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Lgs estudios sobre el mecanismo de sintesis de protefnas llevados a

PRESENTACION

4

Fa-y,

¥

*

g%ﬁppgn procariotes y sucariotes en los Gltimos afios delinean claramente la i-
< dpae un funcionamiento cfclico del aparato polisémico, en el que, por tra-
duccién repetida del RNA mensajero, se sintetizan miltiples cadenas protsicae,

Las unidades ribosfmicas que terminan de leer el mensaje son libera-
das de los polisomas y rsutilizadas luego para volver a unirse al mRNA & ini-
ciar y construfr nuevas cadenas peptfdicas.

Junto con los polisomas en las células se encuentran ribosomas mond-
meros libres y partfculas subribosdmicas, Son estas Gltimas, y no los monéme-
ros, las que se utilizan en el proceso de iniciacidn; como precursoras inmedia-
tas del complejo de iniciacidn las partfculas subribosémicas son intermediarias
obligatorias del ciclo ribosdémico.

El rol metabdlico de los monémeros adn no esté dilucidado y su relacién
con el ciclo polisdmico ha sido debatida por numsrosos autores, En la actuali-
dad se8 considere que en eucariotes ellos son partfculas relativamente inactivas,
lo que obligarfa a pensar que no estén directamente involucrados como interme-
diarios del ciclo, No obstante hay evidencias que sugleren que tienen un rol po-
tencial en la sfntesis de protef{nas, a través de su utilizacién para la forma-
ciédn de polisomas,

Hemos encarado entonces el estudio del rol de estos ribosomas mondme-
ros como precursores de unidades activas en polisomas, en céflulas enteras y en
sistemas acelulares ds reticulocitos de conejo, comparando su comportamiento
con el de las partficulas subribosdmicas nativas,

En el presente trabajo se han obtenido evidencias de una posible vfa
de utilizacidn de los ribosomas 80S, a través de su disociacién en subpartfcu-~
las ribosémicas que, a semejanza de lo observado en bacterias, se logra por e-
fecto de un factor(es) extrafdo de los ribosomas con altas concentraciones sa-
linas,

Se muestra ademds que estas particulas subribosémicas, obtenidas por
la escisién especf{fica de ribosomas monémeros libres, son capaces de incorpo-
rarse a polieomas y de formar complejos de iniciacidn, lo que sugierses un rol
fisiolégico de las mismas en la iniciacién,

Hemos estudiado también algunas ceracterfsticas del extracto ribosé-
mico, y en especial, del factor de disociacidn.'Los resultados obtenidos nos
han permitido determinar algunas de las propledades y requsrimientos espec{fi-
cos de la reaccién de disociacidn de ribosomas mondmsros mediada por el factor,
Entre ellos surge como caracteristica saliente, la necesidad de adenosina tri-

fosfato pare que dicha reaccidén tenga lugar,
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La secuencia de aminodcidos de una determinada protefna estd especifi-
cada por la sacuencia de tripletes de nucledtidos de un ssgmento particular del
dcido decoxirribonucleico (DNA).

En la primera fase del complicado proceso de sfintesis de las protef-
nas, la informacién genética, codificada en el DNA celular, es transcripta en un
intermediario, el RANA mensajero (mRNA), cuya secusncia de ribonucledtidos es
complementaria a la de desoxirribonucledtidos de una cadena de DNA. E1 mRNA se
uns luego & partfculas de ribonucleoprotef{nas, los ribosomas, sobre los cuales
se realiza la segunda fase - la traduccién del mensaje mediante el cddigo gené-
tico - que lleva a la construccidn secuencial de la cadena polipeptfdica,

La poblacidn ribosémica total estd constitufda por ribosomas mandmeros
libres, partfculas subribosémicas y polirribosomas o polisomas (agregados de u-
nidades ribosémices asociadas e una molécula de mRNA). Las distintas partfculas
ribosfémicas son designadas genéricamente por su coeficiente de sedimentacién
(medido en unidades S, wvedberg).

En bacterias, actinomicetos y algas azul=verdes, los ribosomas mond-
meros y las unidades ribosdmicas de polisomas, tienen un coeficiente de sedimen-
tacién de 70S y pueden ser disociados por distintos métodos (1), en sendas sub-
unidades, de 305 y 508S.

En el citoplasma de eucariotes (levaduras, plantas y animales) los mo-
némeros y las unidades ribosSmicas, que tienen un coseficiente de sedimsntacidn
de 805, estdn constitufdos por dos subunidades de 40S y 60S. También existen po-
blaciones ribosdmicas en mitocondrias y en cloroplastos, con caracter{sticas
propias, que, tanto en su coeficiente de sedimentacién (70S, 305 y S0S), como
en su funcionalidad, son allegadas a procariotes mAs que a eucariotes (2).

Las partfculas subribosdmicas (subpartfculas) nativas (3) son constitu-
yentes normales de la poblacidn ribosédmice total de las células, genéricamente
caracterizadas por sus constantes de sedimentacién (305 y S0S en procariotes;

40 y 60S en el citoplasma de sucariotes), 5e las nombra de esa manera pare di-
ferenciarlas de las subpartfculas derivadas, que se les asemejan en su constan-
te ds sedimentacidn, peroc que ss obtienen de ribosomas mediante diversos trata-
mientos drésticos de disociacidn no fisiol8gica *in vitro® (secusstrantes de
Mg++, cambios de pH, diflisis sin mg*’ (4, 5))y ¥y que son inactivas, Actualmente
se han obtenido preparaciones de subparticulas derivadas activas (6—11) por tra-
tamiento de monédmeros o polisomas con soluciones de alta fuerze iénica, o diami-
nuyendo la concentracidn de Mg*+(12, 13); estas subparticulas ss diferencian de

las partfculas cubribosémicas nativas porque se dimerizean o se asocian entre si

a las concentraciones iédnicas de los sistemas acelularss,
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€l proceso gensral de la biosfntesis de protefnas involucrs tres etapas
distintas: iniciacidn, elongacidn y terminacién. En estas estapas se produce u-
na serie de eventos coordinados, cuya secuencia lleva a la produccién de una ca-
dena pept{dica terminada y libre,

La primer etapa, de iniciacién, es la decodificacién del primer triple-
te de bases ("codén") traducible del mRNA, por un ribosoma que se une espec{fi-
camente a un sitio de iniciacidn sobre el mensajero, ubicando al primer aminoé-
cido en la posicidn amino terminsl de la cadena, y poniendo correctamente en
fase la lectura de los codones subsiguientes,

La segunda etapa, de elongacidn, es la traduccidn de los codones intaernos
que siguen al tripleta especf{fico de iniciacidn; tiene lugar poc maovimiento del
ribosome a lo largo del mensajero, que lleva a la lectura ordenada del mismo
con polaridad del terminal 5' al 3'; en correspondencia con este movimiento, l1l&
cedena peptfdica crece desde el extremo amino al carboxilo terminel, Los aminoé-
cidos de los aminoacil-tRNA son agregados de a ung por vez, a travéds de una se-
rie ciclica de reacciones, que involucran (e) un epareamiento de bases entre el
codSn del mANA y la secuencia de bases complementaria de la regiédn del anticodén
del tANA, (b) la formacién de launidn peptidica y (c) la translocacién.

Por dltimo, en la tercera etapa, de terminacidn, luego de decodificar el
Ultimo coddn expresable como aminoécido,se rsconoce un triplete que no especi-
fica ningdn eminoacil-tANA. En este coddn o seifial especifica de terminacidn se
produce la liberacién de la protefna terminada y de los otros componentes de la
reaccién,

Como el trabajo que se presenta estudia un posible camino para la parti-
cipacién de los ribosomas mondmeros en el proceso de sintesis de cadenas pept{i-
dicas, a través de su disociacidn en partf{culas subribosémicas, y éstas son in-
termediarios obligatorios del cilo ribosdmico, directamente involucrados en el
proceso de iniciacién, hemas considerado oportuno hacer una revisién detallada
de 1o que se conoce actuslmente sobre el proceso de iniciacidn, el ciclo polisé-
mico, y los factorss involucrados, con especial referencia a los sistemas de eu-
cariotes, Excelsntes revisiones recienteﬁ sobre estos temas, podrédn ser consulta-

das en las referencias (14-16)

Iniciacidn de las cadenas peptf{dicas:

La iniciacién de la sintesis de protefnas es un proceso complejo con.va=
rios pasos bioqufmicos definidos, que en procariotes tanto como en eucariotes
aparecen con rasgos ssencialmente similares,

Intervienen en este proceso las partfculas subribosémicas, factores pro-
teicos de iniciacidn, GTP y aminoacil-tRNA iniciador (que corresponde al coddén
iniciador en el mANA).

Durante su transcursoc se forman una serie de intermediarios que culminan
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con una unidad ribosémica unida al mANA en su sitio de iniciacién, y cuyo ami-
noacil-tANA iniclador forma con el siguiente aminuacil-tRANA la primera unién
pept{dica. E1 ribosoma con el dipeptidil-tANA resultante continda entonces con
las reacciones cfclicas de elongacién.

El estudio de los determinantes de la iniciacién de cadenas peptf{-
dicas suele considererse destro de tres categorfas: la seilal (codén) de inicia-
cién; el aminodcido iniciador; el tRNA correspondiente a este Gltimo, En lo que
sigue revieraemos estos aspsctos referidos a los sistemas de procariotes y euca-
riotes; en ello podré observerse que, no obstante la divisién formal, los temas

astdn inextricablemente relacionados,

I.1l.1 Codaones de iniciacidn., Especificacién de la iniciacién en el cé8digo genético:

La unidn especffica de los diferentes aminoacil-tANAs a ribosomas,
promovida por oligonucledtidos definidos, y medida por la retencién del comple-
Jo formado en filtros de nitrocelulosa, se utiliz8 para descifrar el cédigo ge-
nético (17). Con este tipo de ensayo se establecid que en sistemas bacterianos
los tripletes AUG y GUG son los que dan la sefal de iniciacidn (18), y ponen en
fase la lectura del mensaje (siempre que se utilicen concentraciones de Mg++ cer-
canas a las fisioldgicas). Estos codones son capaces de dirigir la unidn o la in-
corporacién de formilmationina (f-Met) en posicién N-terminal de la cadena pep-
t{dica, en sistemas bacterianos (18-21). El proveedor de aste aminodcido es sl
f-Mot-tANA.. E1 otro tipo de tRNAM®Y, descrito en bacterias, el Met-tANA_, su-
ministra por su parte, las metioninas gque estén en el interior de la cadena pep-
tfdica y reconoce solamente al codén AUG (22).

En eucarintes, las primeras evidencias de que el triplete AUG y la
metionina tienen funciones de iniciadores espec{ficos, fueron obtenidas en el
estudio de mutantes de iniciacién en levaduras (23) que sintetizaban 1socitocro-
mo C con un resto Met extra, como N-terminal (e diferencie del cltocromo C nor-
mal, en que el aminodcido N-terminal es Thr). Si, por otra parte, se producfa u-
na mutacién que afectaba al coddn iniciador, no habfa sfntesis de isocitocromo
C. 58 postuld que el mANA contenfa un coddn AUG, previo al de treonina, que en
condicionqs normales incorporabg, en forma transitoria, metianina como N-termi-
nal: este aminodcido serfa luego eliminado en algin momento del crecimiento de
la cadena pept{idica o después de ser liberada ésta de los ribosomas,

Los trabajos de Brawn y Smith (24) aportaron nusvas evidencias de
la funcidn de AUG y GUG como codomas de iniciacidn en eucariotes, que sspecifi-
can metionina N-terminal. Usaran un sistema acelular de tumor asc{tico, con po-

linucledtidos sintéticos como mensajeros, y observaron que cuando se usaban

AUG(U) 35 & GUG(U),5, habfa incorporacién de metionina a partir de Met-tRANAe. No

observaron, en cambio, en ningdn caso incorporacién de Met—tﬂNAm. (El triplete
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GUG codifica para el aminodcido valina en posicionss internas, pero cuando,
como en este caso, estd ubicado en el extramo 5' del mANA, no se abserva in-

corporacién de este aminodcido),

I.l.2 Metionina como iniciador universal:

La metionina, especificeda por el codén AUG, es el iniciador de la
sfntesis de cadenas peptfdicas, en todos los organismos estudiedos a lo lar-
go de toda la escala bioldgica.

Ademas de las aszidenclas sobre esta funcidén en sistemas bacterianos
(ulgunas de ellas ya mencionadas) las primeras pruebas saobre la validez de
este aserto en sistemas de esucariotes fueron obtenidas con sistemas acelula-
res de tumor ascftico, con mANAs virales (25). Ya anteriorments, conclusio-
nes similares habfan sido sugeridas por los estudios de Sherman y col (23),
ya mencicnados, sobre el papel de la metionina en la iniciacién de la sfnte-
sis de isocitocroma C en levadura ds panaderia,

En la hemoglaobina, por estudios de péptidos cortos de la porcién N-
terminal (gracias al empleo de cadenas de globina mutadas (26) u omisién de
un aminodcido (27) o uso de un inhibidor en el medio de incubacidn para su
sfntesis (28)), se mostrd qus la metionina sirve para iniciar la sintesis de
globina y que es rdpidamente eliminada en pasos subsiguientes de la misma,
Si en cambio se formila la Met-tRNAg, la unidn es estable (29): la metionina
no puede ser eliminmade cuando se bloquea el grupo amino,

Segin algunos autores (28) la metionina es separada en los primeros
pasos de elongacién de la cadena polipeptf{dica (unos 15 a 20 aminoé&cidos).
Otros observaronm en cambio, que en lisadus de reticulocitos de conejo habia
péptidos de globina de hasta 50 aminodcidos (30), gue retenian metionina co-
mo aminodcido N-terminal y, en sistemas acelulares de hfgado de conejq, de
hasta 65 aminodcidos, En cadenas crecientas de hemoglobina en reticulocitos
humanos con anemia falsiforms, la metionina N-terminal es separada después
que en reticulocitos de conejo (31), debido, posiblemente, a diferencias con-
formacionales por distinta composicién de aminodcidos entre la hemoglobina S
humana'y la hemoglobina de conejo.

Los resultados anteriores coﬁcuerdan con la observacién de que se
retiene metionina N-terminal cuando se usan como mensajeros polinucledétidos
sintéticos relativamente cortos (24).

Todos estos resultados musstran que sl iniciador en sistemas de eu-
cariotes serfa la metionina no formilada,

Las protaminas sintetizadas en células de testiculo de trucha (32)

tienen metionina como aminoécido N-terminal, Este aminodcido puede ser sepa-

redo de la proteminea por accién de una actividad enzimética presente en los
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extractos acelulares de testfculo, La cinética de marcacién con metionina
indica que el residuo iniciador es eliminado, probablemente después que se
ha completado la sintesis de la proteina.

Las protaminas son, por supuesto, protefnas poco comunes y muy es-
pecializadas; pero el hecho que la metionina inicie su sfntesis al igual que
la de hemoglobina, o de las protefnas sintetizadas en células HeLa (33) o

sistemas vegstales como los de embrién de trigo (34) o semillas de vicia fa-

" va (35), hace pensar que lo mds probable es que este aminodcido sea el ini-

I.2

ciador universal. Esto estarfa apoyado por la observacifn de que este amino-
dcido serfa tembién el que inicia la sintesis de protefnas viralaes, segin se
desprende de los resultados de estudios sobre la traduccidn de mRNAs de ade-
no-virus (36), poliovirus (37), virus satélite de la necrosis del tabaco (38),
reovirus (39) y virus de la encefalomiocarditis (40) "in vitro", del adeno-
virus en extractos acelulares de células KB humanas (36) y de células HeLa
infectadas con poliovirus (41). Ademds, en el citoplasma de Neuraspora cra-
ssa, la biosfntesis de proteinas es iniciada por Met-tRNA¢ sin formilacidn
previa (42).

Aunque la lista de organismos gue musstran inicieciédn por metionina
na bloqueada no es muy extensa, contiene e¥mplos 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 aminodcido iniciador predominante
en la naturaleza.

También la cadena alfa A, de alfa cristalino de termsra se inicia
con un residuo metionina, pero este aminodcido aparece acetilado en la pro-
tefna y no se elimina durante la sintesis de la cadena polipeptidica., Ade-
m8s, si el mRNA que codifica para esta protefna se traduce en un sistema a-
celular de reticulocitos, la cadena recién sintetizada tiens metioniné ace-

tilada en la posicién N-terminal (43).

El proceso de la iniciacibén en procariotes:

En la siguiente seccidn se revisa los aspectos principales de este
proceso; la natureleza de los participantes (aminoacil-tﬂNA iniciador, los
factores de iniciacién que actian en ia formacién del complejo ribosémico
de iniciacién), el reconocimiento de la sefal de iniciacién, y la sucesidn

de pasos que lleve a que el ribosoma bacteriaeano inicie una cadena pept{dica

I.2.1 Aminoacil-tRNA 1inicisdor:

et t
Las bacterias contienen dos especies de tﬂw’«me : el tHNA:a y el

tﬂNA:Bt (14; 44), s610 este Ultimo puede dar lugar & que su Met-tRANA pueda

ser formilado enzimaticamente (45) bloqueando el grupo amino, del resto ami-
noacilo (46).

En E.coli, el N-formil-metionil-tANA_ (N-f-uat-tHNAf ) (14) inicie




la afntesis de cada proteina en respuesta a un codén iniciador en el mRNA.
vet
El tHNAm reconoce sdla al caddn AUG en posiciones del mensaje correspon-

dientes a metioninas internas de las cadenas peptfdicas. E1 f-Met-tRNA. no

lo hace porque el factor de slongacidn T no lo reconoce y lo excluye d: for-

mar, por lo tanto, el complejo ternario GTP- F-Mat-tRNA - T (47). No hay in-

dicios claros de cudles diferencias estructurales estdn involucradas en esta

discriminacidn entre ambas tHNAMet (cuyas secuencias de nucledtidos comple-
" tes se han determinado (a8).

La N-formil-metionina, el primer resto de aminodcido en toda cade-
na polipept{dica en bacterias, reacciona con el siguiente aminodcido codifi-
cado por el mensajero formando una unidn peptfdica, e inicia la sfntesis de
la cadena peptfdica (46; 49). En algin momento, durante los pasos sigulentes
de dsta sfntesis, el grupo formilo es eliminado, por accién de una deformi-
lasa; también puede eliminarse le metionina, por accién sucesiva de una se-
gunda enzima, una exopeptidasa espec{fica (50; S51). El que muchas protefnas
bacterianas contengan metionina N-terminal indica que la accién de la amino-
peptidasa bacteriana debe ser restringida por la naturaleza de la cadena ad-
yacente a la metionina,

La formilacién del Met-tRNA es esencial para el proceso de iniclia-
cién en bacterias (52).

1.2.2 Factores de iniciacién:

Por lavado de los riboscmas con soluciones de alta fuerza idnica
(NHgC2 0,5 & 1,0M), se obtuvieron preparaciones de ribaosomas capaces de in-
corporar aminodcidos en presencia de mensajeros sintéticos (con o sin codo-
nes de iniciacidn), a concentraciones relativamente al tas de Mg++, pero in-
capaces de hacerlo a niveles fisiolégicos del ién (53). Sin embargo, se podfa
lograr que el sistema acelular respondiesse tanto a mensajeros naturales (RANA
de fago Ms, o de @p), como & los sintéticos (siempre que incluyan el triple-
te AUG en el extremo 5'), adn a bajas concentraciocnes de Mg++, si se agrega-
ba a los mismos el 1fquido de lavado de los ribosomas (54-55), gl fraccione-
miento de esa solucidn de NHgGl 1levé el descubrimiento de verios factores
de naturaleza proteica, necesarios para la iniciecidén de la biosfntesis de
protefnas (54} 56; 57).

Estos factores extrafdos de los ribosomas, fueron estudiados en
distintos laeboratorios y surgisron as{ nomenclaturas diferentes,., La acepte-

da corrientemente, que usa las siglas IFI' IF_ e IF3 (16), deriva de la pro-

2

puesta por Ochoa y col. (58), gue los denamina Fl' F.y FS' Yy Que correspon-

2
den, respectivamente, a los factores A, Cy B (57) & FI' FIII y FII (89 ) de

otros autores,
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Se encontré que la mayor parte de los ribosomes de E.coli eran de-
ficientes en factores de iniciacién (55; 56). La actividad de los mismas se
encontr§ asociada a la subunidad ribosémica 3085 (60; 61). Los factores de i-
niciacidén no se detectan en la fraccién sobrenadante (62), por lo que se su-
pone gque se encuentran en las células en cantidedes limitadas y pueden satu-

rar sdlo una m{nima parte del total de ribosomes.

La descripcidén y funciones de estos factores han sido enumeradas

en @l Cuadro 1.

I.2.3 Reconocimiento de 1a sefial de iniciacidn y funcién del factor IF;:

La naturaleza de la sefial gue se reconoce sobre la cadena de mRNA
es desconocida,

Estudios con RNAs mensajeros ds fagos (63~66) mostraron que el sitio
de unidn de los ribosomas esté alejado por una secuencia de aproximadamente
100 nucledtidos, del extramo 5', Es dificil entonces suponer gue se requiere
este extremo 5' libre para iniciar la sintesis de protefnas. S8 supone nue
IF3 reconocae en el mRANA natural una sefial de iniciacién bastante mds comple-
Ja que el simple triplete AUG. El factor es capaz de diferenciar el triplets
iniciador de los AUG internos (67). La hipdtesis de que la regién del mRNA
gue determina la iniciacién presenta alguna carscter{stica espscial esta a-
valada ademds por evidencias que indicarfan que la estructura secundaria del
RANA mensajero es importante para el reconocimiesnto del sitio de iniciacidn
por el ribosoma., Asf se observd que un desenrollamiento del RNA de MS, por
efecto del formaldehfdo (69), que no impide su actividad como mensajero, de-
crece el requerimiento de IF3 para la unidn de ribosomas (68). Sin embargo,
la presencia de IF, estimula la unién al sitio de iniciacidn de un cistrdn
especifico en perticular: el de la protefna de cubierta (70). Esto parece
involucrar el reconocimiento de alguna estructura presente sflo en esa re-
gidn del ANA de MSZ. La estructura secundaria y terciaria del ANA harfa a
los codones AUG inaccesibles a los ribosomas, salvo en el sitio de iniciacidn
(que se encontrar{a expuesto en el lazo de una rama en doble hélice del mRNA
(69)]: Para el reconocimiento de dicho sitio de iniciacidn y posterior aper-
tura del lazo se requerirfa IF, (71).

Steitz (72), para dilucidar donde residfa la conformacidn requerida
para la iniciacién estudid 1la interacciédn entre ribosomas bacterianos y
fragmentos definidos de las tres regiones de iniciacién de sfntesis de pro-
te{nas del RNA mensajero de bacteriofago R17 (protefna s A, de cubierta y
replicasa), marcados con 32P. Observé que los ribosomas eran capaces de se-

leccionar el fragmento gque codificaba para lainiciacidén normal sobre un RNA
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intacto, "in vitro®, Por lo tanto, eats sitioc de unién parece tener, cerce
del coddén AUG, alguna caracter{stice distintiva que le confiere alta afini-
dad por los ribosomas, mientras que los otros dos sitios requieren del res-
to de la moléculo de RNA,

La funcién del factor IFS’ indispensable para formar complejos de
iniciacién (59; 73), serfa reconocer una porcién del RNA pravia a la sefal
de iniciacién, o poner en fase el mensaje,

La existencia de preparaciones con distintas especificidades para
diferentes mensajeros(74-75), apoyarfa la hipétesis de que esta protefna
puede seleccionar los sitios de unidn, (Fraccinnamients de IF3)

Otra 1fnea de evidencias de la posibilidad de reconocimiento de la
seiial de iniciacidn del menseajero por IF; surgid cuando se determind que la
infeccién de E.coli con Tae ademis de disminuir la traduccién de otros men-
sajeros por ribosomas de E.coli, producfa una modificacidén de los factores
de iniciacidn del extracto ribosémico (76). En efecto, los factores de ini-
ciacién extrafdos de ribosomas de E£.coll infectado caon Ta sélo tiene activi-

dad con RNA de T, (76). Se observé también que IF, purificado de células in-

3
fectadas tenia una marcada preferencia por el RNA de 74 tard{o; esto sugeria

que la infeccién por T4 inactivaba las moldculas de IF. capaces de reconocer

3
otros mRNAs,

De célules no infectadas se sspararon dos subespecies distintas de
IF3; la gus muestra alta selectividad por RNA de MS2 y de T, temprano y que
tiens baje actividad con T, tardfo (Fsc() y la qua actla a la inversa (IF:_:‘(,3 ).

Pero ninguna de las dos especies de IF, discrimina entre, o tiena distinta

3
afinidad por los diferentes sitios inicladores de los cistrones individuales
del mensajero viral (76-b). En experimentos con extractos acelulares de E,
coli, Yoshida y col (77) encontraron gue IF 4 podfa fraccionarse en una co-
lumna de DEAE-celulosd en miltiples componentes, que difieren en su capaci-
dad de unir los ribosomas a las regiones de iniciacién de los diferentes
cistrones del RNA de bacteriéfago R17,

Por otra parte, Stallcup y col (78), con combinaciones heterdlogas
de ribosomas lavados con sales y factores de iniciacién de dos especies dis-
tintas (E.coli y Clostridium pasteurianum), encontraron evidencias ds que
son los ribosomas y no los factores de iniciacidn los que controlan la espe-
cificidad de reconocimienta y traducci8n del mANA y también los que determi-
nan los Sptimos de Mg++ caracter{sticos para la sintesis de protefnas. Esto
concuerda con lo observado por Lodish (79), quién encontré que esa sspacifi-

cidad para discriminar entre los cistrones reside en la subpartfcula 305,

Por su parte, Leffler y Szer (80) encontraron gue preparaciones ho-



mogéneas de IF. de E.coli o Caulobacter crescentus (C-F;), son intercambia-

3
bles en la traduccidn de RNA de fagos de una u otra especis., Pero el RNA de
NS, (de E.coli) no es traducido por ribosomas de C.crescentus, ni el RNA de
fago CbS (de C.crescentus) por ribosomas de E.coli, independientemente del
origen del factor IF4. O sea que, como con los ribosomas de Bacillus stearo-
thermophilus (79), y confirmando observaciones anteiores con factores de 1i-
niciacién crudos (B81), cierto tipo de especificidad por el mensajero parsce
residir en la subpartfcula 30S.

Las svidencias claras de qus los ribosomas pueden discriminar entre
cistrones, hicieron surgir la posibilidad de que en E.coli, distintas clases
de ribosomas podrfan ser responsables de iniciar distintos cistrones, Ss sa-
ba ahora que hay subparticulas 305 estructuralmente heterogéneas con respec-
to a ciertas proteinas; esto podrfa reflejar una heterogeneidad funcional
(82).

