cpm) 
linea 2-, 60S-^2P (0,0307 mg, 1860 cpm)
fueron incubadas durante 15 minutos a 25s en un sistema acelular
com polisomas y sobrenadante (M*l8) suplenentado con hemina 0,025
mM, conteniendo en un volumen final de 0,0625 mi, 0,040 mi de ljL
sado 1:1 enriquecido en polisomas (M*6*3)* Como control en cada
experimento se hicieron incubaciones con la sola presencia de las

32subpartículas- P correspondientes, en el medio salino J. Termina 
das las incubaciones, se enfriaron las muestras y se depositaron, 
luego del agregado de igual volumen de solución E^, sobre gradien 
tes lineales de sacarosa 15-50$ en solución que se centrifuga 
ron durante 135 minutos a 40*000 rpm (rotor SW41-TÍ) a 2fi# Cada 
gradiente fué analizado a 254 na y se recogieron! fracciones de ta 
maños programados, que se recibieron sobre sendos 3 mi de solución 
E^* Las muestras se filtraron a través de membranas de nitrocelu
losa, en frío, lavando con solución EL,, y se determinó su radioac

32 ^ ~"tividad de P en un contador de flujo gaseoso*
32La radioactividad de P transferida a las regiones de 80S 

o más pesadas, expresada como $ de la radioactividad total en el 
gradiente, se calculó por diferencia de las distintas fracciones 
homólogas, en los respectivos pares da gradientes (experimental - 
- oontrol), como se muestra en la Figura 4*
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TURLA 2
32 32Incorporación de material P de partículas 803- P a polisomas por efeoto 

del extraoto ribosórcioo» Influencia de la energía.

*2Incubación 30S~ P 
en presencia de

\¿Variación de radioactividad P (JS 
del total, oon respeoto al control)

1. ER + energía
Subpartíoulas 60 S

0,6 -15,4
Poliaom&s

14,8
2. EB -1,5 0,1 1,4
3. energía

_______________________________ i

-5,2 1 , 1 4,1

So incubaron durante 10 minutos a 30°, 0*048 mg (27CO opm) de 
32partículas 80S- P en un volumen final do 0,125ml, en presencia de 

©*.’265 rag do polisomas purificados (M.8), Mg(CH-^C00)2 295mK, KCl 70:nMf 
Trio.HCl (pH 7»5) 26mM, 2-meroaptoctanol lómK, sRNA 0,072 mg/ol, frac
ción ensimática (SA40—70) 3 mg/ral, mésela do 20 aminoácidos 0t04mffl c/u 
y, donde se indica, con el agregado de extraoto ribosómico SIi-1 (en re— 
lación ER:Hb 805- P •* 5) y/o energía (ATP*&g IraM, CTP.ÍÍg 0?2ciM, creati
na fosfato 7|2o»M y creatina quinasa 0,04 uig/cl). En la incubación con
trol se omitió el agregado de ER y de energía, 3c terminó la incubación 
por enfriamiento y se depositaron las muestras sobre gradientes de saca
rosa 15-50$S en solución E^* Luego de centrifugar (rotor SW41-TÍ) durante 
135 minutos a 40*000 rpm, a 2°, socializó cada gradiente espootrof otozió—.. 
tricamente a 254nm y se reoogieron 25 fracciones que se recibieron sobre 
3 mi de soluoión Ex# Luego de filtrar a través de membranas de nitrooelu— 
losa,en frío, y lavar oon solución E^, se determinó la radioactividad rete
nida en las membranas en un oontador de flujo gaseoso (tt.22.3 y M.24).

Las reouperaoiones totales de radioactividad respecto de las co
locadas en cada gradiente fueron: oontrol, 76$; gradiente 1 , 74$$ gradien
te 2, 56$; gradiente 3, 66$.

32La transferencia de radioactividad de P, expresada como $ de la 
radioactividad total reouperada en el gradiente, se calculó por diferenoia 
de las distintas fraociones de los gradientes con respeoto al oontrol. Los 
valores negativos indican el origon de i material transferido.
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TAP,I,A 3

Efeoto del extracto riboBÓmico orudo sobre la inoorporaoiónt por riboeom&a 
803 nativos, de feni lalanina-^c en uniones pe pt i di o as, oon mensajero endó
geno o oon poli-U, en un sistoma aoelular oon oomponenteB solubles definidos

1
Inoubaoión9 60 minutos pmoles Phe-^C / rng de riboaomas

a 37» sin EU con ER

1. Ribosomaa 803 nati- 28 69
vos.

2. Ribos ornas 80S nati
vos + poli-U

___________
309 464

Las incubaciones (0*250 mi) ce hicieron on̂ l eistama ¿celular oon
riboaoraas 80S nativos (1 rag/ml) y oomponentea solubles definidos (H.19)*

14 .oon fenilalanina- C9 10 Ci/raol9 durante 60 minutos a 37o* En laa incuba
ciones en que se agregó el ER-1 crudo í̂ «13)» a® biso en reí'loión ERjRb -
1.7#

Cuando se midió la síntesis de polifanilalanina dirigida por poli— 
U (100 ̂ gr/ml) (línea 2)f la ooncentraolón de libre se modifioó de
2,5mJ& a 4»4mM«

Las mesólas de inoubaoión se prooesaron según la tóonioa para de—
14terminar la incorporación de aminoáoido- 0 a proteínas9 en el contador 

proporcional.
Los riboaomas 803 nativos fueron obtenidos por fraccionamiento de 

la poblaoión ribosómioa total de un Usado ls4 (M.8)f en gradiente de den
sidad preparativo.



TABLA 4

Inactivación del extraoto rlboaómioo por efeoto A» 
la temperatura» Perdida do la actividad disoplante

Inoubaoión
r

Disminución de 80S, del total 
(respeoto a 803 solos)

80S + ER-1 fresoo 18,6

803 + ER-1 oalentado 1,8

Una alfcuota de SR-1 orudo fuá oalentada a 60° durante 8 minutos, 
y enfriada rápidamente* Se midió el efecto disociante del ER-1 fresoo y 
del ER-1 calentado, por inoubaoión con 0,100mg de ribosomas SOSag^A (M*10 
2), en 0#0625«1 de medio salino acelulor (solución J), con ATP#Mg lmK y 
CJTP.Kg 0,2mM, durante 10 minutos a 25° (Relaoión ER:Rb - 1,7)*

So agregó igual volumen de soluoión y so analizaron las maes
tras por ultracentrifugaoión en gradientesanalíticos de saoaroaa I5-505I, 
durante I65 minutos a 40*000 rpm* (rotor SW41-TÍ)*

Be la integraoión gráfioa de los registros de A 254nm, obtenidos 
por análisis de los gradientes, se calculó el poroentaje del pioo de 80S 
en oada muestra*

Se tabularon las disminuciones de ese poroentaje oon respeoto al 
oontrol (80S incubados en igualeB condiciones, pero en ausencia del ex
traoto ribooómioo)*



TABLA 5
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Influenola de la fcaptr^turu de prelnoubación del extraoto rlboeómioe 
sobre su efecto Aisoolante de ribosomas 803 a 25°

Temperatura de preincubación Variación de 803, $ del total*
del extracto ribosómioo (respeoto a 80S solos)

- -16,4
25© -17,5
37® -12,2
45« - 6,8

Alíouotae de un extracto desalado ER-1-025, (M*15*2), fueron pre- 
incubadas durante 10 minutos a las temperaturas indicadas, e inmediata
mente enfriadas* Se incubó durante 10 minutos a 25o, 0f070 mg de riboso- 
mas 60S agotados (80Sag-B), en 0,0937 sil de me da o salino aoelular (Solu- 
oión J), oon A?P*&g ImíG (que suple las necesidades de energía; Tabla 12), 
en presenoia de los distintos ER-G25 (en relación ER|Rb ■ 6,9)*

be agregó en frío 0,070 mi de soluoión y Be depositaron 0,100 
mi de oada mezcla sobre gradientes de sacarosa 15-50$, en solución Ê J Se 
analizaron las muestras por centrifugación durante 215 minutos a 3ó*000 
rpm.