Las consideraciones anteriores sugieren que los IF. de especies bac-

3
terianas no relacionadas tiensn 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)).

Pareceria entonces que existe una relaciln complementaria entre par-
tes de la estructura misma de la subpartfcula 30S y del mRNA, que hace posi=-
ble 1a unién, El rol de IF3 en la misma seria reconocsr las caracteristicas
de la estructura ordenada de los mANA y, quiz&s por induccién de ciertos su-
tiles cambios conformacionales, promover la unidn de los ribosomas a sitios
del mRNA determinados por la complementaridad 30S-mensajero,

Se ha comprobado que IF3 posee ademds, la capacidad de disociar los

ribosomas 705 en subunidades ribosémicas (83-84), Esta actividad, de manifies-

ta importancia en la iniciacién, serd discutida mds adelante (I.3).

I.2.84 E1 factor 1F, y los factaores de interferencia:

El medio de impedir falsas iniciaciones en la traduccidn de mRNAs
naturéles ha sido materia de discusién. Si bien podria existir una secusncia
especifica de iniciacidn que precediera al codén iniciador, segin Dubnoff y
Maitra (59) ésta no parece ser requerida por los tres factores purificados,
Pero es posible tembién gue esa secuencim de nucleStidos, quizés en presen-
cia de un cuarto factor, aumentara la eficiencia de iniciaciones correctas,
En apoyo de esto estaba la observacidn de dichos autores (85) sobre la dis=-
e IF., en la traduccién de RNA

2 K|
de fago, alo largo de la purificacién de los mismos, y que cierteas fraccio-

minucidn de la actividad de los fectores IF

nes descartadas del proceso de purificacién por ser completamente inactivas
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con poli-uUG, estimulaban la actividad con mANAs naturales,

Vinculada & esta cuestidn estd la de la discriminacién entre mRNAs
para su traduccidn, As{ se postuld (74) que la actividad de IF; era modifica-
da por otras protefnas, que ejercerfan un efecto diferencial sobre las dis-
tintas funciones de IF,;. Posteriormente Revel y col (86) encontreron que la
actividad de IF; podfae separarse en distintas sub-fraccliones, que diferfan
8n su actividad relativa paera diferentes mANAs, y gue esa especificidad re-
sultaba de la presencia de otros factores proteicos, también asociados a ri-
bosomas pero sin activided IF3, que interferfan con este Gltimo, Describie-
ron un factor i, de interferancia, que, agregado a IF3 purificado, bloquea
la iniciacidn del cistrédn de la protefna de cubierta del fago MS,, pero esti-
mula la del cistrén de sintetesa y la traduccién del mRANA de fago TH. Obser-
varon ademds (86-byc) que el factor i, protefna de peso moleculer aproximada-
mente 74,000, era idéntico e una de las cuatro subunidades de la enzima oli-
gomérica replicase ap o M52 (compuesta por tres proteinas pre-existentes en
la célule huésped y la sintetasa codificada por el fago) y propusieron, en
base a ello, un modelo auto-regulatorio para la sintesis de la misma,

El fector 1 no inhibe lea actividaed disocisnte del fsctor IFS‘ La es-
timulacién por IF3 de la formacidn, dirigida por mensajerc sintético, de un
complejo de iniciacidn con 70S, no es afectada por sl factor i; parsce ser
debida, por lo tanto, a su ectividad disociante (87).

Ademds del factor i, se han detectado otros factores de interferen-
cia (Jy k), que confieren a IF; distintas especificidades (86)., Uno de los
aspactos mds interesantes de la heterogeneidad funcionel de IF5 es el ya re-
ferido cambio de especificidad observada después de la infeccidn de E.coli
por bacteridfagos. Esto podrfa explicarse ahora por un cambio en IF3 de uno
o més factores de interfersncia. Se pudo observar, en realidad, una modifi-
cacién qufmica del fector i, pero no se conoce su naturaleza ni su signifi-
cado biolégico,

Es evidente, de todas maneras, que los factores de interferencia
participen en el control de la expresidn del gen a nivel de traduccidn del

mRBNA .

I1.2.5 Pasos en Bl proceso de iniciscidn:

I1.2.5.1 Formacién del complejo de iniciacidn 30S: La formacién de este complejo

(305.F-Met-tRNA,mANA) &8s un paso obligatorio en la iniciacién, De ello se tu-
vo la primera evidencia experimsntal cuando, trabajando con ribosomas de bac-

terias crecidas con isétopos pesados, se encontré§ cue, en una mezcla de in-
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cubacién que contenfa ribosomas 705 pesados (1 N-D) y 508 livienos (= N-M),
poli-uUG, f-Met-tRNA y factores de iniciacidn, el eminoacil-tANA se unia a ri-
bosomas 705 hibridos, detectados en gradientas de densidad, cuya formacién

depend{a exclusivamente de la reaccién de iniciacién (103),

1.2.5.1.1 Unidn de mRNA a 30S: La interaccidn del mANA con la subunidad ribosdé-

mica 30S es la primsera de la secuencia de reacciones que llevan a la forma-
cién del complejo de iniciacién 705. Esta unidn es inhibida espec{ficamente
por ATA (104),

IF3 Juega el rol més importante en el reconocimiento de la sefial
especf{fica de iniciacién, ya sea directamente, o a través de la interaccién

35
con la subunidad 30S, demostrada "in vitro® usando IF.,- S (97; 105; 106) 4

IFa-lch3 (107). Las protefnas de los ribosomas son elementos esenciales pa-
ra el sitio de unién de IF3. Este sitio parece consistir en una o mds prote-
fnas extrafdas por tratamiento con CsCl (108),

Pero como IF:3 se une también al mRNA (83), es diffcil asegurar si
la unidén a 305 ocurre antes gue launidn a mRANA o viceversa,

IF, tiene una funcidn dual: impedir la asociacién de la subunidad
30S con la 505, y promaver la unidn del mRNA a la primera (76—a y b). £sta
unidn de IF5 no tiene requerimientos de cofactores conocidos,

Parece gue IF, puede promover esta unién (73; 83), pero su presen-
cia no es necesaria., No sstd involucrado “per se" sn la disociacidn, pero es
capaz de estimularla: disminuye la interaccién de las subunidades sn 705 (71)

y facilita la unién de 1IF5 a 308,

‘IFS genera as{ subpartfculas 30S compsetentes para la iniciacién,

I1.2.5.,1.2 UnlSn del aminoacil-tRNA iniciador: Es posible aislar, por gel filtra-

cidn en Sephadax G50, un complejo ternario IF, - GIP - f-Met-tRANA, que es
bastante inestable (92; 109), pero que es estabilizado por la presencia de
IF, (109-b). &in embargo, el f-Met-tANA se separa de los factores de inicia-
cidén antes de ser transferido a los ribosomas (109-b). Esto, sumado a otros
resultados (90; 114-b) parece indicar que el complejs ternario IFp - GTP -
f—Met-tRNAf se forma sobre la superficie de la subpart{cula 30S, a diferen-
cia del complejo libre que se propuso como intermediario,.Este complejo es
capaz de transferir f-Met-tANA a 30S, a 0° a una velocidad disz veces mayor
que una mezcla de esos tres componentes libres (92)., Hay también una transfe-
rencia de GTP,

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

Thach y Thach (110) observaron que en aste Gltimo hay igual canti-
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dad de f-Met-tRNA y GTP, y que, en este paso, no hay hidrélisis de GTP,

Con IF2¥358 (97) se confirm§ que IF2 forma parte dsel complejo y que
hay una estequiometr{a entre la unién de f-Met-tRNA y la concentracién de
IF2 (ya saa con GTP o con GMPPCP). Se necesita un mol de IF2 por cada mol de
f-Met-tANA durante la formacién del complejo., Con GMPPGP hay una unidn algo
manor, que puede deberse a un aumento de la labilidad del complejo IF o~ GMPPCP-
f-Mst-tRNA (a semesjanza de lo observado en complejos con el factor dea elon-
gacién Tu y aminoacil-tRNA (111)), y que estarfa indicado por la falta des
protecci6n contra la inactivacién térmica de IF, por el GWPPCP (100).

IF, se unirfa a 305 recién en aste paso, ya que lo hace sélo en pre-
sencia de IF2. GTP, f-Met-tRANA y mRNA.

Una vie alternativa para obtener el complejo de iniciacién 305 serfa
la unién de IF, al complejo SOSFIFS. seguido de mANA y luego de GTP y f-Met-
tRANA. En efecto, se ha observado la unidn de FZ—BSS a subunidades derivadas
sin agregado de ningdn componente adicional (97). Ademds se supone que debe
haber IF2 unido a subpartf{culas 30S nativas, ya que son la fuente del material
de partida para las preparaciones de factores de iniciacidén,

En cuanto al factor IF 5, éste debe ser liberado antes de la unidn
de 50S, porque, com2 ya se sefald, su funcidn es mantener las subpartfculas
disociadas, No se sabe, sin ambargo, en qué paso es liberado, si luego de
la unidn del mRNA a 305 6 cuando se unasn, al complejo mRNA-305, el factor
IF1 y el complejo ternario f-mMet-tANA - GTP - F2.

El hecho de gue en las subpartfculas ribosdmicas nativas 305 se en-
cuentren los tres factores (IFy},2 ¥y 3), no elimina la posibilidad de gque,
por ejemplo, IF2 desplace a IF3, porque los factores podrfan estar distribuf-
dos en distintas particulas 30S.

I1.2.,5.2 Formacién del complsjo de _iniciacién 70S:

I1.2.5.2.1 Unién de la subparticule 505, Liberacién y recicledo de los factores:

Con el agregado de la subpartfcula ribosémica de 50S, hay hidréflisis de GTP
(92). La unibn en sf de la subpartfcula, no recuiere GIP, ya que puede abte-
nerse con GMPPCP (B89; 97; 112). Le hidrélisis de GTP se requiere para liberar
a IF2 del complejo S, También se libera IFl. peru para ello no se requiers
hidrélisis de GTP (96).

Cuando se reemplaza GTP por GMPPCP, IF2 permanece en el complejo
708 (97; 113), y hay un blagueo de la formacién de la unidén peptfdica.

Se analizé la hidrélisis de GTP—XSZP dependiente de IF, (97) y se
observd que, en ausencia de IFl, se realiza en forma estequiométrica, E1 agre-

gado de IF] convierte este proceso en catalitico, lo que apoya la idea de que



IF2 produce la hidrélisis de GTP una séla ve, y que s8lo puede ser activado
por IFl. gue actla sobre la superficie del ribosoma y cumple el papel de
factor de reciclado de IF,., La ensrgia gque provoca este reciclado proviene
de la hidrélisis de GTP. El complejo IF ~GOP (hipotético), serfa converti-
do en IF2-GTP por intermedio de IFl' y liberado asf{ de 70S (112), se usaria
nuevamente, en forma repstida,

Esta hip8tesis de regeneracién a través de otro factor, por un pro-
ceso catalftico, semejante a 1o que ocurrs en el proceso de elongacién con
Tg (similer a IFy) y la reutilizacién de T, (similar a 1F2) a partir de T -

GOP, estd apoyada por sl bloqueo del reciclado de IF, con Thiostrepton, an-

2
tibibético que inhibe la actividad GTPAsica dependiente de 505 y de IF,, que
es esencial para la eliminacién del factor (1ll4-a).

Se observé que IF> no se elimina del complejo de iniciacidn 70S en

ausencia de IF, o cuando se usa GMPPCP (115),

1.2.5.2,2 Sitio de unidn de f-Met-tANA al ribosoma:Se encontrd que 8l f-Mmet-tRNA

unido al complejo de inicisecidn 705 no reaccionaba con puromicina. Esta es
un inhibidor de la sintesis de protefnas que es considerada, por su estruc-
tura, como un anflogo del aminoacil-tRANA (116), capaz de reaccionar con pep-
tidil-tRNA (117) en presencia de ribosomas (118), dando peptidil-purumicina
y tRANA libre, Esta reaccién ha servido de base pera definir diferentes sitios
de unidn de aminoacil- o peptidil-tRNA a ribosomas. Cuando el peptidil-tRNA
reacciona con puromicina sin el agregado de ningdn otro componente, se dics
que esté& unido al sitio P dsl ribosoma; si, en cambio, se rsquiere el agre-
gado de GTP y del sabrenadante post-ribosomal, se dice gue estos ribosomas
tienen 8l pseptidil-tANA unido al sitio A. Los componentes agregados catali-
-an la llamada translocacidn del peptidil-tRANA del sitio A al P, y lo hacen
reactivo a puromicina,

La falta de reaccién con puromicina del aminoacil-tRNA iniciador,
aumada a la observacidn de que la tetraciclina, un antibiético que inhibe
la unidn de aminoacil-tRNA al sitio A de los ribosomas, inhibia la unién de
f-Met-tRNA a los mismos (11é3 hizo pensar que esa unién se realizaba, por lo
mz=nos iniclaelmente al sitio A de los fibosomas; esto lo hac{a inaccesible al
siguiente aminoacil-tANA o a su anflogo, la puromician (132),

Posteriormente, esto fué explicado suponiendo la existencia de un
sitio pre-P (133) o de un sitio P alterado, o no alineaedo (134) en que el
f-Mat-tRNA estarfa en un estsdo de pre-acomodaci’n,.Sin embargo, otros au-
tores opinan que le presencia de los factores de iniciacidn en el complejo
es la que impedirfa el funcionamiento normal del ribosuma (132; 135); la fal-

ta de reaccidn con puromicina por parte de f-ust (132) § Ac-Ftie (135) serfa
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debida a un blogueo del sitioc A del ribosoma por IF, y GMPPCP, més que a
una posicién errdnea del tRNA iniciador, que estarfa unido directamsnte al
sitio P. En consecuencie, la conversién de GTP a GOP no serfa pre-requisito
para la unién de aminoacil-tRNA bloqueado en el amino terminsl, al sitio P,
Confirmando este suposicién, Benne y col (132) encontraron que la tetracicli-
na 1 x 10'4u, a diferencia de lo observado anteriorments, no inhibfa la unién
de f-Met-tANA & ribosomss,

Una vez formado el complejo de iniciacidn 70S-mRANA-f-Met-tRNA, el
ribosoma esté preparado para incorporar el segundo eminoacil-tRNA, en un pro-
ceso que requiere factor de elongacidén Tu y GTP, y gue inicia el proceso de

la elongacidn,

La actividaed disociante en procariotes:

Kohler y col (119) observaron que el blogueo de la sfntesis de pro-
teinas en Escherichieas coli por 1a accién de algunos inhibidores, o por culti-
vo en medios carenciedos, lleveba a la acumulacidn de los productos de desar-
me de polisomas como ribosomas 705 libres sin que se alterara el nivel de
part{culas subribosdmicas; esto se interpretd como evidencia de la liberacién
de los ribosomas, en el proceso de terminacidn, como mondmeras y no como sub-
part{culas. Dado que sstas Ultimas son requerides, segin se ha visto, para
el proceso de iniciacién, se postuld le existencia de un factor ques determi-
narfa la disociacidn de los ribosomas 70S para permitir la reiniciacidén de
cadenss pept{dicas, y se supuso que esa actividad estarfa en consecuencia
vinculada a este (ltimo proceso y msociada a los factores de iniciacién,

Se observs, en sfecto, que los extractos provenientes del lavado de
las subpartfculas 30S de E.coli con NHgCl 1M contenfan una activided que pro-
vocaba la répida disocieciédn de los ribosomss 70S libres a concentraciones
fisiolégicas de Mg (4mM) (120-b). E1 factor requerido para le disociacidn
era de naturaleza proteica y actuaba sobre ribosomas libres en forma estequio-
métrice mds que catalftica; no era capaz de disociar, en cambio, los riboso-
mas polisémicos (120-121). Tampoco mostraeba una marcada especificidad de es-
pecie bacterisna (122), ya que los exﬁractos da Pseudomonas aeruginosa o Ba-
cillus megaterium sran tan activos sobrs ribosomas 708 de £.,coli como el ex-
tracto ribosémico homdlogo. Se comprobd ademds que las subunidades formadas
por efecto del factor disociente, aisladas en gradiente de sacarosa, eran ac-
tivas en la sintesis de proteinas dirigide por RANA de fago MSy (122),

La presencia de esta actividad disoclante en los extractos ribosémi-
cos de E.coli fué confirmada por Miall y col (123), quienes la purificaron
parcialmente y encontraron que la disociacién, medide a concentracién de Mg++
Smy era proporcional a la cantidad de factor disociante presents.

Gonzélez y col (124) encontraron une actividad disociente en sxtrac-
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tos ribosémicos de Bacillus stearothsrmophilus, cuyas propiedades compararon
con las del factor de disociacidn de E.coli, y encontraron que eran algo di-
ferentes. Leg reaccién de disociacién en ambos e&s temperatura dependients,
aunque en B.stearothermophilus lo es por encima de 30°, Pero mientras en E,
coli se alcanza un estado final, en B.stearothermophilus la reaccidn "in vi-
tro®" no llega aparentemente a una meseta, ain despuds de 60 minutos de incu-
bacién a 45°, Este factor se inactiva parcialmente por preincubacién duran-
te 5 minutos a 50° § 65° y totelmente si es a 70°, Parece ser de naturaleza
proteica, ya que es inactivado por tripsina y se lo extraes tanto de poliso-
mas como de ribosomas 70S y pudo detectarse ain en el sobrenadante de 100,000
X Ge

No se observd especificidad de especis (124), cuando se usaron mez-
clas hibridas de ribosomas y factor de disociacién de E.coli y B.stearother-
mophilus, La actividad disociante en estos Ultimas presenta una variacidn
considerable a lo largo del ciclo de crecimiento de la bacteria, desapare-
ciendo casi completamente en la fase sstacionaria; esta variacidn es parale-
la a la de 1a velocidad de sfntesis de proteines.

Estos autores (124) observaron ademds que la incorporacién de ami-
nodcidos radioactivos en respuesta a mensajeros sintéticos, aumentaba cuan-
do se preincubaban los ribosomas 70S con factor de disociacién, lo que indi-
caria que las particulas subribosdmicas liberadas por efecto disociante del
extracto ribosémico eran activas en la sfntesis de protsinss,

Con preparaciones crudas o parciaealmente purificadas del factor de
disociacidén, tasnto de E.coli como de B, stearothermaophilus, se observd una
estimulacidn del efecto disociante sobre ribosomas bacterianos por el GTP 1
mM (122; 124) y también por ATP y los andlogos GMPPCP y AMPPCP (122),. Otros
autores, sin embargo, noc han observado este efecto (83; 121; 123; 108). Ade-
més, resultados posteriores mostraron gue con factor disociante purificado
de E.coli no se requerfa GTP para la reaccién de disociacién (84),

Por fraccionamiento de las preparaciones crudgs de factores de ini-
ciacidn se encontrS que el factor de disociacién estaba asociado a la fraccidn
IF5 (121) y no a IF, como parecieron indicar los resultados de miell y col
(123). esto se confirmé con prepareciones mas 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 IF5 por ribosoma, Esto
significa que el factor estd presente en cantidades que pueden dar origen so-
laments a un nimero limitado de partfculas subribosdmices libres.

Por estudio de la reaccidn de disociacién e distintas concentracio-

nes de Mg++ se determind que la disociacidén a S5mM sra mucho menos eficiente
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que a concentracioness menores de este ién (aproximadamante 1/10 o menos de
la observada a 1,5uM Mg’ (84)).

Como la unidén de IF5; a la subpartfcula 30S es independiente de la
concentracidén de Mg++ entre S y 15mM (105), la mayor actividad disociante
observada a baja concentracidn de Mg‘H y viceversa (84) no ser{a debida a
un cambio de la afinidad de la subparticula 30S por el factor., E1 efecto del
Mg++ que promueve la asoclacidén de las subparticulas ribosémicas no parece
estar pues, directamente relacionado con IF 5.

Con andlisis por centrifugacidén en gradientes de sacarosa no se ha
podido detectar ningin intermediario 355-1F3-708. adn en experimentos lleve-
dos a cabo a 0° y 10mM Mg++ (108), condicionaes en que précticemente no exis-
ten subpartfculas 305 libres ni posibilidad de disociacién de 70S (84), con
el consiguiente intercambio esponténec de partfculas subribosémicas (126-127).
Por otra parte, favoreciendo, por aumento de la temperatura (37°), el inter-
cambio de partfculas subribosémicas, se observa que a los 15 minutos hay un
34% de intercambio, pero que el agregado de IF3 no lo aumenta ni causa una
disociacién neta de los ribosomas 70S (108). Estos resultados, sumados a evi-
dencias previas, parecerfan indicar (105; 128) que IF5 actuarfa segin sl si-

gulente esquema:

(a) 70s.Mg'T @ ————= 705 + Mg
w

(b) 205 e — 505 + 308
—

(¢) 305+ 1F, —= 30S.IF
—_ 3

. +
ws.Mg't + IF, ———— 05 + mg't + 30s.1F;

53— —
en el que el efecto del Mg++ seria independiente da IFB' los ribosomas 70S
no tendrien un sitio libre para la unién del factor y el mecanismo de la di-
sociacién serfa un desplazamiento de la reeccidén (b) causado por la reaccién
(c) (128).Recientementa, Beller y col (129) han demostrado la reversibilidad
de la reaccién de disociacidn entre los ribosomas y el factor de disociacidn
de E.coli, usando ribosomas marcados en luger de IF‘3 marcado,

., Los estudios realizados por Thibault y col (106) con IF3_355 apoyan
las conclusiones de Sabol y Ochoa (108).

Esta formulacién estd vinculada a una concepcidn del ciclo polisémi-
co en la gue los ribosomas liberados por terminacién de las cadenas peptidi-
cas en polisomas, son mondmeros 705 y no subpartfculas libres. Tal como se
refier en la seccién I.4, parece mds probable la concepcidn opuesta (los: pro-
ductos de tarminacién serfan las subparticulas), en Cuyo caso 8l esquema an-
terior deberia ser revisado.

Recientemente se ha detectado la existencia de cepas de E.coli con
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mutaciones ambar que afectan la actividad del factor disociants, disminuyén-
dbla en forma considerable, La introduccién de supresores fuertes restaura
los niveles de actividad disociante a los de le cepa salvaje ( 130 ). Ge
estd estudiards la obvia posibilidad de qua esas mutaciones afecten sl gen
que codifica para el fector de disociacién,

Agsteribbe y cel, (131) han observado que el factor de disociacién
obtenido de ribosaomas de Fecoli, que es espec{ficamente activo para los ribg =
somas mitocondriales de "Neuraospora crassa" , es en cambio, incapaz de diso-

ciar los ribosomas citoplasméticos,

El ciclo ribosdmico en Procariotes:

En el ciclo ribosémico en bacterias pueden discernirse distintos
pasos: la unifn secuencial de las partfculas subribosédmicas al RANA mensajero,
la: traduccidn simulténeas de una molécula de mRANA por varios ribasomas desfa-
sados, en una estructura polisémica, y la liberecifin de las unidades ribosdé-
micas activas despufs de completar la traduccidn (14). Este proceso cfclico
involucraris la disociacién de los ribosomas después de cada evento da tre-
duccifn completa (136) y la asociacién de las partfculs subribosémicas paras
iniciar nuevamente la sfntesis (137-138)

No se conoce con certeza sl momento preciso en qus se disocian los
ribosomas, En particular esté en discusidn si al completar la cadena peptf=-
dica, los ribosomas se liberan del mANA en forma ds monfmeros o si la diso-
ciacifn es simulténea con la terminacién y se liberan como partfculs subri-
bosdmicas,

Lae acumulacién de mondmeros a expensas de los polisomas en condicio-
nes en que disminuye la velocidad total de sfntesis de proteinas, tales como
la limitacién de la fuente de carbono (119;139), la carencie de aminofcidos
(119; 136), el agotamiento de f-Mst-tRYA (52; 140), el enfriamiento lento de
los cultivos en crecimiento (141), o el estar de las cflulas en fase sstacio-
naria(141), han sido interpratados como svidaencia de que los ribosomas son
liberados en una forma estable: como mondmeros libres y no disociados, que
solo postsriormente son convertidos en partfculas subribosdmicas (119). Su
disociacién en partfculas 306 y 505 n;fivas depender{a de la accidn de un
factor da disociacién ribosémica (120), identificado shore con el factor de
iniciacibn IFg, (83; 84; 125),

Sin embargo, en estudios "in vitro®™ se ha cbservado que durante la
sfntesis de protefnas, exists un intercambio contf{nuo de partfculas subribo-

sémicas entre la fraccidn de los ribosomas que participan de la traduccién
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y 8l reservoric de las partfculas 305 y S0S libres, en tanto qus los ribosg-
mas mondmeros ( que no sinteti:zan ) no se equilibran rapidamente con las par-
tfculas subribos8micas; esto se considera como evidencia de que los ribosomas
ss disocian al terminar la traduccién y se liberan como partfculas 30S y S06
(136; 142; 143). En condiciones subdptimas para la sfntesis de protefnas es-
tas particulas subribosémicas se reasocian facilmente para forwmar monédmeros
(142-143), que son distintos de los ribosomas mondmeros en polisomas , se=
gln se svidencia por su disociacién espec{fica en presencia del ién Nat

(142; 143), RANAsa (144-145) o el factor de disociacidn (122), o también por
efecto de la presién'hidrostética generada durante la centrifugacién a alta
velocidad (146). S8 propuso (128; 142) que estas partfculas 705 libres (que
no estén unidas , cadenas polipeptfdicas ni a mRANA (140; 141), y gue no pro-
visnen de la degradacidn de polisomas, ni son monosomas de iniciacién o ter-
minacién), serfen productos latsrales del ciclo ribosémico; las mismas cons-
tituirfan una reserva de ribosomas inactivos que participarfa sn el proceso
de traduccién sélo cuando las céluas necesitaran mayores velocidades de sin-
tesis de protefnas, El1 factor IF3, que impedirfa la reasociacién de las par-
t{culas subribosémicas 305 y 50S y, &n consecuencia la formacién de ribosomas
70S, controlarfe as{ @1 nimero de ribosomas activaos; lo harfa por regulacidén
del balance de los flujos de las partfculas subribosémicas hacia polisomas

o hacia monémeros libres inactivos en la sintesis, De acuerdo a ests esguema
de Kaempfer, estos ribosomas no estarfan en equilibrio con las partfculas sub-
ribosdémicas. Sin embargo, Spirin (127) ha demostrado la existencie de un equi-
librio dindmico entre monémeros y partfculas subribosdmicas, "in vitro". Por
otra parte, experimentos de marcacifin con pulsos "in vivo", con precursores
de proteinas o de RNA, sugieren que la mayor parte de los ribosomas 708 par-
ticipan activamente como intermedierios del ciclo (147),

La formacidn de ribosomas hibridos densidad intermedia, como produc-~
to de la desagregacidn simultdnea de una mezcla constitufda por polisomas en-
dégenos marcados con isétopos pesados y un exceso de polisomas no marcados o
»livianos" (148), en condiciones gue nao permiten la reiniciacién, did base
de sustentacidn a la idea de que los productos inmediatos de la terminacidn
eran las particulas subribosémicas libres e inestables; su reasociacién pro-
ducirfa los ribosoumas 70S observados, libres y estables, como producto secun-
dario, En este caso la terninacidn liberarfa simultdneamente particulas 30S
y 50S livienas y pesadas, que &l reasoclerse indiscriminadamente, darfen lu-
gar a los ribosomas hibridos (142),

Se encontrd posteriuormente que pusde producirse la disociacidn de

los ribosomas pesados libres a medida que sedimentan en un gradiente de sa-



carosa, por la presién hidrostédtica , mimetizando la formaecién de hibridos
(126). Eliminando entonces este "artefacto" mediante la fijacidn con glutaral-
deh{do antes del anflisis por sedimentacién, pudo observerse que en los expe-
rimentos de desagregacidn mixta ya referidos, los ribosomas libres eran capa-
ces de intercambier répidamente sus subunidades con las partfculas 30S y S0S
libres (126; 149; 150) no sSlo durante, sinu también después de la terminacidén
de la sfntesis de las cadenas pept{dicas; en consecuencia, ese intercambio

no provefa evidencias claras de la formaciéfn de partfculas subribosémicas li-
bres durante el procaso de liberacién de las unidades ribosémicas activas,

ya que la formacién de los ribosomas hfbridos, al ocurrir también después de
este proceso, no es cepaz de discriminar entre los dos modelos de liberacidén
de ribosomas.,.

Con mezclas de polisomas semejantes, Subramanien y Davis (151) préc-
ticamente eliminaron el intercambio de partfculas subribosémicas post-libera-
cién por los ribosomas libres, usando polisomas purificados (relativamento
libres de particulag 305 y S0S y, 8n consecuencia, de los factores de inicia~
cidén, de los cuales son la principal fuente), e incubdndolos ya ssa a tempe-
raturas menores (25°) o a concentraciones de Mg'" superiores (12-14mm) a las
convencionales (37° y Mg'® 10mM). En esas condiciones, o en presencia de pu-
romicina (100 ag/ml), la incubacién de polisomas marcedos con isdtopos pesa-
dos en presencia de un exceso de polisomas livienos lleva a una acumulacién
de los ribosomas liberados, sin intercembio de part{culas subribosémicas,
como ribosomas libres (seglin se confirmé por dieociacién con Nat (143)). De
estos resultados los autores dedujeron que los ribosomas eran libersdas dsl
mRNA por un cambio confurmaciornal de la partfcula 70S intacta, mds que por
disociecidn de los mismos, Puade sin embargo argumentarse que las condiciones
utilizadas para llegar a estas conclusiones podrian alterar la liberadidn
normel de los ribosomas,

Algranati y col (152). por su parte, para dilucidar laforma de 1li-
beracién de los ribosomas polisémicos en el proceso de terminacidn utiliza-
ron condiciones més fisioclégicas: midieron el intercambio de partfculas sub-
ribosémicas durante y despuds de la terninacién de la sintesis de cadenas
peptidicas, 8n presencia de espernmddina, en un sistema acelular "in vitrov,
con mRNA endSgeno y partfculas 30S radiocactives, agregadas a distintos tiem-
pos, 8n condiclionas en que no se produce iniciacidn de la sintesis de pro-
tefinas ni formacién de complejos de iniciacién, Le espermidina, que estabi-
liza los mondémeras 70S que aparecen liberasdos de los polisomas (128), blo-
queandg cualquier intercambio subsecuente de sus subuﬁidades (152), no modi-

ficaba el intercembio de partfculas subribosémicas con los ribosomas 70S mian=-
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tras tenfa lugar la sfntesis de protefnas, pero s{ anulabea el observado co-
mo proceso independiente despuds de la terminacién: en sstas condicionss se
observaba ademés una estrecha correlacidn entre el grado de libaracién de ca-
denas peptf{dicas terminadas (y por ende, de sus respectivas unidades ribosé-
micas) y el concomitente intercambio de subunidades. Estas evidencias lleva-
ron & le conclusidn de gue los ribosomas sufrian una disociacidn simulténea
con el proceso de terminacién y liberacién de las cadenas, En este sistema

la reasociacién ocurre inmediatamente ya que se detectan partfculas 70S en
gradientes de sacarosa; éstas deberfan ser nuevamente disociadas para poder
reiniciar le sintesis de protefnas. Sin embargo no pueds descartarse que par-
te de esas partfculas subribosfmicas liberadas sean utilizadas directamente
en nuevos ciclos de traduccién, ni la posibilidad de que las partfculas 708
reasociadas sean un paso nescesario, aunque répido, del ciclo ribosomal,

£l uso de espermidina en el estudio del intercambio de part{culas
subribosémicas con los ribosomas liberados, en presencia de puromicina (153),
1llevd a conclusiones semejantes a las de Subramanian y Davis (151): los ribo-
somas desasociados del mRNA después de la liberacién de cadenas peptfdicas
incompletas por el antibiético, son mondmeras 70S. En qué radicarie la dife-
rencia entre esta terminacién y la fisiolégica? En ambas ocurririan cambios
conformacionales que llevar{an a una “apertura de las subunidades del riboso
ma paera abandonar el mRANA, pero mientras gue en el primer caso (liberacidn
por puromicina) se mantendrfan unidas, en la terminacidn natural tendrfa lu-
gar un cambio dréstico que llevarfa a la disociacién.

Se observ8 que el d&cido fusidico impide el intercambio de partfcu-
las subriboséfmices en la terminacidn natural, y que también inhibe el efecto
de la puromicina aumentando dicho intercambio (153). Como los inhibidores de
la translocacién blogquean también la ruptura de polisomas en presencia de pu-
romicina (155), es posible que los ribosomas descargados se muevan a 1o lar-
go del mensajero, més alléd dsl punto de liberacidn del péptido por la droga
y que se necesita una, alguna o muchas translocaciones de las particulas ri-
bosémices de los polisomas, vacantes por puromicina, antes de que ocurra su
liberacién. "

Las conclusiones de Subramanian y Davis y de Algranati y col. coin-
ciden, segin vemos, son respecto al estado de los ribosomas polisémicos al
ser liberados como mondmeros por efecto de la puromicina; pero discrepan en
cuanto a la terminacién natural. Si bien la cuestién no puede considerarse
definitivamente resuelta, el modelo de ciclo propussto por Algranati y col.

en bacterias, concuerda con el generalmente aceptado en eucariotes,
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I.5 El proceso de la iniciaci8n en sucariotes:

En el citoplasma de células nucleadas la iniciacién de cadenas pep-
t{dicas se ha revelado como un proceso que, si bien tiene rasgos generales
semejantes a los de las bacterias, ostenta un grado de complejidad mayor, y
aln no se puede dar un panorama detallado clarc de los pasos y resacciones in-
volucrados,

Como en las bacterias, en la iniciacidn de sucariotes intervienen
subparticulas ribosémicas (ahora 40S y 60S), mRANA, aminoacil-tANA iniciador,
GTP y una serie de factores protsicos de iniciacién, cuyo nimero ha ido in
crementando (véase por ejemplo la revisién de Haselkorn y Rothman-Devies (16)).

Como en otros campos de la bioquimica, el paulatino aumento del gre-
do de purificacién y homogeneidad de las distintas fracciones gue intervie-
nen en el proceso de iniciacién, hapermitido ponsr de manifiesto la interven-
cidn de nuevos factores, hasta entonces ignorados, Pero siguen surgiendo nue-
vos requerimientos que revelan que la incdgnita sobre el ndmsro total de fac-
torss intervinientes aun sigue en vigencia y que, en sucariotes, el mecanis-
mo del proceso de iniciacidn no ha sido totalmente dilucidado; pero el desa-
rrollo de nussvas mdtodos para el daslamiento y purificacidn, asf coms de los
sistemas pars medir su atividad "in vitro", permiten entrever la posibilidad
de que en un futuro préximo pueda definirse en forma inequfvoca el aorden de
los pasos y los componentss macromoleculares que se requieren en cada uno de

los mismas,

I.5.1 Aninoacil—-tRANA iniciador:

En arganismos superiores nunca se haencontrado F-Met—tRNAf, excep-
to en mitocondrias (157-158) y en cloroplastos (158)., €n estas organelas, qus
tienen semajanzas con los procariotes, el f-Met-tRNAf parece funcionar como
iniciador sobre los ribosomas 70S,

fa ausencia de aminodcido N-terminal con el grupo amino bloqueado
en células de eucariotes (33; 159-162) sugirié gue las mismas tendrfan que
utilizgr un mecanismo de inlciacidn diferente del observado en los sistemas
bacterianos. Sin embargo, varios laboratorios (29 163-167) encontraron que
el citoplasma de células de algunns eucariotes también contenf{a dos especies
de Met-tRNA. Aunque estos sistemas no tienen transformilasas, con frecuencia
sa encuentra que uno de esis Met-tANA puede ser formilado por enzimas bacte-

rianas (con axcepcién del trigo) (14; 137) y asf funcionar como iniciador
en sistemas acelulares de E.coli, con igualess requerimientos y propiedades
que 8l f-Met-tANAf de E.coli (1373 156), lo que indica gue los ribosomas 805
no interactdan con tRNAs con aminoécidos bloqueados,

La especie formilable (designada Met-tANAf es la qus actla como i-
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niciadora (24) mientras que la otra, designada Met-tANA  incorpora metioni-
na sélo en posiciones internas de la cadena polipeptfdica.

Esta sxcluyente especificidad de codificacién de las especies de
tRNAMBt en la iniciacidn o en la elongacidn, ha sido estudimda en distintos

sistemas, As{, en sistemas acelulares de reticulocitos de conejo con tRNAs

hom§logos (169-170) o heterdlogos (29) se observé que el tHNArOt , transfie-
re metionina a polipéptidos en respuesta al coddn inicial de metionina (AUG),

t
mientras que el tRNAM: la transfiere en respuesta a codones de metionina

interna (AUG). Iguamles resultados se obtuvieron en un sistema acelular de tu-
mor ascftico con mANAs sintéticos (167) y en citoplasma de Neurospora crassa
(42).

En sistemas acelulares de gérmen de trigo (171) se separaron tres
especies de tRNAMat, de las cuales dos parecen funcionar en la iniciacidn de
cadenas. De éstas, la especis menor es formilable por una transformilasa muy
activa, existente an extractos de gérmen de trigo, La especie mayor, desig-
nada tRNAret. no es formilable. Un estudio de su localizacién celular, en ho-

jas de trigo (172) mostré que se encuentra en el citoplasma, mientras que la

especie formilable estd en los cloroplastos y funciona en lainiciacién, en
Met

i
ferir metionina e la pasicién N-terminal de péptidos producidos ®"in vitro®

los mismos, como F-Mst-tRNA, Se mostrd que el Met-tRNA es capaz de trans-
en un sistema acelular de smbridn de trigo con un mRANA natural, el de TW

(34). La incorporacién de metionina de Met-tRNA:et ocurre sflo en posiciones
internas de las cadenas pept{dicas, luego de un intervalo de tiempo inicial,
lo gue es consistente con una funcidn en la elongacién de cadenas.

Las semillas de Vicia feba(L) también contienen tres especies de
tHNAMBt, con caracter{sticas y funciones semejantes a las de gérmen de trigo,
ds acuerdo s los rssultados obtenidos por andlisis de los productos de in-
corporacién de aminodcidos dirigida por mRNA endégeno, poli-AUG & poli-UG
(35). Aqul tembién uno de los tRANAs iniciadores parece funcionar en las orga-
nelas celulares.

También la cadena alfa A_ de alfa cristalina de ternera se inicia

2
con la incorporacién de un residuc metinonina donado exclusivamente por Met-
tRNA:et i la metionina interna es donada por laotra especie de Met-tRNA (43].

I1.5.2 Factores de iniciecién:

Aunque ha habido un rédpido progreso en la separacidn, purificacién
y parcial caracterizacién funcional de varios factorss proteicos involucra-
dos, adn no esté claro su rol en el mecanismo de la iniciacién de cadenas
peptfdicas en eucariote (173-175).

Los resultados obtenidos provienen fundamentalmente de estudios rea-
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lizados en sistemas acelulares de reticulocitos de conejo, hfgado y misculo
de rata, misculo de embrién de pollo, oviducto de gallina, levadura, gérmen
de trigo, insectos, larvas de crustdceos y tumores, La localizacién celular
de los factores varfa en los distintos sistemas y tejidos,

Los factores de iniciacién obtenidos de ribosomas de reticulocitos
de conejo, por lavado con altas concentraciones salinas, fueron estudiados
en el laboratoric de Anderson (176-185). Estos factores, obtenidos de célu-
las que han perdido su nidcleo, son muy semejantes, si no idénticos a los ob-
tenidos de ribosomas de células nucleadas de higado de conejo (186). Se han
encontrado algunas fracciones o factores individuales de otros sistemas de
eucariotes que funcionan en forma semejante a los factores de iniciacién de
reticulocitos. Otros, en cembio, na han sido comparados o resulta diffcil es-

tablecer su correspondencia con los cbtenidos de otras fuentss,

I.5.2.1 Obtencidn de los factores a partir de distintas fuentes y propiedades de

los mismos:

I1.5.2¢1c1Extractos ribosaomales; A semejanza de lo observado anteriormente en bac-

terias, se encontrd, en reticulocitos de consjo, que ciertas fracciones pro-
teicas extrafdas de los ribosomas con altas concentraciones de cationes mo-
novalentes, son necesarios para la sintesis "de novo" de protefnas en el sis-
tema acelular, Asf, en 1967, Miller y col (173-a) observaron que los riboso-
mas lavados con KCl1 0,5M, gue habfan perdido la capacidad de sintetizar glo-
bina con mensajero enddgeno, la recuperaban por el agregado del extracta ri-
bosomal, Este extracto no purificado provocaba, ademas, una disminucidn de
la concentracidn Sptima de Mg++ requerida para la sfintesis de polifenilelani-
na dirigida por poli-u (173-b), y promovfa la reactivacién de ribosomas ago-
tados (que habfan perdido su capacidad de sintesis de protefnas por incuba-
cién exhaustiva en un sistema acelular completo) y la reformacidn de poliso-
mas a partir de los mismos (175-a). Al hacer un andlisis mds detallado de la
naturaleza del extracto ribosdmico, se encontrd que, por centrifugacién en
gradientes de sacarosa, podia separarse la actividad en dos fracciones que
tenian:distintas funciones y actuaban sinérgicamente (l?5-b).

Andersan y col (176-185) confirmaron los resultados de Miller y lo-

graron separar cuatro factores, Ml, M, MZB Yy M3, cuyas propledades y fun-

2A
ciones se describen en el Cuadro 1I,

De los estudios realizados por dichos autores con estos factores
surgse qua las principales diferencias entre los modelos natural y artificial
(con mensa jero cintético) de iniciacidn en memiferos, son el requerimiento

de GTP para la unidn de Met-tRNA¢ y el requerimiento de M3 pera la sintesis

de la primer unidn pept{dica con mRNAs naturales (endogeno o exdgeno); esto
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Ultimo marca una evidente diferencia con lo observado en bacteries. Es impor-
tante recalcar que la manifiesta necesidad de M3 para latraduccidn de mRNA
de mamf{feros, sflo surgid de estudios con modelos naturales; ninguno de los
modelos artificiales descriptos habria podido predecir su requerimiento.
Schreier y Steehelin (191) separaron del extracto ribosémico de re-
ticulocitos de conejo cuatro factores, necesarins para la sfntesis de globi-
na, que denominaron IFEl' 2,3y4 (E por euceriotes). Purificaran IFE3 y
encontraron que era semejante al M:3 de Anderson y col., pero IFE, no s8 ase-

2
mejaba, de acuerdo a su afinided en DEAE-celulosa, a ninguno de los factores
descritos por estos investigadores. Se purificéd tambidn un factor IFE:3 de cé-
lulas de tumor ascftico de Krebs de ratfn y de higado de cobayo, En todos los
casos su principal carscter{stica es su gran tamaﬁo (191). Ambos factores son
sensibles a NEM.

Gupta y col, (192-195) por preincubacién de los ribosomas (en lugar
del lavado habitual con altas concentreciones idnicas), obtuvieron un siste-
ma de reticulocitos de conejo que dependfa del agregado de varios factores
de iniciacién. Obtuvieron una fracecidn I ( lavedo de los ribosemas con KCl
0,5 M) que separaron en por lo menos tres factores, por cromatografia en
DEAE celulosa: IF1, IF2 y IF3, Para obtener la mlxima incorporacidn de mstio-
nina ( Met-tRANAg pre-formado ) se requieren los tres factores; estaos parecen
corresponder a los factores Mp y M3 descriptos por Anderson y col, Los ribo-
somas preincubados no requieren el agregade del extracto ribosomal o la su-
ma de los tres factores para incorporar fenilalanina-14C en respuesta & poe
1i-U, lo que sugisere que los mismos retienen al factor Mj.

Por reextraccién con KCl 1M de los ribosomas lavados previamente
con KC1 0,58 (194), se obtuvo otro factor proteico, Fy» Que se une a Met-
tRNAf y & otros tRNAs, en ausencia de GIP. Posiblemente se une inaspacific.—
mente @ distintas especies de RNA, ya que su unién con Met-tRANAf es inhibida
por tRNA deacilado de reticulocitos, poli-U, poli-A y poli-U:poli-A, Esta
fracciln F, es capaz de inhibir la sintesis de protefna dirigide por poli-
UG, poli-AUG o poli-U en forma marceda., Aparsntemente esta actividaed inhi-
bitoria no se expresa mientras F estd en los ribosomas; su rol fisioldégico
no ha sido aclarado atn,

Heywood (196-197), describié la presencia de factores de iniciacién
en extractos ribosédmicos de ribosomas de misculo de embrién de pollo, Poste-
riormente aislé tres factores (198-199). €1 factor &F3 elufa de Sephadax
G-200 en forme semejante el M3 , y tenfa también funciocnes semejantes. E1
factor BF) tenfa caracter{stices similares al factor M,. Ds reticulocites

de embridn de pollo fueron aislados tambidn fectores semejantes (29‘0)/ to cé--

lulas L cde ratédn, per fraccicvnamiente del extracte se abtuviersn tres fec-
facteres: IFL-1, 2 y 3) (201-284)



Ds polisomas del oviducto de pollo pusde extraerse con KCl una
fraccién soluble, AvF, capaz de estimular unas diez veces la sintesis de
protefras por ribosomas levedos, dirigida tanto por mensajeros enddgenos
(o naturales) como exdgenos (sintdticos) y capaz también de producir una dis-
minucién de la concentracién de Mg** requerida para la sfintesis dptima de
protefna en ambos tipos de sistemas (205). La fraccién AvF es inactivade por
calentamiento a 60°, pronasa o NEM, pero no por RNAsa, lo que sugieres que
tiene uns naturaleza proteica,

Grummt y Bislka (206) eislaron una fraccidn proteica de ribosomes
de hfgado de rata por precipitacidn de los mismos con MgCls 50 mM y subsi-
guiente lavado con MgCl, 10 mM, Ese fraccidn permite la sintesis de polife-
nilalanina dirigidea por poli-=U, con ribosomas lavados, a baja concentracién
de Mg** (3 mM) y es indispensable para la iniciecidn del polipéptido, La
formaci8n del dipéptido inicial, N-acetil-fenilalanil-puromicina, depende
del lavado ribosomal,

Ilan e Ilan (207), estudiando los requerimientos para la iniciacidén
en sistemas acelulares de insectos, encontraron en extractos ribosomales de
Tensbrio tres factores ( I,y Io e 13 ) que se requisren para la traduccidn
del mANA natural, Con AUG(U), se necesitan solo los factores I1 s Io, E1
factor 13 fubd aislado dsl complsjo de ribonuclsoprotefna que se libera de los

polisomas por tratamiento con KC1l 1M,

1.5.2.1.2 Sobrenadantes post-ribosomales : También se han encontrado factores de

iniciacién en los sabrenadantes post-ribosomales de reticulocitos de conejo
(208;216-217), hfgado de rata (209-212), células de tumor ascftico (213) ,
embrifn de trigo (188-190; 214-215) y Artemia salina (218-221),

Asf, Fuhr y col, (208) describieron un factor de iniciacidn presen-
te en lisados de reticulocitos, que se obtenfa del sobrenadante de la preci-
pitacién a pH S, por precipitacidén con (NH4)2 S04 & 40% de saturacidn., Es~
te factor elufs de Sephadex G-200 en forma semejante al factor M3 y estimula-
ba la sfntesis de globina por ribosomas totales crudos (obtanidos por preci-
pitecién a pH 5 y rediselucidn),

Ges-Clough y Arnstein (216),Ptambién en lisados de reticulocitos,
describieron la presencia de un factomr de iniciacidn en la fraccién del so-
brenadante de 100,000 x g que precipita con (NH ;)2 SO; & 40-70 % de sature-
cidn. Este factor se inactivaba por congelamiento y descongslamiento de la
preparacifn, Era semejante a M3 por su comportamiento en cromatograffa en
Sephadex G-200., Estimulaba la sintesis de globina por ribosomas derivados

con igual capacidad que un extracto ribosémico en KC1 Q0,5 WM,
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También en el sistema acelular crudo de reticulocitocs de conejo se
ha observado la existencia de un factor (o factores) soluble, involucrado en
la stapa de iniciacifn (217), que es termclébil y que se consume o inactiva
a lo largo del funcionemiento de la sfntesis de protefnas,

En hfgado de rata, la fraccién soluble cruda promov{a la unién de
N-acetil-fenilalanil-tANA a 40 S y, en menor grado, a 80 S y a 40+60 & (209).
El poli-U y el GTP no afectaban la unifn de &ste aminoacil-tRNA a 40 §, Por
sus caracter{stices, puede distinguirse claramente esta actividad de la del
factor de elongecién Ty (209). Esta fraccién cruda promovfa también la unidn
de phe-tRNA, poli-U dependiente, a subpartficulas 40 S de hfgado o de misculo
de rata, a baja concentracién de Mg**, Esa unifin requerfa GIP y era inhibida
por NEM (217), El fector que promovf{a la unién (209-211), fué posteriorments
aislado y considerablemente purificado por cromatograffa en DEAE celulosa @
hidroxiapatita (212). Su P.M, determinado por Sephadex G-200, es aproximada-
mente 53,000, Por sus caracteristicas cromatogréficas y funcionales se asems-
ja al factor M; de reticulocitos.

En c8lulas de tumor ascftico el sobrenadante postmicrosomal contie-
ne ios factores que catelizan la unidn de phe~-tANA a ribosomas 40 S de mfiscu-
lo esquelético de rata, la sfntesis de polifenilalanina a baja concentracién
de Mg++ y la traduccidén de mANA de virus de encefalomiocarditis ( emc) por
ribosomas reconstitufdos a partir de subpartfculas ribosdmicas; contiens por
lo tanto, los factores de iniciacién de mamfferos M;, M> y M3 (213 a), & di-
ferencia de los sobrenadantes de hfgado de rata o de misculo, gue contienen
solo My . La fraccién extrafda con KC1 1M de microsomas de estas dos Jdltimas
fuentes (213 b) contienen M) y M> , En ninguna de les dos hay, en cambio,
factor M3 activo para la traduccién del mANA de virus (213 b).

En sistemas derivados de embridn de trigo se aislaron dos factores
(c y D) anflogos a los factores IF) e IF2 de sistemas bacterianos y a My ¥y
> de reticulocitos, Pero en embrifn de trigo son componentes del sobrenadan-
te (188-190),. En experimentos preliminares se obtuvieron indicios de un ter-
cer factor que estarfa asociado a los ribosomas (214),

Los factores de iniciacidén del crustdceo Artemia salina se encontre-
ron en el sobrenadante (218—221). El factor que promueve la unién a 40 S de
f-Met-tANAp de E. coll, dirigida por AUG, a baja concentracidn de mg++ (218)
es bésico y tiene un P.M., de aproximadamente 145,000; parece estar constituf-
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 Gltimo ,
gue no es sensible a NEM (219), los factores de sabrenadante tanto de Artemia

salina como de hfgado de rata y células L, son inactivados por este reactivo



ds grupos sulfhidrilos, al igual que en el extracto ribosémico de aviducto
de pollo,

Se habfa observado que sl factor Mo de reticulocitos es capaz de
hidrolizar no solo GTP, sino también ATP, lo que marca una difersncia con el
sistema de procariotes y apuntarf{a a una posible funcién del ATP en la inicia-
cibn de la sfntesis de protefnms en eucariotes, como la observara Marcus en
smbrién de trigo (188-189). Maxwell (190) observé, en el sobrenadante post-
microsomal de hfgado un factor capaz también de hidrolizar tanto GTP comao ATP.

El extracto ribosémico de reticulocitos contiene un factor que pro-
mueve la disociacifn de los ribosomas mondmeros en subpartfculas ribosdmicas
de 40 5 y 60 S (187; 222-224), Como estas subpartfculas estédn directamente
involucradas en el proceso de iniciacidn, y en E. coli el factor de disocia-
cién de ribosomas (DF) ha sido identificado con uno de los factores de ini-
ciacidn (el factor IF3 (83-84) ), se considerd importante determinar si el
factor de disociacién en reticulocitos era idé&ntico o n8 & alguno de los fac-
tores de iniciacién, particularmente a M3 ( con el que habfa sido identifica-
do en forma tentativa por algunos autores (224) ). En estudios preliminares
se habfa encontrado esa actividad en la fraccidn Mpa (222). Sin embargo, una
mayor purificacidn (cromatograffa en columnas de fosfocelulosa, DEAE-celulo=-
sa e hidroxiapatita), permitid establecer la falta de identificacidn del fac-
tor de disociacién con los factores conocidas, a quienes no podfa resmplazar
en ensayos de s{ntesis de polifenilalanina (187).