Se oalouló el pdSentajo del pico de 80S por integración gráfica de 
los registros de A2 4̂nm y se tabuló la disminución del mismo con respeoto 
al control (803 incubados en ausencia del extracte ribosómioo).



Separación de las actividades AibooIonio y do 
eotiroulaojón global de la síntesis de proteínas

TABLA 6

Extr&oto 
ribosómi00

1
Efeoto disooiantej Disminu
ción de 80S, % del total 
(respeoto a 80S solos)

11 uIncorporación de vallna- C 
a proteínas» (pinoles / mg 

de ribosomas

1#ER-1 orudo 2,0 185

2. ER-d 13,7 3
3. EE-025 25f6 4

£1 ER-i orudo fuá ensayado o ore o tal o bien tratado previamente por 
diálisis (ER-d) contra solución 1 (durante 2 horas) (Í5»15»l) o por pasaje 
a traveS' de una columna de Sephadex G25 (ER-025), equilibrada con la mis-» 
ma solución (M*15*2)
Columna Ix Se incubaron 9 durante 10 minutos a 25%  09100 mg de r ib osomas 
80S agotados (80Sag-B), en 090ó2$ mi de medio salino aoelular (solución J), 
con ATPtHg lmK y GTP*Mg G,2mfó, en presencia de los distintos ERt cuya rela
ción ER:Rb fuá det (1) 3f4i (2) 2,8 y (3) 3*4•

Se agregó igual volumen de solución y se analisaron las mués-» 
tras por ultracentrifugación en gradientes de sacarosa 15—5056, durante 16$ 
minutos a 40*000 rpm (rotor SW4l-Ti)*

Los resultados se expresaron como la disminución del porcentaje del 
pico de correspondiente a 80S, respecto del total, medido por plaai-»
metrísx, comparado con el del control (80S ag sin agregado del £R)«
Colima II: Se incubaron los ribos ornas 8oSag-B (concentración final 1 mg/nl) 
en presencia de los distintos extraotos ribosémioos, en un sistema aoelular
con componentes solubles definidos, para la síntesis de globina, oon valina- 14O* 10 Ci/mol, 0,05mX, en un volumen final de 0,2$0ml, durante 60 minutos 
a 37o* Las muestras se procesaron para medir la incorporaoión de aminoáci
do radioaotivo a proteínas» '

Las relaciones ERiRb fueron de; (1) 4,9; (2) 4t2 y (3) 4,1*
La incorporación basal de valina^-^C (8QS en el sistema aoelular 

completo, sin agregado del extraoto riboeómioo), fuá de 3 pioomoles/ mg do
ribosornas.



TABI.A 7

La ao ti vi dad disociante del extraoto ribosómioo* Condlpiones en quo so la
extrae de la poblaoión ribosómioa total

Ribosomas totales
lavados oonM „+Ng K

ER—025 
Extracción 
oon KCl

Disminución de 80S, $ dsl 
total (respeoto a 80S solos)

a* — — 0,5» 28,3
b. - 1,0K 23,9
o* 2mM 70mM 1,0M 8.3
d. 2bK 150nM 1,0K 9,2
«. IObK 250mM 1,0» 0

(a y b) Ribosomas totales (RM?-2)s aislados por sedimentación de un liSado 
de reticulooitoa y dieueltoe on soluoión £2*
(o. d y e) Ríbosomas totales lavados: So suspendieron los ribosomas totales
(RbT-2) en soluoión F oon sales cuyas concentraciones se indican en la ta
bla, se sedimentaron 90 minutos a 50*000 rpm (tubos de 2,5ml del rotor $0, 
Spinoo) y se resuspendieron en soluoión E2*

Los distintos ER-025 se obtuvieron por lavado de los distintos ri
bos omas totales oon KOI (a concentración final 0,5M ¿ lHf según se indica) 
y desalado oon Sephadex, y se inoubaron (ERsRb - 4) durante 10 minutos a 
23°, con0t070 mg de ribosomas 80S agotados (80Sag-B)9 en 0» 0937 «1 me
dio salino aoelular (soluoión J)t oon ATP*Mg JmM (que suple las neoesidades
de energía; ver R.3.6.3)

£1 iÓn K+ se agregó como KC1 ó oomo KCl ♦ ER*
Se agregó, en frío, 0,070 mi de solución y se sembraron muestras 

de 09100ml sobre gradientes lineales de sacarosa 15-50$*
Se analizaron las muestras por ultraosntrifugación durante 215 *i- 

nutos a 36*000 rpm (rotor SW41~Ti)*
Se oalouló el pcftsntaje del pico de 80S en oada muestra por inte

gración gráfica de los registros de A^dum* ^ 80 la disminuolÓn de
ese poroentaje oon respecto al control (ribosomas 80S inoubados en iguales 
oondioiones, pero en ausencia de extr&oto riboeÓmioo)*



T A B U  8

Rfeoto inhibitorio sobre la actividad disociante por 
cantidadoa alta» del extracto ribosómico dlalls&do

Relaoión ERsRb »
Disminución de 803, % del 
total (respecto a 80S solos)

2,86 27,9
5.72 54.2
11.44 30,$

* Se lnoübó 0,070 mg de ribo somas 803 agotados (809 ag-B)f 
0,0937 ni de medio salino aoelular, oon ATP*Mg lmM y 0TP*Hg 0,2mM, 
en presencia de cantidades orecientes de extracto ribosómioo di al ta
zado (ER-d), durante 10 minutos a 25®.

El ión K+ 6e agregó como ER -e- KCl*
3e agregó 0,070ml de solución y se depositaron muestras 

de 0,100ml sobre gradientes lineales de sacarosa I5-5O5L El análi
sis se realizó por centrifugación durante I65 minutos a 40*000 rpm*

La mezcla control contenía 0,070 mg de ribosomas 80Sag-B, 
en 0,0937 mi de medio salino acelular (solución J), sin energía, y 
se incubó en iguales condiciones*

Se oalouló el prooentaje del pioo de 80S por integración grá
fica de los registros de A0„, y se tabuló la disminución del mis—04nm
do oon respecto al oontrol.



T A B U  9

Efecto de inhibidores de la síntesis de proteínas oobre 
la aotividad disociante del extraoto ribosÓmico

InoubaoiÓn de 803 + SR 
en presencia de

Disminución de 80S, $ del 
total (respecto a 803 solos)

20
Cioloheximida ImH 20
Esparsomicina 0,lm& 21
Puromioina lmX 23
Aoido fusídio0 0,lmM 16
HaP 20mM 20

Se midió el ©fectoHisociaote del ER-G25 por ínoubaoiÓn con 0,070 
mg de ribosomas SOS agotados (80Sag-B) (Relación EfijRb - 6,2), en 0,0937 
mi de medio salino aoelular (soluoión J), oon ATP*Kg lmM, durante 10 mi- 
ñutos a 25»f sin agregados, o en presencia de I09 distintos inhibidores, 
en las oonoentraoiones indicadas en la tabla*

A las mezclas enfriadas se les agregó 0,070ml de soluoión S^9 y 
se depositaron muestras de 0,100 mi sobre gradientes de sacarosa 15~50jt, 
que se oentrifugaron durante 175 minutos a 40*000 rpm.

Se analizaron las muestras por registro de la Á0e>. y se oal- 
ouló el poroentaje del pioo de 803 de oada uno, por integraoión gráfica 
de los mismos*

Se tabuló la disminución del mismo oon respeoto al oontrol (80S 
inoübados sólos, en ausencia del extraoto ribosÓmioo).



TABLA 10
Kfeoto disociante del extracto riboaóroloo sobre ribos ornas 

monómeros obtenido» por distintos procedimientos

Experimento N° Relación
ERiRb

Disminución de 80S, jfc del 
total (respecto a 803 solos)

1) Con ER-d* •

a- Ribosornas 80S: nativos 5,2 26,6
b- Ribosomas 80S- F 5.6 27,2
0- Ribosomas 80Sag-B 5.4 25,0

2) Con ER-0251
0— Ribosornas 8CSag-B 4.0 24,8
d- Ribosomas 80S-R 4,3 23,3

Se inoubaron durante 10 minutos a 25o» 0,070mg de ribosomas, «a
Of0937ml de medio salino aoelular (solución J) en presencia dot
Experimento (1) ER-d (5 horas), ATP•Mg.lmM y GTP.Mg 0,2mM
Experimento (2) ER-025 y ATP.Mg ImM (este suple las necesidades de en or

gía (ver sección R. 3*6*1}
Se agregó 0V070 mi de soluoión E¿ fría. La siembra de las muestras 

en los gradientes, análisis de los mismos y la obtención de los porcenta- 
jes de los pioos de 80S, así como el cálculo de su variación oon respecto 
al control se realisó en forma semejante a la detallada en la Figura 16* 
a- Ribosomas 80S nativos: Obtenidos por fraccionamiento de la poblaoión ri- 
bosómioa total de un lisado 1:4, en gradientes preparativos de sacarosa* 
br Ribosomas 80S-F: Obtenidos por/lisis de oólulas enteras incubadas en 
presencia de líaF lOmM durante 90 minutos a 37°• 7 sedimentación de la po- 
blación ribosómioa*
o* Ribosomas 803 agotados* 8QSag-B; Obtenidos de polisomas purificados9 
incubados en el sistema aoelular con componentes solubles definidos, du
rante 90 minutos a 37°t y posterior aislamiento en gradientes preparati
vos de sacarosa*
d- Riboeornas 80S reasociados* 8OS-R1 Obtenidos de polisomas purificados, 
incubados exhaustivamente en el sistema aoelular con oomponentes solubles 
definidos ( 90 minutos a 37° )» disociados por tratamiento oon KC1 0,5 M 
(durante 15 minutos a 0°) y reasociados por dilución a KC1 60 oM (oon so

luoión £2# sin KC1). Se aislaron por sedimentación en el rotor 50* (Modi
ficación del método de Falvey y Stehelin (7))*



TABLA 11

Bfeoto del agregado Ae energía sobre Xa actividad. 
disooiante da distintos extraotos rlbosómioos

Tipo de ER Balaoldn
BBtSb

DisminuoiÓn de 80Sf %  del 
total^(^espeoto a solos)
sin energía i oca energía_____________ i___________

1 - ER-1, orudo 3,4 12,0 1
1 23,5

2 - ER-d, dialisado 5.7 14,5 1
1 56,5

3 - ER-G25, desalado ' 3,4 15,0 1
1 36,0

Se incubaron 0,070 rag de ribos ornas SOS agotados (80Sag-B), duran
te 10 minutos a 25°9 en presenoia de los distintos extraotos ribosómioqs 
(en las relaciones ERjRb indioadas en la tabla)f en un volumen de 0,0937 
mi de:

a) Medio salino aoelular (solución J)
b) Medio salino aoelular oon energía (ATP*Mg lmM y GTP*Mg 0f2mM) 
SI ión K* se agregó o orno KCl ó oomo ER -f KCl*
A las mesólas enfriadas se les agregó 09070ml de soluoión y se 

depositaron muestras de 09100ml sobre gradientes de sacarosa 15-50)1, que 
se analisaron por oentrifugación durante 16$ minutos a 40*000 rpm* Se ob
tuvieron los porcentajes de los pioos de 80S por integración gráfioa de
los registros de A_  ̂ y se tabuló la diferenoia de los mismos oon res—2p4um
peoto al oontrol (ribosornas 80S incubados oomo en (a)9 pero en ausenoia de 
extraoto ribosómioo)

Los ribosomas 80S incubados oomo en (b)f pero en ausenoia del ex
tracto ribosómioo, mostraron una disminuoiÓn de 1492£«
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Inflamóla de ATP y/o QTP cobre el efeoto 
disociante del sxtraoto ribssómioo

80$ + SB
Disminución de 803v % del total 

(respeoto a 803 + energía)
I. ER-d | II. ER-023 

1

1. --
2. + OTP.Mg 0,2mK
3. + ATP.Mg 1 «N
4. '«■ OTP.Mg 0,2«M + ATP.Mg laM

1
15 » 8 1
15 1 11
26 ! 24■ X
24 ¡ 26

Se incubaron 10 minutos a 09070mg de ribosomas 803 agotados
(803ag-»B)t on presencia do ER-d (ooluona I) Ó ER-025 (ooluana II) (tn rol»* 
oión ERsRb de 6f3 y 3*4 respectivamente)f en 0t0937 al de medio salino aoe- 
lular (soluoión J) solos, o con el agregado de nuoleósido¡-trifosfatos9 se
gún se espeoifioa*

Se agregó 09070ml de soluoión Ex a las mesólas de inoubaoión en
floradas # y se depositaron muestras de 0f100ml sobre gradientes de sacarosa

13-SÔ * Se oentrifugó durante I65 minutos a 40*000 rpm (rotor SW41-TÍ) 7
* *se analisaron los gradientes por registro de la A0a., •¿34nm

Se obtuvieron los poroentajes de 808 por planimetría y se tabula
ron la s  dife&oias respecto al control (ribosomas 803 inoubados o orno en la  

línea 49 en aedlo salino aoelular9 oon ATP.Ifg y GTP.JIgf pero en ausencia  

de extraoto ribosómioo
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Influencia A» loe nuoleoeido-trifoefatos sobro 
la aotividad disociante del extraoto ribosómioo

80S + 5B Disminución de 803, * del total 
(respeoto a 803 + £H)

+ ATP.Kg 1»M 8
♦ OTP»Mg lmN -2
♦ CTP.Kg lmN —2
+ OTP.Kg InM 1

Se incubaron durante 10 minutos a 25 a, 0,070 ng de ribosomas 803 
agotados (60Sag-B), en presencia de BR-G25 (en relsoión BBsRb - 6,4)» sn 
0,0937 mi de medio salino acelular (soluoión J) con oada uno de loe nuole- 
ósido-trifosfatos enumerados en la tabla»

A las mesólas de inoukaoión enfriadas, se les agregó 0,070 mi de 
solución £^ y se depositó 0,100 mi de oada mezcla sobre gradientes de sa
carosa l5-505tf que se centrifugaron durante 179 minutos a 40*000 rpm y se
analisaron por registro de la A_ , »294nm

£1 porcentaje dol pióo de 80S se oalouló por integración gráfioa 
Se tabularon las diferencias respeoto al oontrol (ribosomas 80S 

en presencia de extraoto ribosómioo), cuyo efeoto disooiante había. Sido 
23*.
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Efeoto do loe nuoloósido-fosfatoo do 
Adenosina sobre Xa ao i i vi dad disociante

dos + KB Disminución de 80df jt del total 
(respeoto a 80S ♦ Efi)

♦ ATP lmM
•

23
+ ADP lmK 0
+ AMP loM 0

0,070 mg de ribosomas 80S agotados (80Sag-B), se incubaron duran
te 10 minutos a 250 en presencia do EH-025 ( en *elaoión ERjfíb ■ 6,2), en 
0,0937 mi de medio salino acelular (solución j), oon los agregados espeoi- 
fioadoe en la tabla. El ATP fué acompañado por una cantidad equimolar de 
Mg(CH3COO)2| las cantidades del oatión agregadas oon ADP y oon AMP fueren 
oalouladas (342) de modo de no modificar la conoentraoión de Mg** libre, 
2mH*