Las caracterfsticas de este factor de disociacidn serén discutidas
m&s adelante., Su posible relacidn con las preparaciones de factores de ini-
ciacidn de reticulocitos aislados en otros laboratorios (191; 193-195), ne

han sido establecidas aln,

I1.5.,3 Pasos en el proceso de iniciacidn:

El mecenismo que lleva & la iniciacién de la sf{ntesis de protefnas
en sucariotes e&s,a grandes rasgos, semejante al observado en bacterias. Uno
de los primeros intermediarios ds la iniciacién es, aparentemente, &l comple-
Jo 405LmHNA—tRNA iniciador, al que se‘unirfa luego la subunidad ribosdmica
de 60 S, parma dar el complejo de iniciacidn 80 s,

La interaccidn del mANA con la subunidad 40 S ha sido demostrada
por Heywood (196-197), usando mANA de miosina purificado de mdsculo esqualé-
tico de embrién de pollo., Esa unién, que ocurrfa en pressncia de GTP, tRANA
y factores de iniciacién, era previa al agregado de la subunidad 60 §, E1
factor EF3, qus promovia esa unién, lo hacfa también en presencia de GMPPCP

(198-200) y era capaz, ademds, de discriminar entre los mensajerns de miosina
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y- hemaglobina, La unidn del mANA & ribasomms ora promovida, juntn con EFS’
por el facj:cr Hfl.

Que las partfculas subribosémicas son nrecursoras directaes de las
unidades ribasdmicas an solieamas surde o experimantos anp odlular Maln
(225) que demostraban que las subparticulas entraban a los polisomes antes
de combinarss para formar mondmeros. $e hicieron obssrvacionas similares
en c8lulas de tumor ascftico (225). En baze n cllas Hogan y Korner propu-
sieron que les subpartfculas estaban J<ir-cismznte involucradas en la for-
macidh y ruptura de los policomas, siendo las riboscmas 808 s5lo un reser-
vorio de subunidades. En levaduras (227) se demostrf, por asxparimentas dn
trasferencia a medio de cultlvo con isbGtopos pesedos, cu2 los ribosomas ~u-
fren un intercambio de subunidedas durantz el crecimiento,

En reticulocitos de conejo se observd la estimulacidn de lainicio-
cibn por el agregado de prrticules subribosdmicas (3). Dursnte la incubo-
cidn en el sistema acelulzr babfa une dissinuelidn do les subparticulas coe
llevaba a una pérdida paralsla cde la capscidad de los ribosomas de inicler
cadenas peptfdicas,

Moertz y NcCarty (228) cbserveron cug, en incubscinnes de lisedos
ds reticulocitos en presencia de MuF 10md, podian aislacesnz complejos de
polisomas que consistfan en subunidades ribosémicas 40S unidas a mono, ci,
tri y tetrasomas; estos complejos renresentaban intermediarios en la sin-
tesis de protefnas y correspondfian a comclﬁjﬁs 40%-mANA {8l NoF inhibe .-
pacificaments la unién de la subpartfcula 60S}. En c8lulas enteras incuba-
das en ausencia de NaF fu# posible observar tembién, aunque en pequenas
cantidades, sestas sstructuras transitorias, visualizadas por picos inter-
madios en el perfil de absorbancie de los polisomes; las mismas san muy
l4biles,

El reconocimiento del mRNA por la subunidad 403 tiene lugar en pro-
sencia de NaF, pero es blogusado por #cids aurintricarbox{lico (ATA) {273
que como se sabe, inhibe espzcificemente la unidn del mANA a los ribosomas
(104; 230). Esto permitié resolver el procesc de la iniciacién en dos pa-
soss a) la unidn de 405 a los polisomas, que tiene lugar en presencia de
NaF’pero es bloqueada por ATA; vy b) el agregado de la subunidad 60S para
dar el complejo de iniciacién 80S, que 8s inhibido por NaF,

En conejos expuestos a fusfato-azP por un corto lapso (2h), la ma-
yor parte de la marca radincactive se encontrd asociada a las subparticulas
ribosémicas de 40S (231). El andlisis en gradisntes de sscarosa del conto-
nido de RNA de esas partfculas indicd que la marcacidn carraspondfa cast

exclusivamonte a mANA (95). Por exposicionos mds prolongadas (24h), se e-

videncid que habfa FANA ribosémica (1650, mANA y tRNA asociedo a 408,
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Le bleu y col. (232) con WANA de globina purificado (s2e
lado de polisomas como ribonucleoprotefnas , pbr tratamiento con EDTA) confi
maraon que hay una unién selectiva a 40S de reticulccitas, y que el ATA actla
como inhibidor,

En sistamas hoterdlogos se ha observado tambidn la incorporecidén du
subunidades ribosémices d= 405 a polisgmas, En sfecto, con 4OS~3Hfda hfgacds
de rata, s pudo obzervar, poir andlisls en grodisnte dg secmrosa, que sn un
lisado crudo (1:2) de reticulocitas habfc incorporecién de las part{culas
hetardlogas a polisomas, Esta unidn sra dependiants de energfa (ATP - GTP),
sistema gonorador de encrgia (PEP-PK] y dz le temparatura, y era inhibida oo
ATA. (233).

Crystal y col, {181) observaron, en gradientes de sacerosa, la foiv:
cidn de un complsjo 358—Mat-tﬁmﬂf-408bmﬂmﬁ, par incubacién, en un sistema &~
celular de reticulocitocs da consjio, dg ribeszrns lavaedos con KC10,5 M ( Qua
conserven su mANA sndégoeno) , exirzctc ribosdmico crudo y GTP, en prezenciz
de tRNA iniciedor; en una incubecidn similar en que s= agregd ademfa Val-tAM
y factor de elongacidn T3 , puda observerse la presencia del dipéptido:
358~M3t~Vn1 en le regidn polisdmica ( el Hal-tRMNAF unido ap puede formar 1a
primer unién poptidica si no esté presents Ma} {151;185)., Se rogquisre la hi-
drélisis de GTP para la formaciln de 1z primara unldn peptidica (182).la
reaccién es inhibida por dcido Fusidice [1£2). En prasencia de embas subuni-
dades la unidn dal tRANA iniciedor acurrs pradominantemente en la regibn do
80%., Se recuisrasn ambas subpartfculas para la sintesis de los dipdptidos.
N-terminales Mat-puromicine y Met-val (181},

En el sistema aczlular de embridn dz trigo {214), el incubarse con
mANA de virus satélite de la necrosis del tabaco, subunidades derivadas y
fectores de iniciacidn C y Oy en prasencia de GIP y ATP, pudo aislarse, en
gredientes de densidad de sacarcsa, sl complejo Mat-tANA;-40S-mPNA, que sa-
dimenta aproximademznts a 505, Si se epragan suffnidedss 60S heyun desplaze-
misnto de ls marcacidn hacia la zona de mondmeros. €1 GTP pusds ser suatitul
do por GMPPCP (214). £1 sistema pueds ser programado con otraos virus de plir
tas, E1 ATA inhibe la formacidn del éomolejo 405; el KF la del comnlajo €05,

Burgess y Mzch (234) observeron laformacidén de un complejo ds ini-

ciacién especifico para Met-tRANA_., con 40S alsladas da plasmocitoma de ratén

£
Ese complejo, formado a bajas concsitraciones de Mg++. requiers GIP, factore
de iniqiacién y 6l triplete AUG y &8s detectadao sobre filtros de membrana. E1
agregado de subunidades 60S no estimula esta unidn,

En gensrel los requarimientos pars la unién da Uat-tﬂuhf an el efc-

tara ds mami{feros pareca sar sernzjonte a los del sistema bacteriuny, exc:sp



te por la ausencia de formilacidn del Met-tRNA.

En sistemas acelulares de insecta (207) se observé que le formacién
del complejo de iniciacidn 40S-AUG(U). - Met-tRNA; requiere factor I, y GIP
(se mide por retencién en membranas de nitrocelulosa), pero no hay précti-
camenta hidrdlisis de GTP-gamma 32P. Al agregar subunidad 60S se forma el
complejo de iniciacidn 80S, peso en que sf hay hidrdlisis de GTP.

La capacidad de los lisados no fraccionados de reticulocitos de
formar complejos de iniciacidén 3H—Met—tFINA-QOS‘-mﬂNA (visualizados en gra-
dientes de densidad de aacarosa). desaparece por agotamiento del mismo por
incubacidn prolongada, Le pérdida concomitante de la actividad iniciadora y
de la capacidad de formar complesjos de iniciecidn, sugieren que el factor
de iniciacidn 1ébil del sabrenadante (217) podrfa intervenir en laformacién
de dichos complejos.

La fraccién soluble cruda de higado de rata (210) promovia la unién
de Phe-tANA a 40S, dirigida por poli-U, a baja concentracién de Mg++, unidn
que requerfa GTP, Esta fraccidn catalizaba ademés la reasociacién de las sub-
partfculas ribosémices, dependiente de poli-U y Phe-tRNA, en condiciones en
que no ocurria espontineamente (211) (en buffer con reasociascién inhibide:
Tris 10mM, MgCl, 3,5mM, KC1l 120mM y mercaptoetanol 10mM). El factor que pro-
movia la unidn de Phe-tANA aislado y purificado considerablemsntea, no reque-
ria GIP, pero s{ poli-U (212)j en contreste con los resultados preliminares
con la fraccién cruda (210). Esta unién era parcialmente inhibida por la sub-
partfcula 605 (212). Este factor promovia también la unién a 40S de f-Mat-
tRNAf y des N-acetil-Phe-tRNA, en presencia de poli-U,

El factor de iniciacién del sobrenadante da Artemis salina que pro-
movia la unién a 40S de f-Met-tRANAg de E.coli, dirigida por AUG, a& baja con-
centracién de Mg++ (218). tampoco requeria GTP. La reaccidén es inhibidé por
ATA y por edeina y NEM.

En el extracto ribosémico de reticulocitos de conejo, Gupta y col,

(192-195) aislaron un factor (IFl) que unfa espec{ficamente Met-tRNA_ en pre-

f
sencia de GTP, dando un complejo que era retenido por membranas de nitrocelu-
losa (@ semejanza del factor IF, de E.coll (92; 109-a). Este complejo terna-
rio, que parsce ser un paso esencial para la transferencia de metionina de
Met-tRNAf a la posicién N-terminal de los péptidos sintetizados, fué obteni-
do también por Dettman y Stanley (235). La eficiencia de transferencia de

metionina catalizada por IF, en respuseta a poli AUG es de 3 a 4 veces mayor

1

que en respuesta a poli-UG (194). La unidén a IF, es especifica para el tRNA .

1
iniciador, e inhibida por le presencia de ribosomas (195) y por bajos nive-

les (60 micromolar) de ATA (235). En cambio es inseneible a NeF (1 a 10mM) o
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pactemicina (1,8 x IO-SM al,8 x 10-4M). Los otros dos fectores aislados
(IF, a IF;) actdan sinérgicamente con IF,).

Levin y col,.(201-204) habfan encontrado que un factor proteico del
denominado extracto ribosdmico (con KCl 1M) de células L, formaba un comple-
Jo ternario espec{fico con Met-tRANA. de hfigado de rata y GTP, independiente
de mRNA y ribosomas, que es retesnido por membranas de nitrocelulosa (semojan—
te al complejo observado en reticulocitos de conejo (192; 235).

Esos mismos autores observaron que la unidén del complejo ternario,
gue perece ser un "transportador” de tANA iniciador, precede a la incorpora-
cién del mRNA (203-204). En efecto, esta complsjo factor-Met-tRNAg-GTP, @3
capaz de unirse a la subunidad 40S en presencia de GIP y de las otras frac-
ciones aisladas del extracto ribosémico por pasaje a través de DEAE-cslulosa
(se ussron subunidades ribosdmicas lavadas con KCl); se forma as{ un comple-
Jo que, por la subsecuente asociacién con 60S lleva a la formacidn de un com-
plejo 805, Este complejo es funcional, como lo demuestra su capacidad de sin-
tetizar el dipéptido Met-puromicina en presencia de este antibidtico,

El factor L, era el que promovia la formacién del complejo ternario.
€ste se formaba por unidn a Met-tRANA, tanto en presencia de GTP como de
GMPPCP (204),

£l factor L2 funcionaba como factor requerido para la insercién del
ANA mensajero, Ly aumentaba considerablemente la formacién del complsjo 80S,
en presencia de L2 y L3; este complejo reguerfa GTP, gue no podfa, en este
caso, ser sustitufdo por sus andlogos (beta o gamma metilén-GTP),

El factor que forma el complejo ternario fué luego identificado co-
mo factor IFL, (204). La reaccidn de unidn de mRNA de reovirus, estimulada
por la presencia de IFL2, lleva a la formacidn del complejo 40S-Met-tRNAe~
mANA, al que se asocia lasubunidad 60S. Se requiere GIP en todos los pasos
pero, salva en el Gltimo, éste puede ser sustitufdo por GMPPCP,., Puede aceptar-
se que, en términos generales, son esos los pasos que llevan a la obtencidén
de un complejo de iniciacidn B80S listo para comenzar lea etapa de elongacién,

' En abiertae divergencia con los resultados precedentes, que enfatizan
la participacién del mRNA en la constitucidn del complejo de la part{cula 40S
con Met-tRNAg, estudios recientes sugleren que 18 iniciacidén de la sfntesis
de protefnas en eucariotes a diferencia del mecanismo gensralmente aceptado
en bacterias, ocurrir{a por unién del Met-tRNA¢ iniciador a la subunidad ri-
bosémica 40S, independientemente del mRNA. Se sugirid que este complejo sin
mRNA (QOS-Met-tRNAf), promovido por factores de iniciacién de mamfferos, era’
el primer intermediario natural de la iniciacién., Este modelo supones que es

el tANA iniciador el que dirige la unién y correcta puesta en fase del mRNA,



y no a la inversa,

Schreiser y Staehelin (191), en efecto, aislaron cuatro factores de
iniciacidn en extractos ribosémicos de reticulocitos: IF'El,Z,a y 4 y obser-
varon qus, con IF-E; y IF-Ej, la unién de (3H)-Mut-tnﬂnf a 405, dmstectadm per
anflisis en gradientes de sacarosa, sra igualmente eficients en presencia o
en ausencia de mRNA natural, Como IF-E>; es capaz de formar un complejo,GIP
dependiente, con el tRNA iniciador, que no requiere ribosemas ni mRNA, se
presume que la unidn a 40S del Met-tANAg, promovida por IF-E3 seglin se demas-
tré, se har{e probsblemente con sste tRANA complejado con IF-E> y GTP, En pre-
sancia de mensajeros artificisles (poli AUG) se requiere solo IF-E5 para la
unibén de Met-tRNAf @ 40S , Grp dependiente, La unién de la subunidad 60S pa-
ra formar el complejo de iniciacidn 805 requiere un factor adicional; IF=-E4q.

Las partfculas 405 que no tienen Mat-tRNA unido sedimentan a aproxi-
madamente 48S, lo que es compatible con una subunidad 40S complsjada con el
factor IF-E; ( que es bastante grande: aproximadamente 15 & 17S), Esto sugie-
rs que el factor se combinarfa inicialmente a la subunidad ribosémica pequefia
pares dirigir la unidn del tRNA iniciedor, Luego IF-E3 se disociarfa del come
plejo de iniciacién, cumpliendo un funcionamiento cfclico (191).

Este modelo de iniciacidn concuerda con las conclusiones de Darn -
brough y col, (236-237), quienes observaron que, en un lisado crudo de reti-
culocitos, existfa una asociacidn espec{fica de Met-tRNA¢ con una alta proper-
cifn de 405 nativas, que llevaba a la formacidén de complejos estables a la
centrifugacién en medios con baja concentracidn de Mg*+, Esos complejos ne
tenfan mRNA y desaparecfan cuando se inhibfa la iniciacién (237-238), ya sea
con RNA de doble cadena (239-240), con glutatidn oxidado (241), o por ausen-
cia de hemina (242),

El complejo 405-355-Net-tANA podfa convertirse en complejo de inicia-
cidn B805~-35G-Met-tRANA por agregado, al lisado incubado con esparsomicina, de
mRNA como ANA de globina purificedo (RNA 95 de reticulocitos) @ como mRANA en-
dégeno de lisado de reticulocitos, También se observé con el trinucledtido
AUG (283). E1 ATA inhibfa la formacién del complejo de iniciacién 80S mRNA-cw-
pendiente, pero no tenfa efecto sobre la formacidn del complejo 40S-Mat-tANAg,
Este (ltimo complejo era utilizado prefersntemente en la iniciacidén, en lugar
del Met-tRNA¢ libre, En el complejo 405 hay intercambio entre el Met-tANAg
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 40S-Met~-tRANA, no deben considerarse necesariamente
en conflicto con la idea de que el mRANA estimula la unifn de Met-tANAc a

40s. Esa estimulaciédn podrfa ser explicada si se considera que los factores
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nacesarios para formar el complejo 40S-Met-tRANA podrian libsrarse para reci-
clar solo cuando se une el mANA, Otra posible explicacidn serfa que esa es-
timulacién se produce como consecuencia de una relativea inestabilidad del
complejo 40S-Met-tANA con respecto al complsjo 40S-mRANA-Met-tRANA, en las con-
diciones usadas,

Segin hemos visto, Darnbrough y col. (236-237) habfan observado la
unidn de Sas-Met-tRNA a 40S aislados por gel-filtracidn en Sepharosa 68, en
eusencia de mRNA, Otros autores, que obtuvieron resultados semsjantes usando
ribosomas crudos o lavados con sales (181;185;243), han considerado, técite
o abiertamente, que el mRNA participaba en esos complejos; sin embargo se ha
demostrado la posibilidad de que se formen complsjos de mRANA independientes
cuando se usan ribosomas no fraccionados (237).

I.5.4,1 Sitio de unifn del Met-tRNA¢ al ribosoma:la unifn del tRANA iniciador a

la subunidad ribosédmica de 40S ocurre en un sitio que puede denominarse sitio
I (iniciador) (244). E1 hecho de que el sitio P (peptidil) resulte de la aso-
cliacidn de la subunidad 60S al complejo 40S sugiere que &8s generado por com-
ponentes de cada una de las dos subunidades, Uno de los componentes serfa s-
videntemente el sitio I sobre 405, ya qme, como se deduce:- de su reactividad
con puromicina, la molécula de aminocacil-=tRANA iniciador unida a asta subuni-
dad, aparece directamente en el sitio P del ribosoma 805 (244-245),

ta afinidad de varias especies de tRNA deacilado por el sitio P dsl
ribosoma 805 fué observada por distintos autores, en ribnsomas de retfculoci-
tos de conajo ( con tANAPN® (161) y tRNAp®t (246), hfgado de rata (245)

(tAnaMet) cElulas L (247) (trnaMe®

£y m tanAPP® y tANA no fraccionado) o embrio-

nes de Artemis salina (244) (tANaM®t de E.coli, tANAVEl, tANA'Y" de levadurs,
tANAATS y tANA no freccionado de E.coli o Artemis salina), Esa unidn parece
ser debida s una gran afinidad intr{nseca de ese sitio, P, por tales tRﬁAs.
Se sugirid que el tRANA deacilado pusde tener una funcidn regulatoria sobre
la iniciacidn, interfiriendo la unidn del met-tAna¥®® a1 sitio p,

En ausencia de factores proteicos exdgenos, las subunidades ribosé-
micas de 40S de higado de rate (aobtenidas por disociacidn de los ribosomas
con KC1 0,88 M (248) ) unen Met—tHNAihen mayor proporcién gue Met-tRNA, , en
soluciones con concentraciones relativemente altas de Mg** (245). Si se a-
gregan subunidades 60S al complejo ya formado, se obtienen complejos 80S en
que el Met-tRNAi es capaz de reaccionarcon puromicina, en una reaccidn no &=
fectada por el agregado de factores de elongacidn y GTP, indicando que el
sitio de unién es el sitio P,

En experimentos de unidn no enzimética semsjentes a los anteriores |
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con ribosomas de embreidn ds trigo y de E.coli (249);, so observd tambidn
838 marcada afinidad para 1a unidn preferencial del Not-tRNA; (iniciedor)
en presencia de AUG.

| Aunque se considera que la discriminecidn entre las moldculos de
tRNA“at qQue s8 usan para la inicizcidn y iis qua s usan para ccduncss Lntor-
nos ocurre a nivel de los fectores de intciacidn, astos resultsdos sugiorsen
que las partfcules ribosdrices en £, tienan cizrte capeciced para partici-
par en la reacciér de reconccimiento, confiriento ua ¢rado de ssgecificided

e le unién del tRNA iniciadar.

L& ectividad disocimnntz en surarinteca:

Como resultadg don satuitios oue forocr porisg de asta traslis y que
equl ce describsn "in extrase®, on 1970 y 1271 hemos comunicads { 309 z-t
que 8l extracto ribosdmico de raticulocites pas«2 una actividaed dizcclante
de ribosomas B80S deperndicnte cde ATP,

Sirmvlténesamente, Jo Petre {2030] wutesjo por lavodo coen NHg C1, en

4

prasencia da Mg**, la fraccidn ribosdmice dz faochercmyces corevisles onvi-

guecida en partfculas subribasdricas nativas, v ocbtuva un Teotsr sroirico

capasz de discciar los respactivas ribosorsz citeornlasndiicos en aubpeifculass
Pastsriormente kewford vy coi {251] dzacribieron un ¥acter de disce

cisciin extrafdo con K21 de la froccidn ribozimics de higasdo ce rotn, Ezte

factor ectucba scbhre ribosamns grantos dn milS v do gsdangs

-

inpiidicas cy -
clentes, Los riposomas utilizadcs como asustrato cran cbtenidas par disociecidn
de polisomas en presesncia de purcsicinae y eltss corcsntracicnes de KC) y pes-
terior reasociacién de las subpsriizolse as? chtenidas por dismimuciésn da

la fuerza i6nica (9). Un factor Fa purificade, oreparsdo de cflulas ca é;mor
asc{tico (252), también tuve actividad disociante sobre los ribosomas de
hfgado.

Los factorses de disaciacién de levodura, da hfgado de rata y ascites
muestran analogfaes en sus propisdadss y mode da sccidén, con el fector estudie-
do en bacterias; la disociecidn es rénida, es proporcionsl a la cantidad de
factor y es antepgonizeoda por el 1&n ug*t,

En 1972 Lubsen y Davis (222) dstectaron, en extrectos ribosdmicos
de reticulocitos de conejo, un factor de disociacidn cspaz de disocier riba-
somas libres, a bajas concentracionss ds uytt (0,15-0,3 mM), Estos ribosomas
eran monémaros BCS libaradas per dasarme do 1o solisorss durants la incunae-
cidn de cdélulas anteres en pres-ncic de NeF 10 m% (253) o d= puramicira 75
microgramas/ml ., L& cinftica du la dianciacidn es répicn: s completa en un

minuto @ 379C, L& reaccidn ec muy scniible o la terperatura, depsnds dz2 la
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cencentracién do gt*, ( Si sa eleva la concentracidn del 16n @ 5 mW se ra-
vierte la disociacidn obtenida a concentraciones bajes del misma) y parece
ser msatequicmdétrica mds que catalitica,

Este factor do dissciecidn, como los otros sstudiadaos en eucariotes
se asemaja, on totics lJos aspectos estudiadas al factor de disociecién ds E,
coli, Como este Gltimo ha sido identificado con el IFq (B3-e4) se pensd que
el factor de discciecidn de reticulccitos pedria también ser uno de los foc-
tores da iniciscidn. Por sus carascterfsticcs de elucidn en columras de DE/Z=
celuloca ( cen KC1 0,2-0,3 M), fué tentativemente identificado por Lubsen vy
Davis (222) con 12 fraccidn Mo,

Ayusa=-Pzirilla y col.(343) usaron ribosomas de tumor ascftico de Ebs-
lich y corfirmsren cue el axtracto ribosimico de rsticulocitos (dialirado)
disacia los ribosoras mondmercs, a bajas concentraciones de gt (0,25 my)
(222): 1as subpartfculas 40G asf producidos estaban asaciadas a las micmes
cantidades de proteinas no ribosémices obsorvadas en loa dos tipos de subpare
ticules 405 natives cue mllos habfan sstudiado (254-25G), Véase I.7.

Mizuno y Rabinovitz (224) ohserveron también una ectividad disncisn-
ts en extractos ribosf8micos de raticulocitos de concjo, capaz de disociar ti-
bossmas 805 cbtenidos por desanregacidn de polisomas praoducida por insubscicn
de lisados en mezcles sin hemina (242;257) o en presencia ds butanol 3,1 M
(253). Poro identificaran este factor como M3 ya que ombas actividades co ru=-
perponf@n en su elucidn de DEAE-celulasa con KC1 0,1-0,16 i (184), Estos citrnre
res obscrvaron que la reaccidn de disociscidn requerfa una fuente de enertvfa
y que era inhibida por el G.FPGP, lo cue les hizo suponer que el requerimicri
to era la energfa genzrada por hidrélisis de GTP,

Posteriormonte (187) ss purificéd el factor de Lubssn y Davis por cro-
matograffa en Saphadex G200, fosfocelulosa, DEAE-celulosa e hidroxiepatita, y
se encontrd quz el mismo era incapaz de recmplazar & los factores My=-ton
k2g 6 Mgy , 0 @ los factores de elongacién EF-1 y EF-2, en la sintesis d¢ po-
lifenilelanina dirigida por poli-U, o sn la sintesis de globina dirigide por
mRNA erdigeno, Ninguno de lous factores mgncionados, @ su vez, evidenciaron
actividad disociznts, Por lo tanto, sl fFactor ds disociecidn es diferente dao
cualquicra de los fectores de iniciaocién e elongucibn conocidos,

W8s reclentemente s2 ha excontraca ques los reticulocitos contienen los
factorss de inicircién asociedos a las subpartfculas nativas (223), Los ex-
trectos de cada una de les partfculas subribosdmicas exhiltien una ectivicdud
semejante dol factor de discciacidn, en contrasts con lo observado en bLicte -

rias, en que los factores de iniciacidn ( el de disociacién inclufdoe (120) ),
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estén asociados solo con la particula subribosémica pequefa(56;60), Esto cen-
firma resultados anteriores de los mismos autores (222) y seiala la existen-
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 (extrafdos de las
hojas), ebtuvieron la disociacién de ribosomas mondmeros en partfculas subri-
bos8micas, L& fraccidn activa se mastréd heterogénea en cromatograffa en ce-

lumna de DEAE—celulosa.