El análisis de las muestras y el oáloulo de los poroentajes de 
80S en oada una de ellas se hizo según lo espeoifloado en la Tabla 13.
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Influencia da la concentración del jón Mg** sobre 
•1 efeoto disociante del extraoto ribos¿rajoo

SOS + ER, inoubadoe en un 
medio oon oonoentraoión 

final de Mg**
Disminución de 803, % del total 
(respecto a SOS a la cada con

centración de Kg )

1 mM 2 0 ,9
2 mM 21,0
3 12,5
9 mM 6,2

Se incubó durante 10 minutos a 25*, 0,070mg de ribosoa&s 80S age* 
tadoe (8QSagwB), en presencia de ER-G25 (en relación ER:Rb -  4)t •& 0,0937 
ni de medio salino acelular con ooncentraoiones variables de Mg(CH^COOjg 
(según se indica en la tabla), y ATP*Xg lmM* El ión K+ se agregó o ono MCI 
6 o orno KCl + ER*

Terminada la inoubación se agregó9 luego de enfriar las mesólas, 
0v070nl de soluoión de KC1 70mM, Tris.HCl (pH 7,5) 2mM y MgíCH^COOjg «a 
oonoentraoión igual que la de la muestra y se sembraron 0,100ml de oada to
na de las nuestras sobre gradientes de saoarosa 15-50^ en soluoión salina 
igual a la que se usó para diluir la muestra en oada caso*

Se centrifugó durante 215 minutos a 36*000 rpm y se analisaron las 
nuestras mediante el registro de Despuós de la planimetría de los
perfiles, se tabularon las variaoiones respecto dal control (80S incubados 
en oada uno de las ooncentraoiones de Xg(CH^C00)2 indioadas, pero en ausen
cia del extraoto ribosómioo.



TABLA 16

Aotivldad dlsoolaate del extracto ribosómioo» Bfeoto 
comparativo del ATP y sus análogos AMPCPP y AKPPCP

Disminución de 80St % del total
80S + ES (respeoto a 80S + ££)

+ AMPCPP lffiK i.l
+ AMPPCP laX l¿fl
♦ ATP lmK 13,5

0,070 mg do ribosoínas 803 agotados (SQSag-B) se incubaron duran* .. 
ta 10 minutos a 25«, en presencia de £R~d (en relación ERjRb « 4fl)f en 

Ot0937 al de medio salino aoelular (eoluoión J)v oon loa agregados aspa* 
oifioados en la table (oorno complejos de Mg**)«

£1 análisis de las muestras y el cálculo de los poroentajas da 

60S se biso según loto especificado en la Tabla 13«
£1 efaoto disociante por el extraoto ribosómioo sólo (ribosomas 

803 ♦ £R-d), fuá de
£1* BR—d fuá dializado durante 17 horasf oontra eoluoión I que oen* 

tenía Horit A (lmg/ml).
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Prsinoubaoión parola! de loa ribosornas 603 o bien dsl extraoto 
ribos¿atoo oon ATP* Su influenoia sobre la reaooión de disooiaolÓn

Preinoubaoión
f

Inoubaoión Conoentraoión 
final ATP

Pisminuoión 603, % del total 
(respeoto a 803 solos)

l. — SOS + £B
\

0,00 bX 21,2
2. — 803 + £R 0,33 b>N 33.4
3.KB + ATP InN + 80S 0,33 mM 34,6
4.803 + ATP lmM ♦ KR 0,33 nN 38,4
5* — 803 4- BR 1,00 mN 38,4

Se inoubaron durante 10 minutos a 25», 0,070 mg de ribosomas 808 
agotados (803&g-B), en presencia de ER.5-025 (releoión SRtRb - 6,7)» •» un 
volumen final de 0,0937 mi» oon medio salino acelular (eoluoión J), sólo o 
oon ATP.Xg, según se espeoifioa. £1 ATP.Xg se agregó directamente a la mes
óle de inoubación, o como ATP.Xg ya presente en la mesóla de preinoubaoión. 
Seta ee realisó durante 10 minutos a 25», en un volumen de 0,031 *1 , conte
niendo el medio salino acelular, ATP.Mg lmX y £Ku 803 según se indioa en 

la tabla. Una ves terminada, se enfrió y se agregó e l oomponente fá lte n te , 
oompletando el volumen a 0,0937 mi.

Terminada la incubaoión, se agregaron 0,070 mi de solución 1 y se 

analisaron 0,100 mi de oada mezola por oentrifugaoión en gradientes de sa
carosa 15-50%, durante 215 minutos a 36.000 rpm y leotura de la A •^54nm

£ 1  oáloulo da la  d lsooiaoión sa b iso  an la  fo raa aapaolfioada as 
la  ta b la  1 3 .
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FIGURA 1

Obtcnolifin da dletin'tos tipos da ribo3oaan monómeros 803
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FIGURA 1

OBTENCION DE DISTINTOS TIPOS DE RIBOSOMAS M0H0MER03 gQ3

RiboBomaa 80S nativos. Cuadro Ai, Obtenoión por fraccionamiento do riboso- 
mas totales* Una muestra de 2.0 mi conteniendo 600 unidades de de la
población ribosómioa total, fuó fraccionada en un gradiente preparativo (H* 
8, E.22.2 y M*22*3)* Se aislaron las fracciones correspondientes a 80S (zo
na sombreada)*
Cuadro A2: Análisis de la fracción ribosómioa aislada del gradiente prepa
rativo* Se analizó una muestra de 0,1 mi con 0*5 unidades a A0¿̂  9 por
centrifugación durante 175 minutos a 40.000 rpm a 2°f en gradiente de sa
carosa 15-50# (14.22.1; M.22.3)

Ribosomas 80S agotados. fíOSaĝ B* Cuadro B̂ : Obtenoión por fraccionamiento 
de polisomas purificados agotados* Se fraccionó en un gradiente preparati
vo una muestra de 3»0 ral que contenía 170 unidades de A..^ de ribosomas2 6 Orna
agotados a partir de polisomas purifioados, y se aisló la zona sombreada, 
que corresponde a la fraccbú 80S.
Cuadro B2* Análisis de la fracoión ribosómioa aislada del gradiente prepa
rativo* Se analizó una muestra de 0,1 mi conteniendo 0,5 unidades de A 
en iguales condioiones que en A2#

2 6 Orna

Ribosomas 80S-P* Cuadro C 2 Análisis de la fracción ribosómioa obtenida
por incubación de células enteras con KaP, según se detalla en M«ll« La
muestra de 0,1 mi contenía 0,5 unidades de A.¿_ *260nm
Ribosomas 80S-R* Cuadro D 3 Análisis de los ribosomas 80S reasooiados ob
tenidos según el método detallado en M*12# Se analizó una muestra de 0,lml, 
conteniendo 0,5 unidades de ^¿Onm en condiciones que en A2«

Abscisast posioión relativa en el gradiente (direcoión de sedimentación 
de derecha a izquierda)

Ordenadas! absorbanoia a 254um.
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F1CIJPA 2

Fracoion^nlfin t o do loa r  i bo a ornas livianos 32P
y a n í  l i r i a  de le^ di r. t in ta  3 fraccionen.
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PIGURA 2

Fraccionamiento do los ribosomas livianos 32P

y análisis do las distintas fracciones

32Cuadro I. Fraccionamiento de RbL- _ P s L$ preparación de ribosomas livia-
), en 1,0 mi de solución E0 (H*9), se depo-32nos- P (125 unidades dev ' 260nm‘

sitó sobre un gradiente preparativo da oaoarosa 15-45$ y se centrifugó 10 
horas a 25.000 rpnu El gradiente se analisó espeotrofotomótricamente a 
254nm y se fracoionó en frío, recibiéndose las zonas A, B, C y D, que co
rresponden respectivamente a las fracciones 40S, 40S+60S, 60S y 803*

^2Cuadros A, 3, C, D* Análisis de las fracciones ribosómioao-" P aisladas 1 
Las fraooiones- P A (40S), B (40S+60S), C (60S) y D (0OS) del ouadro I, 
sedimentadas y redisueltas (H*9)» fueron analizadas (0,3 a 0,5 unidades 
de >̂260nra en solución E p o r  oentrifugaoión en gradientes de
sacarosa 15-50$, durante I50 minutos a 40*000 rpm#
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FICfURA 3

ribosoroas 80S para la reformación de polioomaa 
en retioulooitos enteros cpe se recuperan de la inhibición de 

la BÍntoBio proteica por fluoruro de sodio*
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FICÜRA 3

Utilización de ribonomas 80S para l a  rt« formaoión de polisomas 
en re t io n lo o ito o  en teros que se recuperan de la  inhibición de 

la  s ín te s is  p ro to lo a  por f  1 noruro de sodio.