Ciclo ribosémico en eucariotes:

Hemos ya menclonado, al describir lainiciacién de la sfntesis de pro-
tef{nas en eucariotes, el cdmulo de evidencias que demostraron que las part{-
culas subribaesfmicas nativas eran las precursoras delas unidades activas en
la sintesis de protefnas, sobre los polisomas, (3; 197; 225-226; 232; 260-264)

Esto 1lsv8 a descartar el modelo original de cicle polisémico (117; .
265) que postulaba gue los ribosomas, liberados como mondmeros luego de termi-
nar le sintesis de protefnas sobre los polisomas, se unian nusvamente al mANA,
sin disociarse, e iniciaban la sfintesis de una nueva cadena polipepti{dica,

Ademés, la falta de equilibrio de los ribosomas mondmeros con parti-
culas subribosSmicas o polisomas en sistemas acelulares de reticulocitos
(242~c; 264) y de tumor asc{tico de Brlich (226;254), implica que la mayorfe
de los ribosomas 805 son relativamente inactivos y que no estdn directaments
involucredos en el ciclo polisémico,

Los resultados obtenidos en estudios sobre sl flujo de subpartfculas
ribosdmicas recién sintetizadas (marcadas con isétoposs radiactivos), a poliso-
mas, en células intactas (225-226; 260; 263) y de la velocidad de marcacidn
de las distintes partfculas ribosdmicas en animales inyectados con &cido oré-
tico redioectivo (266) llevaron a idénticas conclusiones,

Sin embarge, en ciertas condicianes, al menos parte de esa peblacién
de ribosomas 80S libres es utilizeade para la reformacién de polisomas (267),.
En sfecto, los mondmeros pueden ingresar lentamente al ciclo, como lo indice
su evaétual equilibrio isotépico can polizamas y el hecho de gue los monémeras
generados y acumulados por diversos tratamientos, como incubacién en medios
carenciados (falta de glucosa o de aminofcidos esenciales (268) ), presencia
de ciertos inhibidores ( NeF (269) ) o aumento de la temperatura (270), pue-
den ser reincorporados a polisomas cuando se revierten estas condiciones,

De lo que antecede smerge la im&gen de un proceso en el cual los ri-
bosomas, liberados al terminar las cadenas peptfdicas, son generalmente con- '

vertidos en partfculms subribosbmicas ( o se liberan como tales) y continian
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el ciclo reiniciando la sf{ntesis de nuevas cadenas y que, ccasionalmente, di-
vergen hacia la formacidn de monémeros libres, partfculas que no tendrfan par-
ticipacién sctiva en el proceso (254; 267; 271).

Es concebible que la falta de equilibrio répido entre mondmeres y
polisomas s deba enteraments a condicionamientos espacisles, y que los ribe-
somas recién liberados de los palisomas reciclen en forma preferencial debido,
por ejemplo, & su proximidad con el sitio de iniciacién del mRNA (242-c;262;
264), Sin embargo, la idea més generalmente aceptada es que esa falta de equi-
librio se debe a que los mondmeros inactivos son fermados como preducte de
una reaccidn lateral.

Al terminar de lesr el mANA, les ribosomas serfan liberades come p&r-
tfculas subribosémicas, que reciclarfan o, si esté bloqueada la iniciacién,
se recombinarfan para formar monémeros (7b; 254), Ssta reaccién de recombina-
cibn serfa la reaccién lateral que se menciond anteriormente., Esta idea esté
apoyada por los resultados de Falvey y Staehelin en el sistema acelular de
hfigado de rata e ratén (7). En ese sistema, en condiciones en que no hay imi-
ciacién, observaron una rédpida incorporacidn de subpartfculas ribosémicas exé-
genas en mon omeros, durante el proceso de terminacién, lo que demastraba que
e=as subpartficulas agregadas compiten con las endfgenas en la resccidn de re-
combinacién, Esto fué confirmado en el sistema acelular crudo de reticulocites

4
1 C aisladas

(utilizando ATA para inhibir la iniciacién (104;230) ) con 40S-
de células de tumor ascftico de Ehrlich (254) y en el sistema fraccionado de
tumor escftico (polisomas y 40S de tumor ascftico y factores seolubles dw re-
ticulocitos), en el que no hay iniciacién (254),

Se abservé,sin embargo, que no toda la incorporacién de subparticu-
las ribosémicas a mondmeros en estos sistemas depends del proceso de teirminme-
cién, En efecto, a 0° 6§ a 37° después que este proceso ya no es detectable
(15 min.), existe una incorporacién que representa prasumiblemente un inter-
cambio directo entre las partfoulas subribosdmicas libres y las subunidades
intrarribosdmicas de los ribosomas monfmeros: intercambio post-terminacién
( 7b; 254) “

La existencia de ese intercambio directo hizo concebir una nusva po-
sibilidad ya que no pusde exclufrse la idea de que partfculas liberadas duran-
te el proceso da terminacién sean mondmeros ds un tipo especial ( una minorfia
con respecto al total y que no estarfan en equilibrio com el resto), que se
convertirfa prefersncialmente en partfculas subribosdmicas nativas y serfan
capaces de intercambiar répidamente sus subunidades con las subpartfculas ri;

bosSmicas libres (254), La liberacifn de &stos mondmerocs “especialas® puede,



de todas maneras, integrarse al modelo de ciclo como etepa répida del proceso
de terminacién, en que los ribosomas, liberados como monfmeros, se separarfan
enseguida en partfculas subribosémices,

Las partfculas subrimos8micas nativas de 40S y 605 tienen baja afini-
dad por la subparticula complementaria y difiersn funcionalmente de las subuni-
dades intrarribosdmicas (254), Como intermediarias obligatorias del ciclo ri-
bos8mico entre la terminecidn y la iniciacidn de cadenas peptfdicas, pueden
participer en varias vusltas del ciclo sin entrar en el reservorio de monéme-
ros, productos de una reaccidn lateral (254;264),

Sin embarge, en condicianes en que la utilizacifn de las subpartfcu-
las en la iniciacién es menor que le velocidad de liberacién de las mismas en
la terminacidn, gran cantidad de partfculas subribosémicas entran o salen del
reservoris de monSmeros sin cambios demasiedo evicentes en el ndmero de part{i-
culas subritosémicas libres (230),

surge entonces el interrogante sobre qué es lo que determina si las
subpartfculas liberadas en la terminacidn cse reasociar&n inmediatamente con
mANA para reinicier la sintesis de protefinas o formarénun mondmero libre, inac-
tivo en la sfntesis, perc que sirve como reserva potencial de subpartfculas
y qu® es lo que controla la cantidad de subpartfculas libres,

Existen varias evidencias que sugieren que la asociacidén de las par-
tfculas subribosémicas pequeras con factores proteicos serfa la responsable
del bloqueo de la unidn de ambas particulas subribosémicas y de promover,
por lo tanto, su perticipacién en la iniciacién., Asf, las partfculas subribo-
sémicas que no se combinan directamente para formar monémeros, lo hacen lue-
go de un tratamiento con soluciones salinmas concentradas, que elimina facto-
res proteicos de los ribosomas (254), Estos factores son los gue se necesitan
para la formacién de los complejos de iniciacién (I.5.2 @ 1.5.3) y también
promueven la disociacién de los mondmeros o bloguean la unién de las subpar-
ticulas (1.6).

En extractos acelulares de higado de rata hay evidencias que sugle-
ren cue parte de las subpartfculas 40S nativas contiene més protefnas que las
subunidades 40S derivadas de mondémeros o polisomas (272). En el sistema ace-
lular de tumor ascftico de Ehrlich (255) se encontré que las particulas 40S
que se encuentran libres en el citoplasma, estdn combinadas, en forma alta-
mente especifica, con cantidades detectables de protefinas no ribosémicas, que
son intercambiables, La cantidad de protefnas asocisdas & las partficulas sub-
ribestmicas natives es suficiente psra permitir la separacién de éstes res-
pecto de las subpartf{culas derivadas (Obtenidas por disociscién de 80S con

KCl 0,5M), ®on base & su dansidad bayante (255). En gradisntes de densidad de
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Csfil aparscen dos bandas heterogfneas de 401% nativas, con densidad 1,29
(405-H) y 1,40 (405-L) g/em® respoctivemente y una banda de densidad 1,51
g/bma de 40% derivadas,

Igusles diferencias de densidad en CstCl (1,52 y 1,45 g/cm3 respec-
tivamentel fueron observedas en suhbparticulas de hfigado de rata (272),

Las subpsrticulos 40S nativas aparecen fracuentenentas, en andlicis
en gradientes de densidad de sacarcsa como un pico asimitrico y, a veces, co-

ma un cdoble pico de A en la regidn de 405 (255), Esta heterogeneidsd de

260rm
les particules 435 en gradientes da sacarosa ha sido observada tembidn por
Jocobs-torena y Baglioni en células Mela (252-b), pero estos autercs no hi-
ciercn estudios sobre diferencies en la densided boyante, Le velocidad da
sntrada de las subpartieulas mAs pesndas, (435 cbtwnidms-por tratarienta

de las ceélulas con NHF) en palisomas es mayor quo la de las partfculss 403
(262-b) .

Experimantos rcealizados en reticuleocitos de ccnela (242-e) sujgle-
ren qua existen dos clases de particulss subribesdmicas pequefies: vins acti-
vas, que llegan répidamante & un zcuilibrio con polisemas marcados, y otrac
incctives,cua no estén en equilibrio.

Zehavi-tillner y Denon (231) cbservaron también des formas s sub—
particulas 405 en reticulocitos ds cconejo, ccn densidades bayentes 1,44 y
1,51 g/bms, poro atribuyeron esa diferencia @ 1la formacidn del compleja
405-FNf=-proteina-tRNG inicieuor, ye gus encontrarcn qus particulas QUS ro-
tivas marcedaes con fosfato-32p (40 horas) contznfan mRNA y tRNA,

Por andlisis por slectroforesis en geles de poliserilamida se pncor-
tré (255) que, msociedas a las perticulas 40S natives, hay unas pocas protef-
nzs de alto Pi (comperado ccn el de las proteinas ribossmicas) y pers=ceria
cus no tcdas las subpartfculas lleven la totalidod de las mismas, lo cus es
consistents con la hetercgenaided previamante observeda con respecto al con-
tenido de proteinazs,

El rol fisioléglco de cstas proteinas eccesories podria ssr el ds
servir de foctor do ciseciacidn (1205 254; 243), quizis para mentener la tun-
cionalidad des las paritfculas subribasémicas en el cicla polisdmico, impidien-
do gue se recombinen cuando se libegran de los polisumas en el proceso de tar-
minecién, Otres svidencias indirectas (243) sugieren que estas protefinas po-
drian ser tamblén factores de inicilacidn qua promueven la formacidn dal ccm-
plejo de iniciacién. En efecto, por tratamiento de los subparticulas 40% na-
tivas ccn ¥C1 0,54, <3 obtienen purticulas sin pretcinas asociadas, que se

scoplan répidamonta con las €05 derivadss; esdemés los extractos ribosémicos

/
crudos de ribcsomas de reticulocitos contiensn protefnas que se asocian osps-
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c{ficemente a les particulas 40S derivadas y las transforma en subparticulas
con proteinaes extra en cantidades iguales a las de las dos formas nativas
(343]. Estas proteinas tienen alta afinidad por las subpartfcules 408 (que
no depends de co-factores dializebles o de un sistema generader de cnorgil).
Se observéd también que el sxtracte rihosémico pierde su capacidad de estimu-
lar la iniciecién cusnda se eliminan del mismo las protef{nas que se unen a
las subparticulass 405, Ademés las proteinss asocladas a estas subpart{culas
les confisran la capacidad de unir mRNA sintético (poli-U). Parecen ser las.
pretefnas unidas a las partfculas 403-L (livianas) las que proporcionan este
aptitud, Para unir aminoecil-tRNA, sin embarge, se requieren factores adicio-
nales (3a3).

Hirsch y colf(255) observaron que cuendo dezrece el aporte de ener-
gfa o de aminoicidos a las células, hay Uﬁ saumento moderado de la subperti-
cula 405 con menor cantidad de proteinss (40S-H, densided 1,49 g/bma). Este
aumente precede al aumente de mondmeros, En bese a 9116 los autores pnstule-
ron que en las c8lulas en crecimienteo, la cantidad de mondmeros libras as
pequedia y existirfa un reservorio, también pequefie, de protefnas de 40S-H
libraes., S5i disminuyera la iniciacién con respecto e la slongecidn de ce=denas
peptfdices, las subpartfculas gue se generaran en la terminacidn excederian
a la cantidad de factores proteicos accesarios que se libsrarien en la ini-
ciacidn. Aumentarfie entonces el nimero de particulas 40%H hasta cue el ro-
servorio de protefnas se vaciara y recién entonces empezarfan a acumularss
los mondmeros, . .

Auncue ss observd (254) que las subparticulas ribosdmicas 60% nati..
vas y derivacas diferfan funcionalmente, no se pudieran determipar las bases
qufmices de esa diferencia. Se especuld sobres la posibilidad de que la fosfo-
rilacién de una de las protefnas de 605 nativas, observada por Kabat (2563-b)
(en la particula 605 intrarribosémica no esté fosforileda), fuera la altera-

cién que producirfa esa diferencia funcional.

I.8 Discriminaciéin entre distintos mANAs:

El posible rol da los factores da iniciacifin en la seleccidn, para
esu traduccidn, de ciertos mRNA espec{ficos y, por lo tanto, el control de
aste proceso, ha sido motivo de contreversia en los Gltimos afios,

£l control de la expresidn del gen a nivel de la traduccidn dal mRNA
en secuencias peptf{dicas, requiere la sxistencia de un mescanismo que discri-
mine entre distintos mRNAs, y mediantes el cual los ribosomas pueden, en el
medie celular, traducir una class de mensajero en detrimente de otra, Facto-
res de discriminacién de éste tipo se han encontrado en E,call (76;86) ese-

clades al IF3 y se los denomind facteres de interfersncia (856a),



Para probar la universalidad de eze mecanisma de contrel, se inves-
tigé la presencias des factores ssmsjantes en varias cflulas ds mam{feres, Se
encontrd, sin embargo, que pueden traducirse mRNAs axégenos heterélogos en
sistemas aceluleres o en cdlulas no diferenciadas, "in vive™, sin el agrega-
do de factores de iniciacién (Cuedre III) lo que supone una falte de especi-
ficidad de los mismos, La posibilidad de intercambiar fectores de iniciecidn
entre ciertos sistemas acelulares ( Cuadro Iv), apoya esta idea, Pero otres
resultados, en contraste con las antariores, sugieren la existencia de fac-
tores capaces de seleccionar y de unirse especificamente a los RANA mensaje-
ros ( Cuadro V ).

En general los sistemas acelulares en que se ensayan los mANA hete-
rélogos se preincuban para reducir la sfntesis enddgena y se los hace depen-
dientes de factores de iniciacidn., Es posible entonces que la traduccidén del
mRNA agregado se deba a que sus propios factores de iniciacién especfficos
han sido inactivedos, $in embargo, ha sido pasible traducir mRNAs exdgenos
en lisados de reticulocitos no preincubados (274 a; 276; 278-279). Una posi-
ble explicacidn en este caso, serfa la existencia de una capacidad para com-
petir por los factores de iniciacidn enddgenas, Todo esto lleva a pensar que
la especificidad no serfa absoluta y apoya la idea de que los mANA estarfen
agrupados en clases, cada una de las cuales tendrfa sas factores espec{fi-
cos (300),

Estos factores discriminatorios de mensajeros fuereon propuestos por
Heywood en c8lulas diferenciadas de eucariotes (198) y descriptos en extrac-
tos ribosémicos de reticulocitos (301) y sebrenadante postribosomal de célu-
las de Krebs ascitaes (302).

El mecanismo de discriminacién entre varios mRNAs per factores de
iniciacién, parecerf{e basarss en que esas protefnas tienen una gran afinidad
por varios mensajeros, Un facter dade promoveréd pues la traduccidn de una
clase determinsda de mRANAs, ¥ no de un mANA o de un cistrdn espec{fice.
Cuando distintos mensajeros compiten por los ribosomas esa actividad discri-
minatoria se agudiza (288; 301; 305). Este medelo explicarf{a come pedr{s caen-
trelarse la traduccidn sin necesidadbde postular un factor de iniciecidn pa-
ra cada RNA mensajero en la célula, E1l mecanismo no ser{a as{ excesivements
restrictivo con respecto a 1los mensajeraos que puede acsptar y traducir cer-

rectaments,



CUADRO III

TRADUCCION DE mRNAs EXOGENOS EN SISTEMAS HETEROLOGOS

( sin agregado de factores de iniciaciém homblogos)

A .~SISTEMAS ACELULARES

mRNA TRADUCIDO

1.

20

3.

4.
5
6.
7
8.

Reticulocitos de:
a) conejo

b) cobayo, con Rb
de higado trucha
o ralices de habas

c) pato

Tumor ascitico de

Krebs, de ratdn

Higado de rata

a) crudo

b) reconstituido
(Rb+sobrenadante)
Cerebro de cobayo

Trigo
Células L ratbn
E.coli

Sarcoma 180 ratbn

globina de ratén (273)

beta-globina de reticulocitos de ratén (274)
globina humana (pacientes con anemias hemoliti-
cas:talasemia, anemia falsiforma) (275)
ovalbGmina de oviducto de gallina estimulado por
estrégenos (276)

ferritind. y otras proteinas de higado de conejo
(277-a)

albfmina de polisomas unidos a membranas de hi-
gado de conejo (277-b).

inmunoglobulina (cadena kappa) de mieloma de ra-
tén (278-a)

cristalina (cadena alfa-A, de ternera (279))
queratina de plumas de embriones de pato (280).

globina de reticulocitos de conejo (281)
cristalina (cadena alfa Ap) de termera (282) ,

globina de reticulocitos de conejo (283-287)
globina de reticulocitos de ratén (288)
inmunoglobulina (kappa) mieloma de ratén (278-b)
cristalino (alfa-A,) de ternera (289)

globina eritrocitos inmaduros de pato (290)
globina humana (288).

globina de reticulocitos de conejo (291-b)
globina de reticulocitos de conejo (291-a)
globina de reticulocitos de conejo (292-®)

TMV y globina de reticulocitos conejo (293)

proteina de la cApside de reovirus (294)

—globina de reticulocitos de conejo (274-a)

mengovirus y RNA total huevos erizo de mar
(295).

Be=CELULAS NO DIFE=

RENCIADAS

mRNA TRADUCIDO

l. Oocitos de Xenopus

laevis

- cristalina de ternera (269%-a),
-globina de reticulocitos de conejo (296=b y ¢).
- glopina de reticulocitos de pato (297).




=l 7=

CUADRO IV

FACTORES INTERCAMBIABLES POR DISTINTOS SISTEMAS ACELULARES

FACTOR QUE INTERVIENE EN

SISTEMAS QUE LO INTERCAMBIAN

Iniciacién (en
especial HS)

Unibnm de tRNA iniciador
a 40S (semejante a IF,
de E.coli)

Formacién del complejo
Fy-Met=tRNA ~GTP

Hfgado de conejo y reticulocitos
de conejo (186).

Artemia salina e higado de rata (212)
Artemia salina y fibroblastos de ra-
ratén (219)

Reticulocitos de conejo y de pollo,
higado de conejo y de pollo y mbscu-
1o de embribn de pollo (298)
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MATERIALES Y METODOS




M.l Oroges:
ATP, GTP y creatina fosfato (todps ellos sales sddicas) y creatina

quinasa (ATP:creatina fosfotransferasa, E.C.2.7.3.2) se obtuvieron de Boehrin-
ger-mannheim; UTP, CTP, ADP, AMP (sales sddicas), de Pabst; AMPPCP y AMPCPP, Yy
poli-U (sal de amonio), de Miles Laboratories; L-aminodcidos, de Mann Research
taboratories; 2-mercaptoetanol y dcido aurintricarboxflicao, de Fluka,
Antibidticos: Cicloheximida, esparsomicina y psctamicina fueron obtenidos por
cortesfa de Upjohn Co., nuromicina de Nutricional Biochemicals,
Radioactivos:L—valina-ldc (V) ¥y L—fenilalanina-lac (U) de Radiochemical Centre,
Amer-ham, o de New England Nuclear Corp.; L-metionina-CHa-SH de New England Nu-
clear Corp,; fosfato inorgénico-azP de alta actividgd especifica (en solucidn
HCl 0,02M), de la Comisidén Nacional de Energfa Atdmica.

Lfquido de centelleo: Tolueno grado analitico FBA, o grado nitracidn P.A,S,A,;
Omnifluor, de New England Nuclear Corp.; Tritdn X-100, de Rohm y Hanas,

ta silicona 1fauida MS200 era de Midland “ilicones,., E1 sulfato de amonio y la
sacarusA fueron de grado enzimdticn, de Mann, Todas las demds drogas fueron de

grado analftico, E1 agua fué bidestilada sobre vidrion,

M.2 Solucinnes utilirzadas:

Solucidn A - Solucidn neutra de fenllhidrazina: clorhidrato de fenilhidrazina
2,5%, pH 7,5 (neutralizada con NaQH), con 2-mercaptoetanol 2,5mM,
Solucidn By~ colucidn salina isotdnica NKM: para suspender y lavar reticuloci-
tos enteros (modificada de Borsook (306)): NaCl 130mM, KC1 SmM y
Mg(CH,;-C00)5 1,5mM,
B,- Solucidn By concentrada cuatro veces (NKM ax).
colucidn Cy- Medio de lisis: Mg(CH5C00), 1,5mM.
Co~ Medio de lisis: Mg(CH3000)2 2mM, 2-mercaptoetanol 3mM, B
Solucidn D -~ Solucibn para aju~tar el medio idnico de lisados: Mg(CH3COO)2 4mM,
KCl1 250mM y Tris.HCl(pH 7,5) 10mM.
Solucidn E.- Medin salino para gradientes: Mg(CH3CDD)2 2mM, KCl1 70mM y Tris.HCl
(pH 7,5) 2mM,
Es- Como E;, con 2-mercanptoetannl 3mM,
Ey- Mg(CH3C00), 1,5mM, KC1 10mM y Tris.HC1(pH 7,5) 10mM,
Solucién'F - Medio de redisolucidn de fracciones ribosdmicas: Sacarosa 0,15M
con Z2-mercAantoetanol 3mM,
Solucidn G - Soluciones para gradientes de sacarosa anal{ticos:
G- Sacarosa 15% en solucidn E;.

5,- Sacarosa 50% en solucidn Ej.



Solucinnes para gradientes de sacarosa preparativos:
Ga- Sacarosa 15% en solucidn Es.
G,- Sacarosa 45% en solucidn E,.
Gg- Sacarosa 30% en solucifn E,.
Solucidn Hy- Medio de redisolucidn de fracciones enzimfticas SA40-70: Tris,HCl
(pH 7,5) 100mM, 2-mercaptoetanol 3mM y EDTA sédico 0,1mM.
Ho- Medio de didlisis de fracciones enzimdticas: Tris.HC1l(pH 7,5) 20mMm,
2-mercaptoetanal 3mM y EDTA sddico O,1mM.
Solucidn I - Medio de didlisis de extractos ribosdmicos (También se utiliza pa-
ra equilibrar columnas de Sephadex-G25: KC1 100mM, Tris,HCl(pH 7,5)
2mM y 2-mercaptoetanol 3mM, .
Solucidn J - Medio salino de incubacién acelular: Mg(CH3000)2 2mM, KC1 70mMm,
Tris.HC1l(pH 7,5) 26mM y 2-mercaptoetanol 16mM.
Solucién Kj- Medio para tRNA: Tris.HCl(pH 7,5) 100mM, Mg(CH5CO0)p 3mM y KC1 24mM,
K,- Medio para tRNA: Sacarosa 0,9M, Mg(CH;C00)5 4mM, KC1 25mM. Ajustado
a pH 6,0.
folucidn Ly~ Lfquido de centelleo: Omnifluor 0,5% PN en tolu=zno.
Lo~ Lfquido de centelleo: Omnifluor 0,5% P// en mezcla de un volumen de
Tritdén x-100 y dos voldmenes de tolueno.
Solucidén M - Pactamicina 0,8mM en dcido acético 1mM, preparada inmediatamente an-
tes de ser usada.
Los antibidticos se disolvieron en agua bidestilaca. E1 pH de la solu-
cidn de Tris.Hcl fué ajustado a 20°, La mayor parte de la= soluciones se conser-

varon conneladas a =209 y fueron mantenidas en frio durante su descongelamiento.

M.3 Animales:

Se utilizaron conejos jévenes de raza neocelandesa de 1,8 a 2,5 Kg de

peso.

M.4 Traiamiento de los animales:

Se les indujo la reticulocitosis por una modificacidn del método de
Borsook y Fol (306). Los Aanimal=s se inyectaron diariamente, durante 5 dia= con-
secutivns,.con s7lucidn A, por via subcut§nea, en dosis de 10mg de fenilhidrazi-
na/Kg de peso. Al 79 dia fuernn sangrados a blanco por puncién cardiaca, Se con-
trold la reticulocitosis contando los elementos teridos con azul brillante de
cresilo, contrastado con May-Grinwald. Los valores obtenidos oscilaban entre 85

y 99%. E1 volumen de hematocrito oscilaba entre 13 y 20%.

M.5 UObtencidn de reticulocitos:

En un Erlenmeyer heparinizado (con solucién de heparina 400 unidades/ml

en solucidn isotdénica Bl) se recibid la sangre, directamente de la aguja de



puncidn, agitando suavemente para evitar la formacién de codgulos. ;& filtré por
doble capa de gssa, recibiendo en recipiente enfriado en barfio de hielo y agua,
fe agitd o~ra assgurar una buena aereacidén v un enfriamiento rédpido, Todas las
operaciones posteriores se realizaraon entre 29 y 40,

Se centrifugd la =angre durante S5 minutos a 2,000 x g en centr{fuga
refrigerada (Sorvall modelo RC-2). Luego de separar el plasma por aspiracién,
se resuspendieron las células en solucidn isotdnica Bl (volumen igual al del
plésma), agitando suavemente para evitar la nptura de las mismas, Se repitid la
centrifugacidén y se separd, nuevamente por aspiracidén, el 1{quido de lavado y
también las células blancas, que forman una delgada capa blanquecina sobre las
célular= sedimentadas, Se renitid el lavado una ve:z ﬁés y los reticulocitos as{i
obtenidos fueron lisados, o bien se suspendieron en solucidn B1 (1 volumenvolu-

men de células),

M.6 Preparacidn de extractos acelulares (lisados):

M.6.1 Lisado 1:1; Se utilizd upa modificacidén del método descrito por Lamfrom y

Knopf (3g7). E1 lisado de reticulocitos se obtuvo por choque hipotdnico: a un vo-
lumen de reticulocitos sedimentados se le agregd igual volumen de agua bidestila-
da, homogeneizando en frio con varilla de vidrio y dejando 15 minutos. E1 sobre-
nadante de la centrifugacidn a 12,000 x g a 2° (Sorvall) durante 20 minutos (li-
bre de células no lisadas, membranas y mitocondrias) constituye el lisado 1l:1,

A este lisado se lo usd inmediatamente, o se 1o congeld en forma répi-

da y conservg a -80°,

M.6.2 Lisado 1:1 en sales: Se abtuvno en forma semejante al anterior, pero susti-

tuyendo, para la lisis, el agua bidestiladz por solucidn 02.