Cuadro A: Control* Los re t ie u lo o ito o  fueron  preinoubados en e l  medio para  

o é lu la 3  en te ras  (íí. 1 6 ) ,  durante 10 minutos a 37o* Cuadro B: Se continuó la  

incubación A durante 110  minutos más. Cuadro Cs lo s  r e t ic u lo c i to s  a is la d o s  

de la  preinoubación A so lavaron  o incubaron ©n medio para o é lu la e  e n te ra s ,  

f r e s c o ,  en p resen cia  de HaF lOmM durante 60 m inutos. Cuadro D, H oticu loc i— 

to s  a is la d o s  de la  incubación C, se lavaron  5 veoes con so lu c ión  para  

e lim in a r e l  ión f lu o ru ro  y se reincnbaron en medio para c é lu la s  e n te ra s , 

f r e s c o ,  s in  HaF, durante 5 m inutos. Cuadro Et Como D, reincubados s in  KaF, 

pero durante 60 m inutes,

I) Actividad de s ín te s is  de p roteínas. Se tomaron a lícu o tas de 1 mi de ca-

da m eada de incubación, se cen trifu g aoon  y  lavaron  (M,5) la s  c é lu la s

( 0 , 25ml) y se reincubaren a 37° ©n medio para c é lu la s  e n te ra s  f re s c o ,  con

v a l i n a - ^ c  0 f lm!í, 5 Ci/mol, s in  agregados ( o ) o en p resen c ia  do líaF

lOmM ( O—= o ) , según se e s p e c if ic a .  Se tomaron a lo s  5t XO y  15 m inutos,

m uestras correspondientes a 0 ,010m l de r e t io u lo o i to s ,  que fueron procesadas

(K .2 2 .1 )  para medir (en e l  contador p ro p o rc io n a l) la  in corp oración  de v a l i -  
14n a- C a p ro te ín a s . Las in corp oraciones obtenidas están  rep resen tadas en

los gráficos arriba a la izquierda do oada cuadro, (Abscisas, tiempo de in-
14oubaoión, en minutos; ordenadas, in corporación  de v a lin a  c sn p ro te ín a s ,  

nanomoles/ral c é lu la s ) .

II) Análisis de las poblaciones riboaómicas; Las células oontonidae en 0 ,5  

mi do mezola de inoubación fueron lavadas con soluoión y se preparó un 
Usado 1*4 (M.6,4), en presenoia de oioloheximida 0 ,lmM. Alícuotas de oa
da liando, conteniendo 20 unidades d» Allr. en 1 mi de soluoión E-,, fueron415um i
analizadas eu gradientes de saoarosa 15-50$ en solución E¿t por centrifugá

isción a 40,000 rpm. Los perfiles correspondientes se muestran en los cuadros 
A a E (Abscisas, posición relativa en el gradiente - dirección de sedimen
tación de dorcoha a izquierda; ordenadas, absorbanoia a 254nm, 

durante I50 minutos.
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Onlftn da las partíoulaa »ubribos¿micae 4QS y 603-^ P 
¿-E2Ü somas, en el sistema aoeltilar completo oon 

oomponontos solubles definidos

F1CORA 4



FIGURA 4

Unión de lar, p a r t íc u la s  subribonómicaa 40S y  60S- P 

a poliaornaB, en e l  Bistoma a c o lu la r  completo con 

Componentes so lu b le s  d e fin id o s

32

32
0 t055 rag (6*000 cpra) de p a r t íc u la s  40S+60S- Pf p u r if ic a d a s 9 se inoubaron  

durante 15 minutos a 30° en una mezcla (volumen f i n a l  0f125ml) contenien

do* fe(CH3C00)2 2 1 KCl YOcsM* Tris.H Cl ( pH 7*5) 26nirif 2—m ercaptoctanol 

l6mM* tRNA 0*072 mg/ml* fra c c ió n  ©nzimática SA40-70, 3 cag/ml y  mezola 0-  

quim olar do 20 aminoácidos 0 t 04&M c/u. (A) en p resen cia  de en erg ía  (ATP.J'g 

lmM* GTP.Kg 0 924mKf c re a tin a  fo s fa to  7f2mH y  c re a tin a  quinasa 0 f 04 mg/ml). 

(E) en p resen cia  de 0*26mg de polisom as p u rific a d o s  no marcados (M .8)f y 

de e n o rg ía , (c) en p resen cia  d© 0*26 mg de polisom as p u rific a d o s  no mar

cados* pero s in  e n e rg ía . Luego de la  incubación se e n fr ia ro n  la s  m uestras 

y se d ep ositaron  0 * ll5m l sobre g rad ien tes l in e a le s  de sacarosa  15 ~5C$ ©n 

so lu c ión  E l, que se c en trifu g a ro n  en e l  ro to r  SW41-TÍ durante 135 minutos 

a 4 0 .0 0 0  rpm* a 2®

Cada grad ien te fuá  an a lizad o  espectrcfotornétrioam ente a 254nm y  

se recog ieron  25 fra c c io n e s  de tamaños programados* que se re o ib ie ro n  00 

bre sendos 3 mi de so lución  E-̂  f r í a .  Las m uestras se f i l t r a r o n  a  tra v ó s  de

membranas de n itro c e lu lo sa *  en f r ío *  laván d o las  luego con so luoión  E^; la
32ra d io a c tiv id a d  de P de lo s  ribosom as adsorbidos en la 3  membranas se de

term inó en un contador de f l u j o  gaseoso.

Recuperación de la  ra d io a c tiv id a d  en e l  g rad ien te  1 :  65*7^1 en ©1 g rad ien

te  2 : 8394$? «n e l  g rad ien te  3* 82*5$ .
32

( -------- ) A 254nm 5 ( o- ■ ■ o) R ad ioactiv id ad  de P de la s  fra c c io n e s  r ib o

sómioas* expresada como poroonta je  del t o t a l  de cpm en lo s  g ra d ie n te s .