M.6.3 Lisado 1:1 enricuecido en polisomas:lLa fraccién de ribosomas pesados obte-
nida a partir de un lisado 1l:1 en sales (M.6.2) por sedimentacién durante 15 mi-
nutos a 30,000 rpm a 29, en tubos de 2,5ml en el rotor 50 de la ultracentri{fuga
nreparativa .;pinco (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 (ob%enido por centrifugacidn 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 1isado

en 4 volimenes de medio de lisis (solucibn C,) con agitecién suave, en frio, du-

rante 10 minutos. Se mercld luego un volumen de solucién D para ajustar la compo-
sicién iénica. Luego de centrifugar durante 20 minutos a 12.000 x g a 0° ( jorvall)
se decant$ cuidadosamente el sobrenadante, cue constituye el lisado 1:4, Este .

se utiliz8 para preparar ribosomas y fraccidén soluble ( subreradante total o en-



z2imas 40-70) .

M.6.5 Licado 1:2: Un volumen de reticulocitos se 1isd en dos volémenes de solu-

cién Cl y se agregd 0,25 voldmenes de solucidn D, El resto de las operaciones

se efectud como en M,6.4.

M.7 Obtencidn de la freccidn ribaosdmica totel:

Se obtuvo esta fraccidn pof ultracentrifugacidn de los extractos ace-

lulares.

M.7.1 Ribosomas toteles-1 (RbT-1): A partir de los lisados 1:1 (M.6.1 8 M.6.2)

nue se centrifugaron durante 150 minutos a 50,000 rpm en tubos de 2,5 ml del ro-
tor 50 (“oirce) (cuando el volumen era menor de 2,56&, se completaba con silico-
na MS5200). Se enjuagd cuidadosamente el sedimento con solucién F y se disolvid
en un peqguefo volumen de la misma solucidn, mezclando suavemente con una varilla,
Los restos insolubles fueron descartados por sedimentzcidn durante 10 minutos a
10.000 x g. Este dltimo procedimiento se utilizd también para clarificar las de-

4 N » » . 4
ma; prepareciones ribosdmicas anui descritas,

M.7.2 Ribosomas totales-2 (RbT-2): Se obtuvieron por centrifugacidn del lisado

1:4 (M.6.4) durante 4 horas a 30,000rpm en el rotor 30 (Spinco). E1 sedimento
de ribosomas se redisolvid en un pequefio volumen de solucidnF (destinado a ser
conservado a -800). o en medio salino (solucién E2) para su fraccionamiento en
gradientes preparativos.

El sobrenadante de e~ta centrifugacién es el que se utilizd para la

preparacidn de la fraccidn enzimdtica SA40-70.

M.B Obtenciép de fraccioneswriboséyicas nativas purificadas;

£1 fraccionamiento de la poblacidn ribosdmica toteal contenida en los
extractos acelulares se realizd en base a las distintas velocidades de sedimen-
tacidn aue tienen los diversos tipos de particulas ribosdmicas nativas (poliso~
mas, mondmeros B80S y subparticulas 405 y 60S).

Los ribosomas totales RbT-2 (M.7.2), obtenidos de los extrectos de re-
ticulocitos normales y redisueltos en solucién E2, se centrifugaron en gradien-
tes de den;idad 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 subparticulas 408 y 605 y los ribosomas mondmeros ggg. Estas
fracciones se sedimentarnn durante 4 hore- a 50,000 rpm a 2° en el rotor S50
(Spinco), se disolvieron en la solucidén F, y se conservaron a =£0°,

tos polisomas purificados, que se acumulan en el fondo del tubo del

gradiente preparativo, se redisolvieron también en =olucién F y se conservaron

en iguales condiciones.



.

En la Figura t, cuadros Ay y Az, se muestran respectivamente el dia-
grama de un fraccionsmiento de ribosomas totales, y el endlisis de los monéme-

ros 808 nativos obtenidos.,

M.9 Obtencidn de pertfcula-~ ribosfmicas nativas marcadas con32P;

La poblacidn de ribo~omas nativos <e marc§d "in vivo" inyectando a ca-
da conejo anémico, por vfa intradérmica, 48 horas antes de sacrificarlos, 10 mCi
de fosfato inorgénico-32p en solucidn By (neutra). En las condiciones fisiolégi-
caé de e.tos conejos, las células eritroides (precursoras de los reticulocitos),
estdn sintetirando activamente ribosomas. Luego de ese prolongado lapso de mar-
cacidn (48 horar) muchas células eritroides marcadas en la médula dsea han sido
volcadas al torrente =anguineo., En esas circunstancias, en las células circulan-
tes aproximadamente 95% de la radioactividad de 32P de la fraccién ribosdmica se
encuentra en forma de RNA ribo;émico-azp (263).

Los reticulocitOS-azp aislados de la sangre obtenida por puncidn car-
diaca, fueron lavados dos veces en solucidn él e incubados en medio para incuba-
cidn de células enteras (M.16), durante 15 minutos a 37°; luego se lavaron con
solucidn By y se lisaron (lirado 1:2, M.6.5).

El extracto acelular se centrifugd durante 15 minutos a 10,000 x g
(sorvall) y luego se fraccionaron los ribosomas del lisado en el rotor 30 (Spin-
co), centrifugando 12,5ml del lisado sobre gradientes (20ml) de sacarosa 15-30%
en solucidn E2 (M.22.2), durante 3 horas a 30,000 rpm, Se separaron los riboso-
mac pecados sedimentados; el contenido ligquido de los tubos, cue tenfa alin di-
cuelta la fraccidn ribosdmica liviana HbL-SZP, se dializd contra solucidn Ep
(tres cambios, 8 litros totales), durante 1 hora y se sedimentd por centrifuga-
cidn durante 6 hora- a 30.000 rpm (rotor 30, ipincn).

ta fraccidn HbL—32P, disuelta en =olucidn Esy se fracciond en un gra-
diente lineal preparativo de sacaro=a 15-45% (M.22.2 y M.22.3) y se recogieron
la~ fracciones correspondientes a lo= comnonentes 405, 40460S, 60S y 805 (Figu-
ra 2, I-fracciones A, B, C y D respectivamente). Estar fracciones re sedimenta-
ron 4 hora- a 50,000 rpm en el rotor 50, se dicolvieron en solucidn F y fueron
con:ervada~ a -80°, De cada una =e leyé la Aoggnm Y & midié en el contador pro-
porcional la radioactividad de 32P en el érecipitado de &cido tricloroacético
7,5%, Las radioactividades ecspec{ficas de las fracciones 32P obtenidas fueron:
40c: 11,45 x 104 com/mg; 60S 10,18 x 104 cpm/mg; 40+60S: 13,28 x 10a cpm/mg;
806: 6,46 x 104 cpm/mg.

Estar fraccioner fueron analizadac en gradientes amalitico- de sacaro-
ca 15-50% (Figura 2: Cuadros A a D). No se hizo una purificacidn po-terior de

las mismas para evitar nueva- manipulaciones y preservar en lo posible su carac-



ter{-tica de partfculas nativas,

M.10 Obtencidn de ribnsomas agntados:

M,10.1 Ribosomas tatales agotados. RbT-ag: Los ribosomas totales (M,7.1. &

M.7.2) fueron incubado= (3 @ 5 mg/ml) en un sistema acelular con componentes
solubles definidos (M.19) durante 90 minutos a 379, perfodo en el que el sis-
tema agotaba su capacidad de sintesis de proteinas; luego de enfriar y comple-
tar el volumen con s=olucidn E>y 125 ribosomas agotaedos fueron sedimentados
durante 120 miruto= a 50,000 rpm en el rotor 50 (Spinco) y se redisolvieron
en un pequeiio volumen de so0lucidn E2. Esta preparacidn contiene un gran pre-

dominio de mondmeros S80S y una pequefa proporcidn’de subparticulas 40S y 60S,

M.10.2 Ribosomas BOS agotados, a partir de ribosomars totales. 80Sag-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 fraccidn correspondiente al pico de
A25dnm de 803, se sedimentd durante 4 horas a 50,000 rpm (rotor 50) y se re-=
di~olvid en «olucidén F, E=ta preparacidn contiene mondmeros 805 con una muy

pequefia impurificacidn de =ubparticulas 607,

M.10,3 Ribosomas B0S agotados, a partir de polisomas, 805ag=B: e 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
s0lubles definidos, En la Figura 1, cuadro By, se muestra el fraccionamiento

en el gradiente preparativo, y, en el cuadro B8 el andlisis en gradiente de

2’
15~ riborcomas B80S agntados re-ul tante=, en el gqu= =e observa una peauera con-

taminacidn de subparticulas 605, y de agregados pesados,

M.11 Obtencidn de riboroma= 80§ de célulaes incubadas con NaF , 80G-F:

Se incubaran reticulocitos enteros en un medio de incubacidn para
célula= enteras, con NaF 10mM, durante 60 minutos a 379, Se lavaron los reti-
culocitos cinco veces en frio con solucidn By, para eliminar el i6n fluoruro,
se lisaron (lisado 1:4; M.,6.4) y =e aislaron los ribosomas sin fraccionar por
el mismo orocedimiento que para la fraccidn ribosémica total RbT-2 (m.7.2).
E<ta préparacién estd constituida casi exclusivamente por mondmeros 805, con
muy poca contaminacidn de partfculas subribosémicas y polisomas (Figura 1,

cuadro C).

M.12 Obtencién de ribosomas B80S reasociados. 805-R:

Se obtuvieron segin una modificacién del método de Falvey y Staehe-
1in ( 9 ), utilizando polisimas purificados (M.B) oue fueron incubados 90 mi-

nutos a 37°, en el sietema acelular con componentes solubles definidos (M.19)
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y en el mismo medio de incubacién se aumentd la contentracién de KC1l a 0,5M, de=
jéndose durante 15 minuto= a 0°, Esto provoed la disociacién de locs ribosomas a
subunidades. Las mi~mas se reas=ocimaron por dilucién con solucién de Mg(CH3000)2
2mM, Tris MC1(pH 7,5) 2mM y 2-mercaptoetanol 3mM, harta alcanzar la concentra-
cidn final de K' 60mM. Los ribosomas BOS-R se aislaron sedimentdndolas durante

4 horas a 50,000 rpm en el rotor S0 (Gpinéo), y redisolviéndolos en solucidén F,
La preparacién contenia una pequefia proporcidn de subpartfculas (Figura 1, cua-

dro D).

M.13 Preparacidn de la fraccidn enzimética SA40-70:

Se obtuvo a partir de sobrenadante postribosdmico resultante de la
preparacién de AbT-2 (M.7.2), por una modificacidn del método de Allen y Schweet
(apg). Todag las operaciones se llevaron a cabo a 0°-4°, Se agreg§ al sobrenadan-
te, lentamente y con agitacidn, sulfato de amonio en polvo fino, hasta 40% de sa-
turacidn (22 g/lDOml). Una vey disuelto se deid 30 minutos. Luego de centrifugar
durante 15 minutos a 12,000 x g ( sorvall) =e descartd el precipitado formado y
se ajustd el pH del sobrenadante a 6,5 con dcido acético 1M. Se agregd sulfato
de amonio en polvo hasta 70% de saturacién (18,2 g/100ml), se dejé 30 minutos y
se centrifugd durante 15 ninutos a 12.000 x g, de-carténdose el sobrenadante,

%e redisnlvid el precipitado en colucidn H1 (mitad del volumen origi-
nal de sobrenadante) y se ajustd a pH 6,5 con dcido acético 1M, Se 1llevd nueva-
mente a 70% de saturacién con <ulfato de amonio en polvo (43,6 g/100ml de -~olu-
cidn Hy + CHSCODH), se dejé 30 minutos y se =epard el precipitado por centrifu-
gacidén (15 minutos A 12,000 x g). Este se suspendid en un pequefio volumen de so-
lucidn H1 y se dializd durante 15 a 18 horas contra tres cambios de solucidn H2.
La fraccidén enzimdtica dializada se clarificaba por centrifugacidn durante 10 mi-
nutos a 12,000 x g. Se u=d fresca o =se concervd en pequefas norciones, congglada
a =809, Se descongeld sdlo una vez antes de cer utilizada, ya que pierde activi-

dad por deccongelamientos sucesivos,

M.14 Preparacidn de tRNA de higado de conejo:

ge efectud segin una modificacién del método de Masteller y col (309).
La= operaciones se realizaron a 09-49, excepto donde se indica otra temperatura,

e dejafon dos conejor= en ayunas durante 24 horas, luego de lo cual se
los sacrificd y se les extrajo rdpidamente lo= higados, que se recibieron =obre
agua helada. Luego de secarlos y pec=arlos (3009) se los cortd en pequefios trozos
y se los homogeneizd en 800ml de medio de homogeneizacidn (solucidén Kl), en li-
cuadora, e filtrd por gasa trinle y e centrifugé durante 10 minutos & 10,000 x .

gy 15 minutos a 30.000 rpm, en 8l rotor 30 (Spinco). El sabrenadante, filtrado

por gaca para eliminar la capa de l{pidos, se ajustd a pH 5,0 con dcido acético
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1M, =8 le agregd bentonita lavada (concentracidn final S g/1) y se centrifugd du-
rante 20 minutos & 8,000 x g (Sorvall). El precipitado, suspendido en aproximada-
mente 200 ml de goluciﬁn K2. se centrifugd durante 20 minuto- a 8,000 x g, Se re-
disolvid el precipitado en Tris HC1(pH 7,5) O,1M (1,0 ml/g de hfgado) y se homo-
geneizd en un homogenizador de Potter, Se agregi luego dodecilsulfato de sodio a
concentracién final 1% y se extrajo con un volumen de fenol:H,0 90% (recientemen-
te destilado). por agitacidn durante 40 minutos a temperatura ambiente., Se separd
laé dos fase= por centrifugacidén., Se lavd la capa fendlica con agua bidestilada,
Las capas acuosas reunidas se reextrajeron con fenol por agitacidn durante 20 mi-
nutas y centrifugacidn. Sc agreqgd a la capa acuoca un décimo de su volumen de a-
cetato de rota=ic 1,0M pH 5,0 y se precipitd el RNA con etanol de 96° (dos vol@-
menes), a =209 durante 12 horas. Se centrifugd y el precipitado resultante se
extrajo tres veces con NaCl 1M (10 ml cada vez) mediante resuspensiones y centri-
fugaciones repetidas, A los sobrenadantes reunidos se les agregd un décimo de su
vcolumen de acetato de potasio 1M pH 5 y dos voldmenes de etanol frio (dejando nue-
vamente durante 12 horas a -20°), ‘

El precipitado centrifugado, se redicolvid en Tris.HC1(pH 7,5) 10mM,
con un défcimo de volumen de suspensién de bentonita, y se dializd contra Tris,
HCl(pH 7,5) 10mM, durante 15 horas. Se elimind la bentonita por centrifugacidn
del 1fcuido dializado durante 15 minutos a 30,000 rpm (rotor 50, Spinco).

La. concentracidn del tRNA resultante se midid por espectrofotometria

a 260 nm,

M,15 Dbtencidn de extractos ribosdémicos, Ef-1 y ER-,5:

Se prepararcn do= tipos de extractos ribo<dmicos crudos, ya -ea en un
medio con KC1 1¥ (denominado ER-1) o con KC1 0,5M (llamado ER+S)

A la fraccidn ribosémica total RbT=2 (M.7.2) disuelta en un volumen de
solucidn F (concentracién: 50 mg ribosomas/ml), <e le agregd solucién de KCl 4M
(1/3 volumen pare la concentrecidn final de KCl1 1M o bien 1/7 volumen para 0,5M
final), y ~e incubd a 0° durante 15 minutos, con agitiacidn ocarional., Se transfi-
rié a tubos de 2,5ml del rotor 50 (5pinco) en los que se puso como mdximo 1,5ml
por tubo y' el recto del volumen se completd con Silicona MS200 (menos denca). Se
centrifugd durante 90 mirutos a 50,000 rp;. fe extrajo cuidadosamente la capa de
extracto sobrenadante coloreado (acuoso), con pipeta, cuidando de no tocar el se-
dimenta. Como control se verific$ siempre, por andlisie por ultracentrifugacién
en gradiente- de sacafbsa, que el extracto estuvieras exento de particulas subri-

bosdmicas. (Ver ejemplo en Figura 14),

M.15.1 Extracto ribosémico dializado. ER=d: Se dializd el ER crudo (EH-I é ER-.5)

contra solucién I (5 cambios, volumen total 2 litros), durante 2 a § horas., El



ER=d as{ obtenido tiene una concentrecién de KC1 0, 1M,

M.15,2 Extrecto ribosémico desalado en Sephadex G25. ER-G25: E1 ER crudo (M,15)

fué pasado a trevés de une corta columna (10 x 80 mm) de Sephadex G25, equilibra-
da y eluida con solucidn I (velocidad de flujo: 28 ml/cmz, hora), Se recogieron
las fracciones de alto pero molecular (coloreadas por la presencia de hemoglobi-

na). €1 elufdo (ER-G25) tiene también una concetracidn de KCl 0,1M.

M.15.3 Relacidn extracto ribosSmico a ribosomas {(ER:Rb): La proporcién de ER en

las incubaciones fué 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 incubacidn,

fara calcular esta relacidn con ER-d 8 ER-G25, se midid su dilucidn
luego del tratamiento de didlisis o de desalado, en base a la disminucién de la

lectura de Agy5,m (hemoglobina), respecto del extracto crudo.

M.16 Incubacidn de cflulas enteras:

Para la incubacidn de los reticulocitos enteros se empled una mezcla

que contenia, por ml de volumen final:

Tris.HC1(pH 7,5) 10 micromoles
NKM 4x (solucidn By) 0,113ml
Pla=ma dializado contra NK

(solucidn B, sin Mg(CH,C00),) 0,050m1
Glucosa 0, 500mg
Sulfato ferroso aménico 0,2 micromoles

. .. 14 .
Aminodcido-" C (de la acti-
vided especifica indicada) 0,5 micramoles

Mezcla de los 19 aminodcidos
re-tantes (cealin Borsook (306)) 0,035ml

Ague destilada c.s.p. 0,500ml

Suspensidn de reticuloci tos
1:1 VN, en solucién By 0,500ml

Le mezcla =e incubd a 37° en bafio termostatizado, con agitacidn circu-
lar, duranFe los tiempos indicados en cada ceso, Para el estudio de la incorpora-
cibn de amino&cidos a proteinas las muestras {(0,2ml) =e recibieron sobre 10 ml de
agua bidestilada fria, E1 lisado as{ obtenido se centrifugé durante 20 minutos a
12,000 x g (Sorvall) y en el sobrenadante =e determind la incorporacidén de amino-
dcidos radioactivos (M.23.1) en alfcuotas de 2,0ml, Para el examen de las pobla-
ciones ribosémicas, los reticulocitos incubados se lavaron en solucidn B1 fria y
se'lisaron en 13 forma en que se preparan los extractos acelulares (lisado 1:4,

M.6.4).

M.17 Sistema acelular con lisado no fraccionado:

La mezcla de incubacidn contenia los siguientecs componantes:



Mg(CHacoo)2 . 2mM

KCl 60mMm
Tris.Hcl(pH 7,5) 10mM
2-mercaptostanogl 6mM

ATP 1mM

GTP 0,25mM
Creatina fosfato SmM
Creatina guinasa 0,03 mg/ml

Amino&cido radioactive (escti-
vidad especifica determinada) 0,04mM

Mezcla equimolar de los :
19 aminocdcidos restantes 0,04mmM

Lisado 1:1 0,8 v/v final

La temperatura y tiempo de incubacidn se indica en cada caso,

M.18 fistema acelular con polisomas y saobrenadante:

La mezcla de reaccidn contenia los siguientes componentes:

Mg(CH3000)2 2mM

KC1 70mM
Tris.HC1(pH 7,5) 26mM
2-mercaptoetanol 16mM
ATP.Mg 1mMm
GTP.Mg 0,2mM
Lisado 1:1 enriquecido

en polisomas (M.6.3) 0,04ml
Volumen final 0,0625m1

En cada caso se especifica la temperatura y tiempo de incubacidn.

M.19 Sistema acelular corn componentes solubles definidos:

La mezcla contenia:

Mo(rH40m0 ), “mM

KC1 72mM
Tri=.HC1(pH 7,5) 36mMm
é-mercaptoetanol . 16mM

ATP.Mg 1mm

GTP.Mg 0,2mM
Creatina fosfato 742mM
Creatina quinasa 0,04 mg/ml
tRANA de hfgado 0,072 mg/ml
Fraccidn enzimdtica AS40-70 3 mg/ml

14
Aminodcido-" C de actividad
e=pec{fica determinada 0,04mM



Mezcla equimolar de los
19 aminodcidos restantes 0,04mM

Fraccién ribosdmica 1 mg/ml
El volumen final de la mezcla fué habitualmente de 0,125m1 & 0,250ml,
segln se indica en cada caso; también se especifica la temperatura y tiempo de

incubacidn y otras modificaciones introducidas,

M.20 Incubaciones con agregado de hemina:

1t

En algunas incubacisnes se incluyé hemina (0,025mM) sobre la base de
observacioner originales de London y col (325) y de Waxman y col (326) en el sen-
tido de que su presencia era necesaria para gque tuviera lugar la iniciacidn de la
sintesis de cadenas de globina. Experimentos posteriores mostraron que en varios
casos esa estimulacidn fué errdtica o inexistente, por lo cual se la omitid en

los ensayos subsiguientes,

M.?2)., Determinacién de la concentracidn de las fracciones ribosdmicas, de RNA y

de protefna:

Se realiz8 por espectrofotometria a longitudes de onda de 260 y 280nm,

Para ribosomas a 260nm; 1 mg/ml

11,2 unidades de Apgp

Para RNA a 260nm; 1 mg/ml 21,4 unidades de Aogn
La concentracidn de protefna se midid de acuerdo a la abcorbancia a
260 y 280nm, utilizando el nomograma de E.Adams basado en los coeficientes de

extincidn dados por Warburg y Chri-tian (310).

M.22 Bradientes de densidad de sacarosa:

Se generaron mediante una bomba peri-tdltica (Desaga) multicanal, En
un recipiente de mezcla con buena agitacidn, se colnecd una cantidad medida de 1la
solucifn de sacarosa md= concentrsda, correspondiente a la mitad del volumen to-
tal de los gradientes a preparar; se hizo llegar a este recipiente la solucidn
menos concentrada, a través de uno de los canales de libomba, La mezcla de ambas
soluciones salfa, en proporcién de dos volimenes por volumen de entrada, a través
de dos canales de la bomba que iban a cargar sendos tubos, depositdndose en capas
sucesivas,:en un gradiente lineal. Los gradientes se prepararon a temperatura am-

biente, pero se enfriaron siempre a 29 antes de ser utilizados,

M.22,1 Ultracentrifugacién en gradientes analiticos: En tubos del rotor Sw4l-Ti

(Spince) se prepararon gradientes lineales de sacarosa 15-50%, de 12ml, con las
soluciones G1 y 82. cobre ellos se depositaron muestras de 0,10-0,25ml contenien-
do 0,4 a 1 unidad de A260nm de las fraccionss ribos=émicas purificadas, o con 10

a 20 unidades de A4 en el caso de las poblaciones ribosfmicas de los lisados.s

15nm
Los gradientes se centrifugaron 135 minutos a 40.000 rpm & 215 minutos

a 36,000 rpm en el rotor S¥1-Ti, a 29,

Las modificaciones de las condiciones de ultracentrifugacién efectua-



das en elgunos sxparimentos, se han indicado en cada caso,

M.22,.2 n}]tracentrifqggcidn en gradientes_preparativos: En tubos del rotor osci-

lante SW25-2 (Spinco) se generaron gradientes linsales de sacarosea 15-45% de 56
ml, con soluciones G3 Yy Gg.