G rá fico s d i fe r e n c ia le s * (B-A; C-A y  C-B)* en base a la s  d ife re n c ia s  d e l
32p o rcen ta je  de ra d io a c tiv id a d  de P de la s  d is t in ta s  fra c c io n e s  homólogas*

en lo s  re sp e c tiv o s  pares de g rad ien tes  ( expresada siempre oomo poroenta—
32 .je  d e l t o t a l  de opu de P)
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FIGURA 5

Unión de ribosomas 803 - 32P n a tiv o s  a polisom as

E fecto do l e x tra o to  ribcaórnico
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FIGÜRA 5 

32Unión do ribooomas POS- P nativos a polioornaa 

Efecto del extracto ribosóraico

32
0 t063 mg de ribosomas 80S- P nativos (1296 cpas) purificados (lí*9 ), S8 in
cubaron durante 10 minutos a 25o, en un volumen final de 0 ,062  ̂mi en :

(A) medio salino aoelular (Soluoión J)t solos (Control); (B) en medio sali
no acelular, en presencia de 0 ,040ml de lioado lsl onriqueoido en polisemas
(K*6*3), energía (ATP.1%  lmM y GTP*!4g 0 f2miS) y hemina 0 f025mJ4; (c) como en

32(B) , con el agregado de 0,004 mi de ER-1 (íl*15)* Relación ERsRb 803- F - 
3,4 (M.15,3)
Luego de la  incubaoión se e n fr ia ro n  la 3  m ezclas, so agregó ig u a l volumen 

de so lu c ión  E  ̂ y  se d epositaron  sobro g ra d ien tes  l in e a le s  de sacarosa  15 -  

50$ en so lución  K *̂ Después de c e n tr ifu g a r  durante 135 minutos a 40*000 rpm 

se le yó  A en e l  re g is t ra d o r  ISCO y se fra cc io n a ro n  25 m uestras de t a -

maños programados por g rad ien te*  Las fra c c io n e s  se re o ib ie ro n  sobre 3 mi 

de so lu c ión  E  ̂ f r í a  y se f i l t r a r o n  por membranas de n it ro c e lu lo s a ,  que - f i e -  

ron lavadas oon so luoión  E^j se determ inó la  ra d io a c tiv id a d  re te n id a  en la s  

membranas en un contador de f lu jo  gaseoso (M.2 4 ) .

(
32) t ( o™— o ) Radioactividad P de las fracoiones, expre-' 254*1® ' 7

sada oomo $ ¿ol total de opm en los gradientes*
Gráficos diferenciales (B-A) y (C-A) t muestran los cambios de distribu-

32ción de la radioactividad de P oon respecto al control*
Recuperación de la  radioactividad colocada en cada gradientes (A) 46 ,

(B) 90# y (C) 56,3*.
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5*3: GURA 6

Unión de metionina-^H a partÁ c u las frghribonónicaa 4QSt obtenidas 

por aooi6n d el extracto riboMÓmioo sobre ribosonaa wonóneros 803
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PIGURA. 6

Unión do netionina-̂ TT a partículas subribosómicao 4031 obtenidas 
por acción del extracto ribosómico pobre ribosomas monómeros 80S

Se incubaron durante 10 minutos a 25®, 2f5 unidades de A r de riboso- 
mas monómeros agotados (80Sag-B) (M*10#3)t en 0,25Gml de masóla de incu
bación que contenía: KgÍGH^COO^ 2raM, KOI 70mM, Tris,HCl (pll 7»5) 36g»K, 
2-mercaptoetanol 16mM, ATP*Kg lmM, GTP.Mg 0,2m!4, sKNA 12 raiorogramo3/n!, 
fracción enzimática A340-70 0,5 mg/ml, mezcla equimolar de L-aoinoácidos 
(sin metionina ni valina) 0,Q4mM, L-metionina-̂ II (2000 Ci/mol) 0,025^M y

i áL-valina— (50 Ci/mol) 0,Q25mM: (A) sin agregados; (B) en presencia d© 
0,029ml de ER-*5 (11*15) ®n relación ER:Rb ■ 6 y de NaF 20mM*
Las mezclas enfriadas se diluyeron oon 0,75^1 de solución Ê , se deposita
ron sobre gradientes de sacarosa 15-50̂  en solución y se analizaron 
por centrifugación durante 14 horas a 26*500 rpra, en el rotor SW41-TÍ 
Las muestras (de 12 segundos cada una) se reoogieron y procesaron en la 
forma descrita en Métodos (M.23.2) para la determinación simultánea do la 
incorporación de aminoácidos radioactivos -^H y — a proteínas más ami— 
noaoil-tRlíA unido a ribosomas*
La incorporación de motionina-^H y valina-^C fuó de 2,8 y 7,8 pmoles res
pectivamente en (A) y 4 y 10 picomoles en (B)*

(     ) A 254nm; ( —*0 ) Radioactividad de metionina-^H, en muestras
precipitadas oon ácido trioloroaoótico en frío; ( 0— 0 ) Radioactividad 

14de valina- C en las miomas muestras*
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yiGURA T 

14Coreo de l a  inoorporación de v a l l n a -  C a p ro te ín a s  en e l  s is tem a a c e l u l a r  

con oomponentoa s o lu b le s  d e f in id o s  y r iboooaas t o t a lo o  a co ta d o s» 

Estimulación por l a  p resen c ia  d e l  e x t r a o t o  r ibosómico crudo
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FIOTJRA 7 

14Curso de la incorporación de valina- C a proteínas en al sistema acelular 
pon componentes solubles definidos y ribosomaa totales acotados. 
Estimulación por la presencia dol extracto ribosómico crudo

190 mg do ribosomaa totales agotados (R'oT-ag) (M.10#l)f fueron incubados 
a 37° ©n 1 ral de sistema acelular completo oon componentes eolublos dofini- 
doa (M.19)t oon valina-^C (40 Ci/mol) 09Q5mM, (o) sin agregados9 o ( )
en presencia del ER-1 crudo (M.15) (en relación ER:Hb ■ 2f7): ©n este álti- 
mo casof se omitía en la mezola de salesf KCl en cantidad equivalente a la 
que contribuía el extracto ribosómico.
Se extrajeron a distintos tiempos alícuotas de 0912^ml9 que se procesaron

14 , %para determinar la incorporación de aminoácido- C a proteínas (K.23.1)
Abscisast tiempos de inoubaoión9 en minutos.

14Ordenadas: incorporación de val i na- C en proteínas v picomoles/ mg de ri- 
bosomas.
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FIGURA 8

Rd8puesta de diferontoa tipoo de preparaciones de ribooomaa 
a la cstirculacifoi por al extracto riboafondoo crudo de la 

in eorooracidn de yalina-^C en proteínas

Estimulación 

Tipo de ribosomas

1,5 4,7 3,9 6,7 135

1 2 3 4 5
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FIGURA 8

Respuesta de diferentes tipoB do preparaciones de ribosomas 
a la estimulación por el extracto ribonómioo crudo de la 

incorporación de valina-^C en proteínas

Se hicieron incubaciones en un cisterna acelular con componentes solubles 
definidoBy en un volumen do 0f250ral, durante 60 minutos a 37°t oon valí-i ¿na-.'Xy 10 Ci/mol en ausencia ( \--y) o en presencia ( tzzzzj) de ER-1 cru
do (0#0l75ml)* Las distintas preparaciones ribosómicas se agregaron en
concentración final de 1 mg/ml. Las mesólas de incubación se procesaron

, , 14según la tecnioa para determinar la incorporación de aminoácido- C a
proteínas, en el oontador proporcional (K*23*l)* La estimulación se cois-
puta como la relación entre las incorporaciones oon y sin extracto ribo-
sómico.
1*— Ribosomas totales-1. RbT-lt Se obtuvieron a partir de un lisado 1*1 
en sales, por centrifugación durante 90 minutos a 50*000 rpm (H*7*1)
2.- Polisomaa purificados* fueron obtenidos por aislamiento en gradientes 
preparativos de sacarosa 15-45$ (11*8); se re sedimentaron 10 minutos a 
50*000 rpm para disminuir la cantidad de 80S presentes.
3*- Ribosomag totales agotados. RbT-agt Se obtuvieron a partir de les ri
bos ornas totales (RbT-1), que fueron preincubados 90 minutos a 37° en un 
sistema acelular completo y sedimentados 120 minutos a 50*000 rpm (M*10.1)*
4*- Ribosomas 8QS agotados A. 80Sa¿>-A* Fueron obtenidos a partir de los 
RbT-ag (3) por fraccionamiento en un gradiente preparativo (H.10*2).
5*- Ribosomas 80S agotados B. 805ag-B* Se obtuvieron a partir de los poli
semas purificados (2) por incubaoión durante 90 minutos a 37° en un siste
ma acelular oon componentes definidos y posterior aislamiento de los ribo- 
somas 80S produoidoe, en un gradiente preparativo (H*10*3)
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Efecto do oantidartes crecientes dol extraoto ribonóniioo orado sobre la 
oapaoidad de incorporar valina-^c en proteínas, en un siBtona aoelular 

con ribosomas 80S acotados y componentes solubles definidos

FIGURA 9

E R : Rb

So incubaron Of125 ó 0,2^0 mg do ribosomaa 803 agotados (80Sag-B9 M*10*3)t en 
presencia de distintas cantidades de ER-1 crudo, en el sistema aoelular con 
compon entos solubles definidos, oon valina-^C, 10 Ci/mol9 en un volumen fi
nal de Qf250alf durante 60 minutos a 37o* Se tomó en cuéntala contribución de 
KCl en el eztraoto ribosómico agregado*
Las mesólas de inoubación se procesaron segtin la tóenioa para determinar la