Los gradientes preparativos se sembraron con 200 a 600 unidades de
Aogonm U8 ribosomas totales RbT-1 & ARbT-2 (M.7.1 6 M.7.2) o con 100 a 400 unida-

des de A de ribosomas totales agotados o polisomas agotados (M,10), redisuel-

260nm

tos en 1 a 3 ml de solucidn E,, y se sedimentaron durante 12 horas a 25,000 rpm,
Con las soluciones Gy y Gg se prepararon gradientes de sacarosa 15-30%

de 20ml, e£n tubos del rotor angular 30 (Spinco). Estos dltimos gradientes se uti-

lizaron para el fraccionamiento de la poblacidn ribosdmica total de los lisados,

M 22.3 Anflisis espectrofotométrico y fraccionamiento de los gradientes: Se em-

pled un monitor de absorbancia a 254nm Isco (Modelo W-?2), aconlado a un regis-
trador Sarcent potenciométrico SRL con r95pue§ta lineal de absorbancia, ce adap-
tﬁ, intercaledo entre el moniior y el registrador, un &tenuasdor de la senal
(contruido en el laboratorio), que permitié obtener a nlena escala de &ste G1ti-
mo, registros de 2,5, 1,0 6 0,5 unidades de Aoganme EL tubo de la uvltracentr{fu-
ga, conteniendo el gradiente, se adapt8 a la entrada de la celda del aparato; se
desplazé el gradiente a través de le celda, empujando desde el fondo can una so-
lucidn de sacarosa al 70%, impulsada a velocidad constante por una bomba a jerin-
ga de flujo continuo (cage Modelo 255-1),

©i la muestra era coloreada o contenia sustencias gue absorban a 254nm
(2-mercanteceteznol o nucledsidos fosfato, por ejemplo), previo a su andlisis se
aspiresba la parte sunerinr del gradiente (0,5 - 1,5ml) mediente una jeringa con
aguja de punta roma, sin perturbar las capas inferiores del gradiente, -

La direccidn de sedimentacidn en todos los gr&ficos es de derecha.a
izquierda. Les abscisas san proporcionales a les distancias desde el fondo del
tubo,

Lo:s velores de coeficientes de sedimentecidn asignados a las distintas
fracciones se obtuvieron por comparacidn con los diagrames de sedimentacién en
gradientes:de densidad publicados por otr?s autores (3; 311 ) en condiciones ex-
perimentales comparables con las nuestras, Se tomd como punto de referencia el
pico caracteristico de ribosomas mondmeros, y se adoptd el valor genérico de 80S
para los ribosomac mondmeros y de 405 y 60% para las perticulas subribosémicas
nativas (311). Estos valores de coeficientes de sedimentacidn asignados son pu-
ramente convencioneles, y no implican la medicién de esa propiedad,

| Las distribuciones cuantitetivas de las poblaciones ribosémicas se ob-
tuvieron por integracidn grdfice de la superficie bajo los picos respectivos,

con un planimetro.
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En los fraccionamientos, las porciones sucesivas del 1fquido de sali-

da del monitor 1Isco se recogieron en tubaos a 29,

M.23 Determinacidn de la incorporacidn de aminodcidos radioactivos:

M,23.1 Incorporacidén a protefnas; .Las muestras de los distintos sistemas (alfcuo-

tas de los lisados de reticulocitos enteros (2ml) o la muestra completa, con el
agregado de 0,025m1 de plasma de conejo como portador, en los sistemas acelulares),
se precipitaron por agregado de dcido triclaroacético (TCA) conteniendo aginoéci-
dos de hidrolizado de casef{na 0,1%, hasta concentracidn final de 5%. Se dejs ma-
durar el precipitado a temperatura ambiente durante 20 minutos, s @& centrifugd

a baja velocidad durante 10 minutos y s @ agregé al precipitedo lml de NaOH, esn
el que era inmediatamente disuelto. Luego de S5 minutos a temperatura ambientes se
agregf 2 ml de agua destilada fria (enjuagando lacs paredes del tubo) y 1 ml de
TCA al 30% y se calentd durante 15 minutos a 85°, S8 enfrid y se filtré con suc-
cién a travds de discos de papel de filtro S&S 5893, banda azul, de 25mm de did-
metro, previamente humedecidos con TCA. Los precipitados se lavaron con TCA 5% y
los discos ya sea se pegaron sabre planchetas de aluminio y se secaron, si se
contaban en el contador proporcional, o bien se secaron y colocaron en frascos
con Sml de 1{quido de centelleo (Solucién L}) si se conteban en el contador de
centelleo 1fquido,

Ss usé un contador proporcional de flujo gaseoso a gas de caferia, con
tubo proporcional Friesske § Hoepfner y escalfmetro Nuclear (Modelo EMSP 6401)
con cambiador sutomftico de planchetas F & H (Modelo FRT 7708), Se midié ldc en
la regién proporcional, sin ventana, con una eficiencia del 32%; la radiacidn de
fondo era de 18 cpm. Debido & la pequefa cantidaed de muestra sdlida depositada
en los filtros, no fué necesario aplicar correcciones por autoabsorcién,

S5e empled también un contador Packard Tri-Carb (Nodelo 3320) de cente-
lleo 1fquido, Se conté 140 con une ventana entre S0 y 1000, con 13% de ganancia,
La eficiencia en esas condicionee fu$ de 45%, con una radiacién de fondo de 20
cpm,

Los reticulocitos enteros, as{ como los sistemas aceluleres derivados,
sintetizan globina en forma précticamentepexclusiva (o polifenilalanina si se a-
grege poli-U como mensajero),

Le radiocactividad de las muestras procesadas en la forma descrita es
una medida de la incorporacién de aminodcidos en cadenas peptfdicas (globina o
polifenilalanina sintetizada),

Los resultados se expresan en picomoles del aminodcido rasdioactivo
incorporado en protef{na, por ml de reticulocitos enteros o por mg de ribosomas,
al tiempo y temperatura especificados,

Cuando se dan porcentajes de inhibicidén se refiersn a la relacién en-
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tre las incorporaciones en presancia de inhibidor versus la muestra sin inkibi-

dor, a tiempos fijados,

M.23,2 Incorporacién a protefnas m&s aminoacil-tRANA unido a ribosomas; E€n los

experimentos en cue se estudid la unidn de metionil-tANA a la subpart{cula 40§,
se determind no sflo la radioactividad de protefnas, sino también la de los com-
puestos ldbiles del tipo aminoacil-tRNA. Para ello se recibieron las muestras so-
bre 0,5m1 de agua bidestilada que contenfa 0,010ml de plasma de canejo como co-
precipitante, en tubos colocados en bafio de agua hielo; se precipitaron con TCA
5% a 0°, se sedimentaron y redisolvieron en 0,3ml de NaOH 0,54 y, sin otra pre-
cipitacidn, se trasvasaron directamente a frascos del contador de centelleso. Se
agregaron 10 ml de 1{fquido de centelleo (Solucién L2) y se midiéd la radiocactivi-
dad de 3H y 140.

Para 3H se usd un canal con ventana entre 50 y 350, con 90% de ganan-
cia, en el que se contaba 3H con 7,75% de eficiencia, En este canal se contaba
un 15,6% de las cuentas de 14C. La radiacién de fondo fué de 5 cpa.

Para 1a(: se usé un segundo canal can ventana entre 210 y 1000, con 10%
de ganancia, obteniéndose una eficiencia del 32%. Se contaba sélo el 0,8% de las
cuentas provenientes de 3H. La radiacién de fondo era de 14 cpm,

tas eficiencias se obtuvieron con muestras standard de tolueno—aH y
tolueno—lac.

M.24 Determinacidn de la radiosctividad de partfculas ribos8micas marcadas con

32
P:

Las fracciones de loa gradientes de densidad de sacarosa se recibieron
sobre 3 ml de solucién Ey fria, s e filtraron por discos de 25mm, de membranas
de nitrocelulosa Sartorius, de 0,45 micrones, con velocidad regulada, y se lava-
ron dos veces con solucién El fria, Los filtros se secaron y se pegaron sobre
planchetas de aluminio., Ss midié la radicactividad de los ribosomas adsorbidos
en las membranas en el contador de flujo gaseoso, en la regién proporcional, sin
ventana, Para comparar mediciones hechas no en el misma dfa, se corrigieron de

3
acuerdo a la curva de desintegracién del 2P.
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Rel Estudios sobre el ciclo polisdmica en reticulocitos y la participacién de

los ribesomas mondmeros 80S nativosy

R.l.1 Ribosomas monémsros, precursores de unidades ribosdqlpas activas en

— -

células enteras:

En reticulocitos, tanto en células (263) como en extractos acslula-
res (242c ), no se detecta una activa participacién de la poblacidén de ribe-
somas mondmeros en el cicle polisémico, Sin embargo, an condiciones especie-
les, al menos parte de esa poblacién de monémeros es utilizade en la refor-
macién de polisomas (267).

As{ se ha observado que en reticulocitos cultivades "in vitre" en
distintes condiciones metab8licas (ausencia de hierreo (267), e de hemo (312),
® blequeo del metebolismo energéticn (269) ), o en presencia de inhibidores
de la sf{ntesis de protefnas como el NaF, que inhibe sslectivamente la inicis-
cién de la sintesis de protefnas (269) la proporcidn relativa de las pebla-
ciones de ribosomas mondmeros y pelirribosomas sufre cambios muy pronunciadoes.
aumentande laprimera a expensas de la (Gltima, Estas modificaciones sen rever-
sibles, ya que los monfmeros acumulads pueden ser transferidos a palisomas
al recuperarse las condiciones fisioldgicas normales (263).

Hemos repetido estas observacienes preincubando raticulocitos enteres
durante 10 minutos a 37°C en el medio para incubacidén de células enteras, e
incubédndolos luego en el mismo medio en presencia o no de NeF 10 mM., Alfcue-
tas duplicadas conteniendo células enteras, obtenidas de cada una de estas
mezclas, se incubaron en el medio para incubacién de células enteras (M.16)
en presencia de valina -146 0,5 mM, para medir la incorporacidn de aminoéci-
do marcado en proteina (M.22,1), o se liseron en Mgtt 1,5 mM, en presencia
de cicloheximida 0,5 mM y se analizaron las poblacionss ribosdmicas en gre-
dientes de sacarosa 15-50% ( Mg** 2mM, K 70mM, Tris.HC1(pH 7,5) 2mM). Le
cicloheximida, cuya accidn resulta en sl blogqueo de la elongacidn de cadenas
pept{dicas crecientes (313) se agrega aqu{ pera estabilizar de ese mode la
distribucién de la poblacidn ribosémica: el andlisis de ésta resulta asf re-
presentative de su estado real en elhmomanto de la toma de la muestra,

En la Figura 3 se representen los resultedos tante de la actividad
de sintesis proteice como de los anflisis en gradiente, Las c8lules incubadas
en medio normal durante 10 minutos a 37° tuvieron una sostenidea incorperacién
de valina-19c (curva A), que se correspendfa con una distribucién de riboso-
mas (gradiente A) en que, ademfs de monSmeros 80S y subpertfcules 40S y 60S°
(en menor cantided), habfa una fuerte preponderancia de polisomas, Las mismas

células incubadas en el mismo medie durante 120 minutos, mostraban una acti-
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vidad ain mayer (curva B) y conservaban su peblacién de pelisomas (gradiente
B) si bien en ests caso ligeramente disminufda a favor de los monSmeros, El
agregado de NaeF 10 mM durante la incerperacién de vnlinn—lac trajo Qna répida
disminucidn de la actividad de sfntesis ( curva A + NeF) que cesaba completa-
mente entre los 5 y 10 minutos?silggﬁ%glzx%orporado solamente 17% ds lo eb-
servado en (A) sin inhibidor, Una incubacidn con N&F similar, duranta 60 mi-
nutes, condujo a una inhibicidn total ( curve C+ NeF) y el respective perfil
ribosSmico del gradiente C ( a 120 minutos la distribucién fué idéntica) mos-
tréd una total desagregacisn de los polisomas y su conversién en mdndmeros 80S.

Le inhibicién por NeF es reversible: al eliminar el NaF por repetidoes
lavadas de las células, la reincubacién de éstas en medio fresco, durants 5
minutos, condujo a una gradual recuperacién de la actividad de sfntesis (cur-
va D), que ss hacia mayor si lareincubacidn era de 60 minutos (curva E), Es~
ta recuperacién fué concomitante con la reformacién - también gradual - de
los polisomas, a expensas de los monémeros 805, Ello se ve en los comienzes
del proceso, en el gradiente D (5 minutos de recuperacién) que indica la re-
aparicién de psquerias picos de polisomas y la disminucién del pico de 80S,

La france recupsracién a los 60 minutos se muestra en el grediente E (seme-
jante al B) con una distribucién en que los polisomas (dfmeros hasta hepté-
meros) vuelven a predominar, y los monSmeros 80S han disminufdo fuertemente,

En le incubacidn de los reticulacitos en presencia de NaF 10 mM, fren—
te al gran aumente de ribosomas mondmeros (3 e 4 veces), el nivel de las par-
tfculas subribosdmicas nativas, contreriamente, se mantiene constante o a lo
sumo eumenta ligeramente (gradiente C). Esto confirma resultsdos anteriores
obtenidos en este laboratorio, coincidentes con sstudias similares de Bishap
(314), en reticulocitos; otros investigadores (Colombo y col.(315) en reticu-
locitos y en células Hele, y Hogan y col,(226) en células de tumor ascftice
de ratén) encontraron que la preincubacién con NeF causeba la acumulacidén de
mondmeros 805, y junto a ello una disminucidn del nivel de subpartfculas, dis-
crepancia con nuestros resultados cuyo significado no conocemos, Lo qua impar-
ta sedalar es gue, coincidentemente, todos estos resultasdos permiten descartar
que exista un répido equilibrio esponténeo de disociecidn-asociacidn entre
monémeraos B80S y partfculas subribosdmicas en el medio intracelular,

Los experimantas aguf presentados confirman que en el restsblecimisn-
to de la actividad de sintesis de protefnas despuéis de sliminar el inhibider,
la reconstitucién de los polisomas activos se hsce mediante la utilizacién
del grueso de los ribosomas mondmeros libres, y por lo tante, en las condicio-
nes slegidas, éstos pusden ser canalizades hacia la formacién de unidades ri-

besSmicas de polisomas,
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Rel.2 Las partfculas subnibesémices nativas como precursoras de polisomas, en

sistemas acelulares de reticulocitos:

La existencia de las part{culas subribes8micas nativas en distintes
sistemas bieldgicos, el reconocimiento de su participacisn en el process de
iniciecidén de cadsnes de globina en el sistema de reticulocitos de conejo
(3)y y otras evidencias surgidas de estudios metab8licos sobre la sf{ntesis
de ribosomas en c8lulas HalLa (225), c&lulas L (261) y tumor de ascites (226),
han llevado a proponer a las partfculas subribosémicas como precursoras di-
rectas de las unidades ribosdmicaes en polisomas, Heyweod (197), en el siste-~
ma acelular de embrién de pollo y Kaempfer y col. (148) en levaduras, obtiu-
vieron nesultados semejantes,

En un trabajo previo de sste laboratorio, E.Zylber (316) encontré
que en el sistema acelular de reticulocitos de conejo para la sintesis de
hemoglobina, se unen a los polisomas partfculas de 40S y 605 nativas mar-
cadas con 32P, cuando tiene lugar la sintesis pept{dica; esta no ocurre en
cambio cuando se omite energia (ATP + GTP 4+ crestina faosfata + crsatina qui-
nasa) en el medio de incubacién. El agregede de estas subpart{culas estimu-
leaba tambidén la incorporacidn de aminoécido-lac a protefinas (316),

Para caonfirmar y extender estas observeciones, hemos utilizade par-
ticulas subribosémicas-32p nativas, purificadas. La obtencién y eaislamien-
to de estas particulas marcadas con 32P en su ANA constitutivo, se detallan
en la seccifn VMateriales y Métodos (M.9).

La validez mstodolbgice de la utilizacidén de este tipo de maeterial
marcado se basa en gue el procedimiento de marcecién "in vive" esegura que sl
99% de la radioactividad-azP de les particulas se encuentra en su RNA cons~
titutive (263-b). Como las condiciones de trabajo estén muy 1sjos de las
gue determinan que las subparticulas ribosdmicas invelucradas pierdan sus
proteinas constituyentes (y haya por le tante algin intercambio parcial de
las mismas) cualquier incorperacién ds 32P medida refleja la participacidém
integral de la partfcula subribessémica como tal,

' Estas particulas subribosémiqas marcadas fueron incubadas durante
15 minutes & 30° en un sistema acelular con componentes solubles definides
(Mc1g), en presencia de polisomas no marcados (M.8), con el agregade de en-
rimas, tRANA, aminoécidos, energia (en forma de ATP + GTP + creatina fesfate
+ creatina quinasa) y en condiciones ifnicas adecuadas para la sintesis de
protefnas (Mg(CH3000)2 2,5mM, KCl1 70mM, Tris.HCl (pH 7,5) 26mM y mercapte-
etanol 16mM), Al término de la incubacién se analizé, en gradientes da sa-
carosa 15-50%, la distribucién de la poblacién ribosémica y de la radisac-
tividad de 32P.



Les resultades de un experimentn as{ realizade con le fraccién de
partfculas subribos8micas de 405 + 605-32P se muestran en la Figura 4, L&
parte A del mismo corresponde al anflisis de lafraccifn subribosémica, luege
de ser incubade en la mezcla con todos los componenles, excepto que se ha emi-
tide la presencia de lospolisomas, La parte B muestra los resultados de la in-
cubacién de la miisma en lamezcla cempleta ya mencionacda; el perfil de abser-
bancia es la suma de las contribucienes del material de la fraccién subribe-
s8mica marcada, que se sbserva en A, m&s el que proviene de la adicifén de
les polisomas purificedas no marcados, Se sbserva que las partfculas surbri-
besémicas son capaces de incorporarse a agregados mis pesados, aparsciends
30 % da la radicactividad en partfculas de 805 s mé&s: hay una transfarencia
de un 16 % de material de 40S + 605-52p a 805 y un 14 % a agresgados més pese-
dos ( B ). Esto puede apreciarse en el grédfico diferencial ( B - & ), en el
que se evidencia la desaparicion de parte de la radioactivided asociada a la
zona de las partfculas subribesdmicas, tanto 405 come 605, cen un aumenteo
comcomitante en la regién de 805 y de polisomas, Este aumente aparece depen-
diente de la presencia de pelisomas en el medio: los mismos contribuirfan cen
su mANA para permitir la fermacidn de unidadss ribosémicas de iniciacién a
expensas des las subpartfculas. En estos experimentaos la disminucidén de la re-
disactividad de las partfculas 40S es mayor que la ds 60S, Sin embarge ne pus=
de calcularse la relacidfn estequiométrica en que las mismas son utilizedms:
Esto se debe a gue desconocemos la radioactividad especffice efectiva de las
part{cules-32P en la mezcla de incubacién, ya& que es modificada per dilucidn
con part{culas ribosdmicas no marcadas (de la preparacién de polisomas) en
praoporciones diferentes, no determinadas,

Si el experimente se realize eliminando la energia de la mezcla ds
incubacidn, la incorporacifn delas subpartfcules a material ribosémico més
pesade disminuye en forma marcada (ver C y gréfico diferencial C - A ): se
transfiere solo un 3 % de radiocactividad a la zena de B0S y un 7 % a la zena
de palisomes, Comparando estos resultados con los anteriores ( B ), resulta
evidente que la transferencia de radioactividad es, en su mayor parte, depen—-
diente de la presencia de energfa, Esée efecto del agregade de energfa se vi-
sualize mejor en el gréfico diferencial ( B -~ C ): en presencia de energfa
se incrementa en 20 % la radiocactividad en mondmsros + pelisomas (En otro ex-
perimente similan, en 10 minutos a 309, la transferencia de 32p dependiente
de energfa fué de 21 %), Estos experimentos sugieren que laincorporacién de
partfculas subribosémicas a polisomas y ribosomas, requiere el concomitante

funcionamiento del sistema en la s{ntesis de protefnas. Comparando los tra-

zados de absorbancia a 254 nm de laos gréficos B y C, puede ebservarse una
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desagregacidn parcial de los polisomas, acompaiada de un aumente del pice de
mendmeres, per incubacidn en el medio completo con energfa ( B ). Esto puede
atribuirse a un funcionamiento del sisteme en el que no esté balanceada la
velocidad de reiniciacién con la de terminacidn de la sintesis de cadenas pep-
t{dicas, por deficiaencias, probablemente, de los factores de iniciacién, Esto
es habitual en los sistemas acelulares fraccionados, en que, comparativamente
con el lisado crudo, ciertos componentes para la iniciacién resultan limitan-
tes, determinando,en consecuenci&, que la capacidad de reiniciacidn sea redu-
cida e nula (3;307;317).

En el experimento de la Figura 4 (B-A) en presencia de energfa, se
ha observado la formacifn de una alta proporcidn de mondmeres marcados que
contienen mfs de la mitad de la radioactividad transferida de subpartfculas
ribosémices a regienes pesadas, El efecto puede ser explicado teniendo sn
cuente que, durante la sintesis (dependiente de energfa) se originan unidedes
ribosﬁmicas—azp qgue pueden llegar @& sintetizar y completar cadenas pesptf{dicas
y dar lugar a le liberacién de mondmeros 80S de terminacifn también marcades
can 32P. Esta interpretacifn es apoyada por la dependencia del fenfmeno res-
pecto de k nresencia de energfa: en aus=ncia de ésta, en queno tienen lugar
los procesos de elangacién y terminacidn de cadenas, la formacidn de 808—32P
cae @ 1/5 de la anterior ( C - A ). De acuerdo con este punto de vista la
radioactividsad de 32P observada en mond8meros 805 debe sumarse a la radiocacti-
vidad de polisomas para la medida de la real entrada de subpartfculas ribosé-
micas -32P a polisomas, No puede descarterse, sin embargo, la posibilidad de
gue ocurra un intercambio, si bien pequerio, entre subpartfculas y ribosomas
805 libres, & semejenza de lo observado por Henshaw y col, (254).

e utilizacién tanto de las subpartfculas 405 como las 60S en el pro-
caso de unidn a polisomas, estd corroborada por los experimentos indicados
en la Tabla I, en que se describen incubacionas hechas ya sea con subpart{cu-
las 405~32P o con 608-32P, en embos casos en un sistema con componentaes menss
purifipados, constitufdo por un lisado enriquecido en polisomas,

En estos experimentos se ve gque, por una incubacibn durante 15 minmu-
tos a 259, se obtuvo una incorporacién de 17 % y 19 % de la radicactividad
de las subpartfculas 405 y 60S originales, respectivamente, Un tercer sxperi-
mento, con la mezcla de subpartfculas 405 + 60S -32P, mostré que esa incorpe-
racién observada a 25° ( 18 % ), ys habfa tenido lugar a las 7 minutos de
incubacidn.

El conjunte de estos experimentos ( y otros ne inclufdes aquf) mues-

tra que ( & ) tento las partfculas natives 40S como las 60S se incorperan a



sstiructuras polisdmicas; ( b ) esta incorporacidn requiers la presencia de

polisomas y ®s dependicnte de energfa.

Rel o3 Las ribosomas monfmeraos, Su compartemiento en 1 sistema acelular con

componentes dnfinidass

Saglin hemos visto en experimentos anteriores ( R.l.1 ), en células
enteras los ribosomes monfmeros pueden ectuar como precursores de unidades
ribosdmicas actives y ser transfesridos a polisames cuende las células recupe-
ren las condicionas fisiclégicas normales, después que su han acumulade ribg-
samas libres por bloqueo de la iniciacidn de cedenas peptfdicas,

Se tratd de dilucidar antonces, 8i sl compertamiente de los riboso-
mas manSmercs en el sistsma acelular parcialmente purificado, confirmsba las
observaciones efectuades en células enteras, Esto se ensayd en varios experi-
mentas realizados en condiciones semejantes a las utilizzdas ( ver Figura 4)
para evidenciar la participecidn de las partfculas subribosomicas en la refor-
macidn de pslisomas,

El resultado de un experimento ( Figura S )en gque se incubld ribosc-
mas 805-32P en el sistema acelular completo con pelisomaes y energia ( B ), no2
muastra veriecionas epreciables sn la distribucidn de la radicactivicdaed con
respecto al control incubade en un medie salina ( A ), lo gue indicarfa que
los mandmeros sen incapaces de unirss & polisomas en condicicnes en que si
le hacen las subpartfcules, Esto se visualiza mejor en el gréfico diferencial
( B—A.), en que se evidencia que la conversién de partfculas 80S en pelisamss
e en subpartfculas no s significativa, .

Como contrel raspecto del grado de funcionemiento del sistema se ve-
rificd que en estas condiciones de incubacidn hay sfintesis de protefnas, En
une de los experimentas de esta seris, se midié la incorporacidn de aminodci-
da marcado a protefnas: en una.alfcuota de la mezcla de incubacidn con ribo-
somas 808—329 més polisemes, sebrenadente de 150,000g de un lisado 1:1, y
anergfa ( ATP.Mg y GTP.Mg) (en este caso la mejycla no contenfa hemina), se
agregé valina-lac 0,04mM, 40 C1/mol, y se incubd durante 90 minutos a 379,
encantrandase una incorperacidn de 531 pmoles de valina—lac/hg de ribosomas
(grado de actividad corriente y aceptable én estos ensayos).

Estos resultades, comparados cen lus ebtenidas cen partfculas sub-
ribos&micas—azp, sugieren que los ribosemas 80S libres son incepaces des ac-
tusr por s{ seslos como precursares de unidades ribosdmicas, en la iniciacién
de la sf{ntesis de prateinas en el sistema acelular parcialmente purifi-
cado o Ello marca una diferencie evidente con las abssrvaecicnes efectuadas
en cdlules enteras, e i~itiicsrfa la deficiencia @ innctivacién, en ese siste-

' ma aceluler, de algin compenents que serfa el que en reticulocitas enteros,



pesibilitarfa la reutilizacidn de los menémeres.

R.1.4 Participacifn de los ribosemas menémeres natives como precurseres de peli-

semas en presencia del extracte ribosémice ., ER.:

Los estudies me Miller y Schwaat (173) y de Cshen (175) sebre inicie-
cién de cadenas peptfdicus, mostraren que un extracte seluble ebtenido cen
salucién concentrada de KC1l, a partir de ribosomas tetales de reticulscites,
cenfiere a los ribosomas 80S la capacidad de iniciar cadenas peptidicas y
formar pelisemas en el sistema acelular, Esas ebservacisnes nos sugirieren
que la pasividad de los ribosomas 808—32P en nuestres experimentes, pedrfa

ser alterada mediante el agregade de dicho extracto al sistema celular,

Rels4.1 Incorparacién de monfmeros 805 netives a pelisomas concemitante can

su escisidn an partfculas subribssémicas:

Para investigar el Ultimo punte, hemos preparado un extracte ribesé-
mico ({ ER ), similar al de Miller y Schweet (173), mediente el tratamienta
de ribosomas totales con KC1 ( M,15 ). Este extracto crudo, como el de dichas
autores, era capaz de estimular la sfntesis de protefna per un sistema aceslu-
lar, unas 2,7 veces respecte del contrel sin extracte ribaosémice en nuestre
case, llevanda la incerperacién de valina-lac a 1432 pmeles/mg de ribssemas
( en 90 minutes a 379 ).

GCen este extracte ribesémice hemas estudiade les efectes sabre el
compertamients ds les ribesomas mendmsres 805—32P. durante la incubacién ds
los mismos en un sistema acelular, en condiciones identicas a las del experi-
mente descrito en lea Figura 5-03,

Cumndn les ribesemas 805—32P ( cuye perfil se muestra en la figure
SA) se incubaron en sl sistema acelular complets con pelisemas y sabrenadan—
te, perc ahera en presencia de extracto ribosémico ( Figura S5C), sufrieron
una modificacién evidente, tanto en @l perfil de abserbancia, indicative
de las distintas particulas ribos8micas resultantes cemo en la distribuciédn
de la radinactividad, L& disminucidn del pico de mondmeros fué acompaiada de
un aumento de les subpartfculas 40S y 60S y de 1la aparicidén de agregadaos pe-—
lisémicos, visibles en la regidn més p®sada, Cemo puede aprecierse en el gre-
fico diferencial ( C=A), una freccidn considerable de la radioactividad ini-
cialmente asociade a mandmeres (eproximadamente un 20 %), fué transferida @
la regidn polisdmica, le que confirma la ebservecidn de Cahen (175) sebre la
fermacién de polisomas ‘a expensas de monfmeros premovida par el extracte ri-
besémica, Ademfs, se formaron cantidades significativas de partfculas QOS—SZP_
y GOS-SZP‘( 2,5 %y 2,8 % de la radioactividad tetal respectivamente), que

se compoertaban como partfculas subribasémicas nativas, estables en el medie



cen un nivel de Mg++ fisielégice.

Estes resultades indicarfan que las partfculas subribesdmices mare
ceadas que eparecen en la Figura 5-C, eran preducte de la escisién especifica
de les mendmeras 808—32P eriginales, y que ello ecentecif come resultade de
la presencia en la mezcla de incubacién del extracte ribesémice ER-1.