14incorporación de aminoácido— C a proteínas, en el contados proporcional 
La inoorporaoión de valina-^C basal (ribosomas 80Sag-B en el Bistema coznple- 
to, sin agregado de ER) fuó de 3 pmoles/mg de ribosomas*
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Efecto de inhibidores específico» de la inioiaoión sobre la estimulación de 
la incorporación de valina**^C on proteínas por ribosomas 80S agotados c:*

presencia del extracto ribosómico orudo

PIGITRA 10

Se incubaron 0,1 mg de ribosomas 80S agotados (80Sag-Bf H#10#3) en presencia 
de ER-#5 crudo (extraído de RbT con KCl 015Ti; H.15) y de KaP 20mH ( A  )9 o 
de las cantidades indicadas de ATA ( vi> )9 agregados desde tiempo cero9 en 
09200ral de un sistema acelular oon componentes solubles definidos9 oon va- 
lina—^ C f 50 Ci/xaol| durante 60 minutos a 37o* (Relación ER:Rb - 4)*

- 14Las muestras fueron prooesadas para medir 1.a inoorporaoión de aminoácido- C 
a proteínas (M«23*l)*
La incorporación basal (80S sin agregado de extracto ribosómioo ni inhibidor) 
que fuá de 24 pmoles valina-^c/mg de ribooomas9 se indica ( O )•
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>’l OTRA 11

Actividad diseoiKite del extracto riboBÓmico crudo

Se incubó 0t040ml de Usado 1:1 en sales (M«6*2) durante 10 minutos a 25° en 
un volumen final de 0f0625ml de medio salino acelular (Soluoión j) oon ATP#Hg
IraM y GTP*Mg Of2mlí9 en presencia de NaF lOrnM y oiclohozimida 0#5®Mf sólo (--)
o oonel agregado de extracto ribosóraico ( ——  ) (0f009ml ER-1).
Se agregó luego (en frío) igual volumen de solución y se analizaron las 
muestras en gradientes lineales de sacarosa 15-50$ centrifugados durante 150 
minutes a 40*000 rpmt por registro de la A254*1®»
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PICITHA 12

Ensayo de divotsar preparaciones Ao ribosomas 80S 
oomo r-mit ratos para la reacción do diccoiaci6n

— ■ ■  ■ w w i r í . i i P t r w t u — m m m m r  r B i 
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FICURA. 12
mmmmmmmtmmmmammrnam

Ensayo de diversas preparaciones de ribosomas 803 
pomo sustratos para la reacción de disociación

Las incubaciones do las preparaciones (en las cantidades indicadas) se reali
saron en un volumen final de 0,0625ml de medio salino acelular (Solución J),
oon ATP• Hg lmM y GTP.Mg 0,2mH, sin agregados (---) o en presencia de 0,004^1
de ER-1 (— — ) (on este caso se omitía en la mezcla de sales KCl en cantidad 
equivalente a la que contenía el extracto ribosómico agregado, 1H)* Donde se 
espeoifica se agregó N&F 10mM*
Las preparaciones utilizadas fueron:
A*- Lisado 1:1, F* (0y040ral) Obtenido por lisie de reticulocitos preincubados 
oon NaF 10 raJ4 en el medio para células enteras (34*16), durante 60 minutos a 
37o*
B. - Lieado 1:1 en sales, agotado* (0y040ml) Obtenido por preincubación duran
te 60 minutos a 37° en el sistema acelular para Usado en o fraccionados (SU 17 )♦
C. - Ribosornas 8QSag-B* (0y010mg) Obtenidos por incubación de polisomas puri
ficados, durante 90 minutos a 37°» en ©1 sistema acelular oon componentes so
lubles definidos y aislamiento en gradiente de densidad preparativo*

*\

Luego de incubar durante 10 minutos a 250, se agregó, en frío, igual volumen 
de solución Ê  y se sembró sobre gradientes lineales de sacarosa.
Se centrifugó I65 minutos a 40*000 rpm y se analizó los gradientes de 254*110*
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PICUBA 13

Inaotivaoion del extracto ribosónico por efeoto de la temperatura» Perdida 
do la eatlaulacifin da la incorporación de ▼allna-^C en proteínas

Sa lnoubaron 4 37• ribosoaas 80o agotados (80Sag-A| caaosntraoion final lf45
ng/nl) *n «1 siateaa aoslular oon oooponsntsa solublso definidos, ooa ralina-
14C (3 Ci/mol), 0,05aN, sin agregados (o-- o) v en preoenoia de ER-1 fresoo
(o— o) (b'RiRb-1,8), o en presenoia de ER-l preinoubado 8 minutos a 60* (a-- ¿)
(KRlRb-1,7)* A distintos tisapos ss sítrajeron alícuotas ds 0,125al, qus ss

14proossaron para determinar la inoorporaeidn ds aminoácido- C a proteínas.
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niooolacifin de ribosom as 605 por efecto de loe extractos 
riboaéalcoa crudo y desalado en Sephadex-G25

FIOTJRA 14
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FIGÜBA 14

Disociación de ribosonas 80S por efecto de loa extractos

ribosómicos crudo y desalado en Sephadex-G25

iSo inoubaron 0,100 mg de riboscmas 80S agotados (8QSag-B) 
en 0,0625 mi de medio salino acelular (solución J), oon 
ATP.Mg 1qI4 y GTP.Hg 0,2mMf durante 10 minutos a 25®f (A) sin 
agregados; (b) con ER-1 crudo (ERsRb ® lf7) y (C) oon ER-G25 
(ER:Rb - 6,5).

Se agregó igual volumen de soluoión Ê  y  se analizaron las
muestras por ultracentrifugaoión en gradientes do sacarosa
15-50̂  durante I65 minutos a 40.000 rpm (roto? SW41-T1) y leo-
tura de la A0e.. •254na

En el gráfico A se muestra el perfil del ER-1 crudo, sólo 
( — ).



FIGURA 15

Curso en ol tiempo de la disociación de ribosomas 
monómeroa por el extraoto ribosómico

En cada incubación, ya sea a 25® (o )» o a 37° ( y  ), se utilizó 0,100 mg 
de ribosomas 80S agotados (8QSag-B), en 0,0625ml de medio salino acelular 
(solución J) oon ATP.Mg lmM y GTP.Mg 0,2mM, en presencia de extracto ribo- 
sórnico crudo (ER-1; relación ER:Rb ■ 1,6).
Luego de inoubar por los tiempos y temperaturas indicados, se enfrió a 0°, 
ee agregó igual volumen de solución Ê  y se analizaron las mezclas por ul- 
tracentrifugación en gradientes de sacarosa 15-50$ durante I65 minutos a 
40.000 rpm (rotor SW41-TÍ).
El porcentaje dol pico de 803 en cada análisis se obtuvo por integración
gráfica del registro do , . Se representan las disminuciones de oada254am
uno oon respecto al control (ribosomas 80S agotados sin agregado del ex
traoto ribosómico, incubado 10 minutos a 25o| no hubo alteración del con
trol por incubación del sismo a 37°)*
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FIGURA 16

Influonoia de la temperatura de incubación en la disociación 
de ribô or.iao n> onóraeroa por afooto del extracto ribo cómico»

Se incubaron 0t150 mg de ribosornas 80S agotados (80Sag-B) en un volumen to
tal de 0,0937^1 de medio salino acelular (solución J)t con ATP.llg lmll y GTP* 
Hg 0t2mMt en presencia do ER-1 crudo, en relación EK:Rb « 1,6* Luego de in
cubar durante 10 minutos a distintas temperaturas, se agregó 0f065 mi de so
lución y do depositaron muestras de 0t110ml de cada mésela de incubación 
sobre gradientes de sacarosa 15-50$ en solución E]j se analizaron los mis
mos por ultrarjentrifugación durante I65 minutos a 40*000 rpm# Los registros
de A fueron evaluados por planimetría. Controlj 80Sag sin ER (a 0o)*4am
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Efecto de cantidades orocientes del extracto ribosómico
en la disociación do ribosornas monómeros

FIGURA 17

E R : Rb

Se incubaron durante 10 minutos a 25o, 0,100mg de ribooomac 803 agotados (80S- 
ag-B) en 0,0ó25ml de medio salino acelular (solución J) con ATP*Kg lraíá y GTP*Iíg 
Of2mi4 on presencia de cantidades oreoientes de ER-1 crudo, frasco (ouyo conte
nido de KOI se tuvo en cuenta para mantener la concentración final 70mll)*
Las mezclas se enfriaron, se les agregó igual volumen de solución Ê  y so ana
lizaron por ultracentrifugaoión en gradientes de sacarosa 15-50$, durante I65 
minutos a 40*000 rpa (rotor SV/41-Ti)* Ds la integración gráfica de los regis
tros de ^2^ ^ ,  se ealouló el porcentaje del pico do 60S de cada muestra y la 
variación del mismo con respecto al control (ribocoraas 80S incubados en idón
ticas oondiciones pero sin el agregado de extracto ribosómioo)* So graficaron 
los resultados de tres experimentos, indicados con diferentes símbolos*
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FIOURA 18

Inhibición del efecto disociante dol extraoto ribosómioo 
por el ácido aurintricarboxílico (ATA)

En un volumen total de 0,0937^1 de medio salino acelular (solución J), con 
ATP*Mg lmM, se incubaron 0f070 mg de ribosomas 80S agotados (80Sag-B) y-
ER-.5-&25 (relación ER:Rbn5), durante 10 minutos a 25®, en presencia de can-
. ¡>etidad.es crecientes de ATA* Como oontroles f también en presencia de las can
tidades indicadas de ATAy una serie de incubaciones iguales a las anteriores, 
en las que se utilizó, en igual cantidad (ER:Rb»5)* la misma preparación de 
ER, ahora inmotivada previamente por calentamiento a 55° durante 5 minutos.
Se agregó 0,070ml de solución y se depositaron muestras de 0,100ml sobre 
gradientes de sacarosa 15-50$. Se hizo el análisis por oentñfugación durante 
215 minutos a 36.000 rpa y por pl¿uiiraetría de los registros gráfioos de A 
se calculó la variación del poroentaje del pico de 60S en o/muestra con res
pecto al correspondiente control (60Sag + ER calentado a C/oonoentración ATA)



FICPRA 19

Ensayo de pollBomao coao sustratos de la reacción de disociación

Se inoubaron 09130mg de polisomas purificados (resedimentadou durante 23 mi
nutos a 30*000 rpm en rotor 50f para disminuir el contenido de monóaeros), 
durante 10 minutos a 25°f en 0.0937ml de medio salino acelular (solución J)# 
con ATP*Mg lmM (que suple las necesidades de energía)9 cioloheximida lmM9 es- 
pareomicina Oflmüy ATA 0t03mM9 en presencia de Efí-#5-G259 preincubado durante
5 minutos a 55® ( --) o de ER-*5-C25 ( —  ) , ambos en relación ER:fíb - 2.
Se agregó 0f070ml de solución y se depositaron muestras de 09100zal sobre 
gradientes de sacarosa l3-50$« Se centrifugó durante 215 minutos a 3&.000 rpm 
y se analizaron las muestras a 254nm*
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FIGURA 20

Efecto de la presencia de oner/ría sobre la disociación de ribooomae 803



FIGURA 20

Efecto de la presencia de energía sobre la disociación de ribosomas 80S

Se incubaron 0,070 mg ¿e ribos ornas agotados 80S (80Sag-B), durante 10 minu
tos a 25% en 090937ml de medio salino acelular (soluoión J), soloa ( --  )?
o bien en presencia de ER-d (relación ER:Rb ® 5*7) ( — - )f o en presencia 
de ER-d + energía (ATP.Kg ImM + GTP.Kg 0,2mM) (««*)•
Luego de agregar 0f070ml de soluoión Ê  se depositaron 0f100ml de muestra 
sobre gradientes de sacarosa 15—50$ y se analizaron por ultracentrifugación 
durante I65 minutos a 40*000 rpm, registrando la absorbancia a 254nm de los 
efluentes*



FIGURA 21

Influencia de la concentración de ATP sobre el 
efecto disociante del extracto ribosóraioo.

Se incubaron durante 10 minutos a 25o, 0,070 rag de ribosomaB 80S agotados 
(803ag-3), en presencia de ER-G25 (en relación ERjfíb • 6,4), en 0,0937 mi 
de medio salino acelular (Solución J) al que oe agregó distintas oonoentraci 
neo de ATP.Mg (0,0, V) ó ATP.Kg con la adición de un sistema generador do o- 
nergía (oreatina fosfato 3mM + creatina quinasa 20 microgramos/ral) (O, H.,v). 
La siembra de las muestras en los gradientes, su análisis y la obtención do 
loo porcentajes de los picos de 80S 00 realizó en la forma detallada en la 
Figura 15.
El gráfico muestra la diferencia respecto al control (ribosomas 80S incuba
dos en ausencia de extracto ribosómico, en medio salino acelular, con ATP.Mg 
a la concentración especificada en cada caso)*
Se grafic&rou los resultados de tres experimentos, indicados oon diferentes 
símbolos.



ABREVIATURAS

según IUPAG-IUB y J.Biol.Cham. 249, 1 (1974)
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AMP, ADPf ATP edenosina mono, di y trifosfato
GMP, GDP, GTP. guanosina mono, di y trifosfato
utp uridina trifosfato
CTP citosina trifosfato
AMPCPP adenosín 5* trifosfato-alfa, beta-motilén difos< 

fonato
AMPPCP radenosín ü1 trifosfato-bota, gemma-metilón di- 

fosfonato.
6WPPCP guanilil 5* trifosfato-beto, gamma-metilán di- 

fosfonoto»
ATPase edenoslno trifosfatosa
GTPgsq gim n o si no trifo sfatasa
ATA ácido aurintricerboxílico
EOTA ácido etilen-diomino-tetra-acático
Tris -Tris (hidroximeti 1) ffiminowetano.
7CA ácido trie lora esc Ético
tRNA^ ácido ribonucleico de transferencia iniciador 

de trigo, no formilable.
_ ̂  Met tRNA
tRNAVfGltm
f-Mot-tRNA

tRNA específico para formilrnationina 
tRNA específico j5ara metionina 
formil-metionil-tRNA

NEW N-otilmalsimida
poli-U ácido paliuridílico
PEP fosfoenolpiruvato
PK piruvatoquinasa
TMV virus dol mosaico del tabaco
pmoles picomolos
nmoles nanomoles
CL Curie
A absorbañeia
nm nanometros
cpm cuentas por minuto
rpm revoluciones por minuto
S unidad Sdverdverg, coeficiente de sedimentación