Como ya se ha demsstrade, las partfculas subribasémicas sen capaces
de unirse @ les polisemas per si solas, para inicier la sfntesis de cadenas
pept{dicas, Censiderands aste (ltimo en cenjunte con los resultades abtenides
cen los menémeros 805 -32P en presencia del extracto ribasdmico, elle sugiere
que la incerperacién de les ribesemas 32P & pelisemas ha tenide lugar preci-
samente a través, y cen el requisite indispensable, de su diseciacidédn previa
a partfculas subribssfmicas nativas,

Nota: Ese efacte disociante pedrfa ser el respensable de una observecién rea-
1i zada durante un experiimente con partfculas subribosémicas 405 + 605 -32P

en el sistema acelular cen pslisemas y scbrenadante, en el que la transferen-
cia de la radinactividad de 32P a pelisomas ne resultd aumentada cuande se
agregé extracto ribesémico (ER), y antes bien, parscid producirse una dismi-
nucidn de la misma, Elle fué debide pesiblemente a que el efecto diseciante
del extracto ribasémico sebre les ribesemas 805 (presentes en la misma pre-
paracién del material polisémico no marcade), apart§ nuevas partfculas subri-
besémicas ne radiocectivas, que disminuyeren la actividad especf{fica de las
sriginalmente presentes: la incorporacidn de éstas en polisemas les aperta-

ba menos redicactividad de la esperada.

Rel.4.2 Necesidad de energfa en el proceso de utilizacidn de los ribosomas 80S

natives:

Los experimentos con ribosomas B80S -32P natives mostraron que eliex-
tracte ribosfmico ER-1 posibilita la incorparacién en palisomas de material
proveniente de les mondmeros, Sin embarge, en asusencia de energfa (ATP + GVTP
+ creatina fosfato 4+ creatina quinase), este efecto es practicamente nulo,
Este se observa en los experimentos descrites en la Tabla II, en donde se cem—
pare el incremente de radioactividad qu en la fraccidn pelisémica esmmss al
realizar la incubecidén de la fraccidn 805—32P en el sistema acelular con com-
ponentes definidos, ya see cen el sole agregado de ER-1 sin energfa (1fnes 2),
e bien cen ER-1 més energia (1fnea 1),

La emisién de energfa en la incubacién con ER-1 llevéd a una marcada
disminucién en la transferencia de redieactividad & la fraccién pesada, la
que as{ quedaba reducida a 1/10 de la ebservada ceon ER-1 més energia, La sig-

nificacién de este efecto resulta adn mayor si se hace notar que cuande la
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incubecién de los ribosomas 805-?2P se hize en presencia del extracte ribessé-
mico selo (1fnea 2 ) el pequefis incrementa de radioactivided observado en les
polisomaes ecurrfa exclusivamenie & expensas de la radiocactividad asociads a
las partfculas subribosémicas ( la preparacidén de 805-?2P utilizada en este
axperimente estaba impurificade por dichas partfculas). El1 percentaje de ra-
dieactividad asocieda a los ribosomas mon8meros permanac{a en cambia practi-
camente inalterado, Le trensferencia de radicactividead a la zena de polisemas
que tuve lugar por efecto del agregedo de ER-1 més energf{a (1fnea 1), per el
centrarie se hize a expensas de le radicectividad essciada imicialmente a

les ribosomas monfmeros, que disminufa en fourma equivelente,

En una incubacién contrel (lfnea 3) se observé que en ausencia de
extracte ribesémico, el sgregade de energfa sl sistema promueve la utilizacién
de les subparticulas ~32P presentes, cuyas redisactividad es transferida a
les policomas y ribosomss monfSmeros en proporcifin tres veces mayor que en au-
sencia de energfa (1fnea 2), Esta observecién corrobora la conclusifn anterior-
mente presenteda ( A.1.2 ) sobre el muy considerable grado de dependencia res-
pecte de la energfa, para la incorparacidn de partfculas subribos8mices en
polisamas, De los presentes resultados nbtenicos con mondmeros 805-?2P surge
que la transferencia de radisactividad de monfmeres a polisomas, totalmente
dependiente del extracto ribosfmice, requiere también la presencia de energfa.

Si aceptamos que la entrade de mondmeros en pelisomas ocurre en des
etapas, & través de la disociacidn a subpartfculas que luege se unen & las
pelisomaes, =1 ya referide requerimiente de enercufa para este Gltime pase
hac{a previsible que en el proceso global a partir de los mendmsros también
se manifestara ests requerimienta. Existe la posibilidad que ademas, el %.}59?:
cedente, la disociacifén de los menfmeros mediada por el extracto ribesémico,
sea dependiente de la energfa. Les experimentos ya presentados no permiten

dilucidar este punto: el mismo seré encarade en una seccidn posterior,

,1,4,3 Las subunidades obtenidas por efects del extracto ribesémico forman cem-

plojos del tipo de los complejos de iniclacidn:

‘ 51 realmente esta reaccién de, disociacién provee una via pera le u-
tilizecién de los ribosemas menSmeras de la célula, que de esa forma pedrfan
actuar ceme precurseres ds pelisemas y participar en la sfntesis de prote{mas,
deberfa esperarse gue las subpartfculas ebtenidas per accidn del extracte ri-
besémice sobre leos ribosomas 80S, fueran activas en la formacidn de coemplejes
de iniciacién.

Hemos explerade, entonces, la posibilidad de formacifn de ccmplejes ‘
de iniciacién cen las partfculas ribesfmicas as{ obtenidas., Estas complejes

deberfan tenar las caracterfisticas sefialadas en la intreduccién: formarse



-7

cen partfculas 405, Met-tRANA iniciedar y mANA, cen le participacién de IF y
GTP, ®en un medie cnn cencentracién de Mg"+ 2 a3 mM, Las prepiedades previsi-
bles de este cempleja hacisn esperar que en su carascterizacién experimental
ss sbserve que el misms sedimente cemao una particula de 40S y que tiene en
forma dcide precipitable y eliminable por &cide en celienta, metisnina, cen
exclusién de etres aminedcidems, Su fermacién deberfs, adem&s, estar inhibida
por dcide aurfntricarboxflice ( ATA ), debide al poder de este, de inhibir
aspec{ficamente la unifn @ mRANA de la subpartfcules pequefa (104). En nuestre
laberatorio, la existencia de tal complejo Met-40S5, con todas eses preopiedea-
des, ha sida observada por E, Bard (217) en extractos acelulares de reticule-
cites que contienen partfculas subribesémicas 405 nativas, y retienen la ca-
pacidad de iniciar cadenas de glebina, La fermacién de estes cemplejes era
inhibida per ATA, pere na por fluosrure. L& valina lac estaba virtualmente
exclufda de las cemplejos 405 y parec{a estar unida sela a agregades pelisé-
micons, en sistemas sin inhibidores gue estdén sintetizeande pretefnas,
BasAndonos en estos resultades, hemos explorade, entonces, la flor-
macidn de complsjes mot-405 a partir de ribosomas monfmeros 80S dissciades
par efecto del extracte ribes8mice, en presencia del ién fluerurs (0,02 M),
en condicianes similares a las utilizadas por E, Bard ( 217:). Los ribosemas
utilizades fueren menémeres B80S aislades de un sistema acelular cen palisemas
y camponentes solubles definidss que ha sido agetados en su capacidad de sin-
tetizar protefnas por incubacidn durante 90 minutes a 379, Cuando se incuba-
ren estos ribosomms 805 en un sistema acelular complets ( cen compenentes se-
lubles definides), durante 10 minutvs a 259, con Met-aH ( 2,000 Cci/mal) y
val-lac ( 50 Ci/mol) y se analizaron las muestras en gredientes de sacerose,
se observé que la incorporacidn de aminofcide marcado & material dcide-preci-
piteble fu€ muy baja ( Figura 6 ( A) cantrel); & le large del graciente fué
practicamente nula la radivactividad de SH y 140 precipitable por 4cido Tri-
cleoroacétice ( TCA) en frie, lo que era de esperer en un sistema con ribasemas
agatadns y sin suplemente de facteres de iniciacidn, Guanda se hizs la misma
incubacidn pers en presencia de extracte ribesémico y NaF { Figura 6 (8)),
la sfntesis de protefnas fué reducida; per efecte inhibitorio del fluerure
en la iniciacién de las cadenas peptfdicas; pers come resultade etribufble
a la actividad del extracte ribesémice, una parte considerable de los ribe-
somas 805 se disociaran en subparticulas 40S y 60S, y aparecié una cantidad
significativa de Met-aH (2 picemoles) unida exclusivemente a la subpartf{cu-
la 40S. La valina-lac. si bien aparece asociada & 405, B80S y agregadeos més
pesades, le estd en cantidedes muche meneres gue la metienina en las frac-

cienes que cerrespenden el pice de 40S, E1 grade de selectividad y afinidad
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para la formacién de los complejos Met-40S se refleja en la variacién de
la relacifn moler Met/Val en las distintas fracciones del gradients, que
varia de 0,05-0,2 en las regiones de 80S y pesada, a 3,07, 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 subpartf-
culas 40S, que resultan de la disociacién de los mondmeros 80S agotados por
efecto del extracto ribosémico, se comportan, en 1o que respecta a su capa-
cidad de unir Met-tRNA en complejos presumiblemente del tipo de los cample-
Jos de iniciacidén, en forma semejante a las particulas subribosémicas nati-
vas presentes en el citoplasma,

Esto, sumado a los resultados de incorporacién de ribosomas monf-
meros a polisomas en presencia del extracto ribosdmico, indicarfa que las
partfculas subribosdmicas obtenidas en estas condiciones son partfculas com-
petentes para cumplir el rol de precursores dirsctos de unidades ribosémi-

cas activas en polisomss,

Actividades del extracto ribosdmico:

Los experimentos presentados en el capftulo anterior han indicadg
que las subpartfculas ribosdmicas nativas de 405 y 60S son precursoras di-
rectas de los polisomas, y que los ribosomas mondmeros libres 80S, nativos,
pueden ser utilizados para la formacidn de unidades ribosémicas en poliso-
mas, a través de su disociacidn en las subparticulas. Este proceso es esti-
mulado por el extracto ribosdmico crudo: la actividad disociante as{ mani-
festada viene a integrarse a la yaconocida capacidad general del extracto,
de estimular la reiniciacién de la sintesis de protefnas en sistemas ace-
lulares (173-a),

En los experimentos que se describen a continuacidn se han carac-
terizado someramente estas capacidades del extracto ribosémico y en espe-
cial, la actividad disociante de ribosomas mondmeros y los requerimientos

y propiedades de la reaccidn de disociacién,

Re2.1 La estimulacién global de la iniciacidn en la sintesis de proteinas:

El extracto ribosémico total obtenido en un medio con KCl 0,5-1M,
(ya referido en R.1,4) es capaz de estimular los procesos de reiniciacidn
de cadenas pept{dicas en sistemas acelulares (173), posibilitando asf un
funcionamiento prolongado de la sintesis de proteinas que, en su ausencia,
habrfa cesado rédpidamente. Ya se habfa mencionado que esto es debido a la
marcada labilidad de algunas de los factores de iniciacidén gque conjuntamen-—
te con su escasa o nula disponibilidad en los sistemas acelulares purifica-

dos, determinan un rdpido cese de la iniciacidén ( en esas condiciones sola-



mente puede tener lugar la elongacidén y terminacién de las cadenas pept{-
dicas preexistentes. Al térmimo de este proceso la capacidad sintdtice de
este sistema se dice gue 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 s une limitada capacidad de incorporar amino-
dcido radioectivo en protefna, aumentan notablemente tanto la velocidad (5,6
veces) como el lapso en que perdura esa incorporecién, cuando estd presente
el extracto ribosémico.

Este efecto estimulante se observé tamb;én con otros tipos de pre-
paraciones ribosémicas. Las estimulaciones fueron variables y en ellas in-
fluyeron le capaecidad enddgena de cada tipo de preperacién ribosémica y,
presumiblemente, su datacidn de RNA mensajero, En la Figura 8 se detallan
las incorporaeciones totales obtenidas con diversos tipos de ribosomas, en
un sitema aceluler con componentes solubles definidos, ya sea sin adiciones,
0 bien conel agregado de extracto ribosémico,.

Las estimulacionas se visron tanto con preparaciones de ribosomas
no preincubados (ribosomas totales (1) y polisomas (2)), como con los ago-
tados (ribosomas totales agotesdos (3) y mandmeros B80S aislados de prepara-
ciones sgotadas (4 y S§)). Particularmente en estos dltimos se pudo observar
que la actividaed es totelmente dependiente del agregado del extractoc ribosé-
mico: con ribosomas 805 de polisomas agotados (5), le incorporacién de vali-
na—lac en condiciones basales fué de solamente 3 picomoles/mg y, en presen-
cia de extracto ribosémico, alcanzd a 405 picomoles/mg. Los niveles de in-
corporacién basal observados en este tipo de preparaciones fueron habitual-
mente bajos. En cambio, las incorporaciones mdximas obtenidas con estos ri-
bosomas, pero con distintas preparaciones del extracto ribosfmico , han si—
do variables,

En el experimenta detallado en la Tabla 3 se utilizaron ribosomas
80S nativos, componentes fisiolfgicos de las células que, como ya lo habfa
demostrado Rich (265), précticamente carecen de cadenas de globina en cre-
cimiento. En este experimento, en que ‘se midiéd la incorporacidn de fenilala-
nina-lac en vez de valina-lac, se observd, como era previsible, una muy ba-
Ja incorporacidn basal en ausencia del extracto ribosémico, que calculada
en términus de la estequiometria de incorporacién de fenilalanina y valine
en cadenas de globina (32 y 58 restos respectivemente para hemoglobina al-
faz.betaz de conejo (319)) representa 51 picomoles de velina/mg de riboso-
mas. La misma preparacién en presencia de extracto ribosémicou, tuvo una in-

a4
corporacidén de fanilalanina-1 C equivelente a 125 picomoles de valina/mg.



Este nivel de estimulacidn no difiere sensiblemente de los alcanzados con
la generslidad de los ribosomas 80S agotados,

Con este miemo tipo de preparacién se ensayd el efecto del extrac-
to ribosémico sobre la sfntesis de polifenilalanina dirigida por poli-U (Ta-
bla 3). Para ello se llevéd la concentracién de Mg++ a 4,4mM, Sptima pare la
sf{ntesis de polifenilalanina dependiente del extracto ribosémico (173). A~
quf nuevamente el agregado de éste estimulé (en 1,5 veces) la formacidn ba-
sal de polifenilalanina,

Esta capacidad de estimular la incorporocién de amincdcidos a pro-
tefnas depende de la cantidad de extracto ribosdmico agregado, Segin puede
verse en la Figura 9, en el sistema acelular con componantes solubles defi-
nidos y ribosomas monémeros agotados (80Sag-B), la incorporacidén de valina-
14C/mg de ribosomas, es mayor al aumentar la relacidn ER:Rb, Al llegar a
una relacién ER:Ab = 5, el sistema estaba prdcticemente saturada, mientras
que con ER:Rb = 1,25 se habfa alcanzado 2/3 del efecto total de estimulacién,

Un ensayo con inhibidores de la iniciacifin mostrd que el efecto del
extracto ribosémico: es totalmente sensible a los mismos, En la Figura 10
s@ ve que la estimulacidn por el extracto ribosémico es anulada en forma
practicamente total y lahncorporacién se revierte al nivel basal, cuando en
el enseyo estdn presentes NaF 20mM § ATA 0, 2mM.

ta curve del efecto inhibidor de ATA y su coincidencia con la inhi-
bicidn por NeF muestran que en las concentraciones utilizadas en el ensayo
el ATA ha asctuado inhibiendo preferencialmente la iniciacién sin interferir

con los otros proceso de elongacién gue corresponden a la incorporacidn basal,

R,2.2 La disociacifn de ribosomas mondmeros nor el extracto ribos8mico:

La disociacidn de los ribosomas 805 por efecto del extracto ribo-
sémico (que ya habfa sido observada en los experimentos con ribosomas 80S-
32P), fué estudiada mis detalladamente en cuantn a sus caracteristicas y
requerimdentos, E1 criterio con que enceramos las observaciones iniciales
fud que, a semejanza de aquellos experimentos, el efecto debia tener lugar
en condiciones fisioldgicas normales, '‘aptas para la sf{ntesis de protefnas,

y con ribosomas nativos, Para ello utilizamos entonces un lisado 1:1 en sa-
les (M.6.2), cuyo contenido de los diversos componentes del citoplasma (sa-
les, metabolitos, enzimas, partfculas), permite un funcionamiento parecido

al de las células enterss, E£E1 lisado fud incubado a 259 en presencia de e-

nergfa (ATP + GIP + creatina fosfato + creatina quinasa) y en las condicio-
nes salinas de los sistemas acelulares (Mg(CH3000)2 2mM, KC1 70mM, Tris.HCl.
(pH 7,5) 26mM y mercaptoetanol 16mM - Solucién J). La concentracidn de mgtt

libre en estos sistemas (2mM) gue corresponde a niveles éptimos para la
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continuada sintesis de protefnas dirigida por mANA endégeno (Mg++ 2 a3 mm),
permite la estabilizacién tanto de los ribosomas libres como de los poliso-
mas,

Ensayos previos con este tipo de lisado pusieron en evidencia le&
necesidad de evitar los procesos de iniciacidén y terminacién de cadenas pep-
t{dicas que alteran las proporciones relativas de las poblaciaones de poliso-
mas, mondmeros y partfculas subribosémicas, y que podrfan as{ enmascarar el
posible efecto disociante del extracto ribosémico. S8 habfa observado un au-
mento de los ribosomas monémeros provocado por la desagregacidn gradual de
los polisomas, por simple incubacibn del lisado durante 10 minutos a 259
(debido probablemente al desbalance entre la terminacidn de cadenas peptf-
dicas y la decrecida iniciacidn observada an estos sistemas). No podf{a tam-
poco descartarse la posibilidad de alteracidn en el nivel de subpartfculas
por participacién de las mismas en el proceso de iniciacidén., Se recurrié
entonces al uso de cicloheximida 0,1mM, inhibidor espec{fico de la elonga-
cibn que estabiliza los polisomas y, por ende, la poblacidn ribosdmica ori-
ginal, y también al uso de NaF 10mM, inhibidor de la inicliacidn que impide
la reutiliz~cién de las subparticulas ribosdmicas en la reformacidén de po-
lisomas, Con estos agregados al sistema acelular daescrito, se logré una to-
tal conservacién de la poblacidén de polisomas, y en esas condiciones fué
posible apreciar 8l efecto discciante del extracto ribosémico.

En la Figura 11 se muestran, superpuestos, los trazados de los per-
files ribosdmicaos de sendas muestras de lisado incubadas con energfa y am-
bos inhibidores, ya sea en ausencia o con la adicidn del extracto ribosémi-
co crudo, En primer término debe seralarse la total y notable coincidencia
en los trazados de la regidn de agregados pesados, 1o que indica que en las
condiciones del experimento la presencia del extracto ribosémico na ha prdvo-
cado ninguna alteracién en B poblacidn de polisomas. £n cambio, s{ ha causa-
do una disminucidn significativa de los ribosomas B80S nativos, y el aumento
concomitante de las partfculas subribosdmicas 405 y 60S, observacidn que es
compatible con la aludida reaccidn de disuciacidn de los mondmeros,

Para obviar los inconvenientes de observacién que traia la presen-
cia de los polisomas en estas incubaciones, hemas introducido posteriormen—
te 8l uso de poblaciones ribosdmicas constitufidas prdcticamente en su tota-
lidad por ribosomas mondmeros, Estas se obtenfan en cantidades mucho mayo-
res que los monémeros nativos provocando la dssagregacidn de los polisomas'
por incubacifn de reticulocitos (M.16) en presencia de NaF 10mM o por incu-
bacién del lisado 1:1, o de polisomas purificados en sistemas acelulares

(Me17 y M.18). Con los ribosomas resultantes (que tienen gran predominio
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de ribosomas 80S) se observé el efecto disociante del extracto ribosémico
crudo, manifestado en el aumento de subpartfculas a expensas de los man§-
meros (Figura 12, cuadros A, B8 y C). Se constatd que, como en el ensayo an-
teridr. la disociacidn era més evidente en presencia de NeF 10mM (Cuadro Al).
El cuadro A, muestra, a t{tulo comparativo, el efecto del extracto ribosémi-
co en ausencia de NaF: nitese el pequerio aumento de los picos en la zona po-
lisdmica, por reformacidn de los mismos. Se verificd ademés que el i8n fluo~
ruro no produce variaciones "per se'™, ya que los ribosomas solos, incubados
en oresencia del mismo no muestran alteracionss con respecto al control,

La utilizacién de ribaosamas B0S agotados (80Sag-B) en estos expe-
rimentos (Figura 12, Cuadro C). permitié visualizar mejor los resul tados
de le disociacién. Ello obedesce a que asta preparacidn, mds purificada, es-
té practicamente exenta tanto de subparticulas (sélo un pequefio pico de 60S)
como de material mds pesado, Por ello, y por ser asequibles en cantidadss
razonables, fueron usedos en los experimentos posteriores como sustrato de
eleccién pardmedir la actividad disociante del extracto ribosémico,

El efecto disociante del extracto ribosSmico fué medido por plani-
metrf{a de los reglistros grdficos a 254nm obtenidos por andlisis, en gradien-
tes de sacarosa, de las mezclas de incubacidn, Se expresd comola disminu=
cién del pico de 80S (con respecto al control sin extracto ribosémico), en
% del total de ribosomas,

Frecuentemente, en los experimentos en que se mide esta actividad
del extracto ribosdmico, la disociacidn de los ribosomas 80S originales pro-
duce incrementos, no s6lo de las subpartfculas, sino que hay también forma-
cidn de agregados mds pesados gue 80S. Estos se encuentran habitualmente en
una zona del registro gréfico del gradiente gue resulta intermedia entre
los pilcos de 80S y dimeros. La naturaleza de esas agregados no sstéd clara-
mente definida: podrfan ser productos de la asociacién inespecifica de par-
tfculas subribosémicas, o bien intermediarios en la reaccién de disociacidn
(a semejanza de los abservado por Talens y col.(320) en E.coli), o comple-
jos funcionales (229) (monémeros + subpartfcula 40S). También es frecuente
observar en estos gradiesntes la aparicién de un doble pico en la zona de
40S. Esto podrie atribuirse a una heteraogensidad de las partfculas subribo-
sémicas, segin los observado por Henshaw y col.(254-255). A todos estos com-
ponentes les atribufmos el representar productos de disociacidn formados a

expensas de los ribosomas U0S originales, y han sido computados como talses,

R.2.3 Inactivacidn del extracto ribosdmico:

La actividad disociante del extracto ribosfmico sabre los riboso-

mas mondmeros se destruye por accidn del calor. En la Tabla 4 se observa
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que por preincubacidn del extracto ribosémico a t¢0° durante 8 minutos, se
perdié 90% de su efecto disociante. En forma paralela disminufa en 80% la
capacidad del extracto ribosémico de estimular la sfntesis de protefnas por
ribosomas agotacdos, en el sist.ma acelular con componentes solubles defini
dos (Figura 13).

La pérdida de la actividad disociante se cbservd también en forma
précticamente total, ain en incubaciones a 53-5£° durante 5 a 10 minutos,
Como en estas condiciones se evitaba 1la formacidn de precipitados de pro-
teina coagulada que, en algunos casos, se observaron a 609, se optd por u-
tilizar dichas condiciones para le obtencidn del extracto ribosdmico inac-
tivado, utilizedo en algunos experimentos posteriores,

En un ensayo posterior (Tabla 5) se estudié el efecto de la pre-
incubacidén del extracto ribosémico durante 10 minutos a distintas tempera-
turas sobre su capacidad de disociar ribosomas 805 agotados; la actividad
disociante se midié par posterior incubacidn en las condiciones habituales
de tiempo y tempsratura (10 minutos a 25°), En este experimento se utilizd
un extracto desalado por tratamiento con Sephadex G-25. Se observd que ya
a ls temperatura de preincubacidén de 379 se producia una disminucidn de la
actividad disociante del extracto ribosémico (medida a 25°) y gue esta dis-
minucién se hacis mAs marcada si la preincubacidn se realizaba a 459, En
base a los resultados anteriores, en los ensayos re«A liziedos con posterio-

ridad se siguid utilizando la temperatura de incubacidn de 259,

R,2.4 Separocién de ambas actividades del extracto ritwosélmico:

£l efecto disociante puede ser separado del efecto estimulante de
la iniciscidn de cadenas peptidicas por simple pasaje del extracto ribosé-
mico crudo a través de una columna de Sephadex G-25 equilibrada con una: so-
lucidn de KC1 100mM, Tris.HC1l (pH 7,5) 2mM y mercaptoetanol 3mM (Solucidn
I) 0 por une corta didlisis contra el mismo buffer. Uno u otro procedimien-
to es suficiente para suprimir la estimulacién de la capacidad de reiniciar
cadenas; por el contrario, la actividaed disociante es resistente a este tra-
tamiento y aparent: mente resulta incrementada con gl mismo. E£sto puede ver-
se claramente en la Tabla 6, donde sahmuestra gue la disociacidn con respec-
to al control (Columna I), lograda por egregado del extracto ribosémico cru-
do (ER-1, linea 1), es notaeblemente aumentada cuando sl extracto ribosémico
se dializa (ER-d, 1fnea 2) o es desalado por tratamiento con Sephadex G-25
(ER-G-5, 1fnea 3) (ver también Figura 14), Pero mientras el extracto ribo-
sdmico crudo tiene una buena activided estimulante para la incorporacién
de valina-lac en el sistema acelular (eproximadamente unas 60 veces la in-

corporacién basel), las preparaciones dielizadas o desaladas en Sephadex



G-25, la hen perdido completamente (Columna II, lfneas 1, 2 y 3); de esto
se deduce que s8lo se ha conservedo la actividad disocients.

En ensayos en que sc realiz§ une didlisis més prolongada (15 horas,
17 horas y hasts 24 horas), se observd que el extracto ribozdmica no perdfa
su actividad disociante por este tratamiento,

No se conocen las causas de la pérdida de la actividad promotora
de la iniciacién por diflisis 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 ribosémico.

La separacidn de la actividad disociante respecto de la de estimu-
lacién se observd también de otro modo: cuando se extrajeron ribosomas to-
tales que habian sido conservados a -80° durante 4 meses o més (en lugar de
ribosomas totales frescos, conservados una semana), el extracto ribosémico
resultante carecfa totalmente de actividad estimulante, pero su capacidad
disociante era la normal (crudo, o tratado con 3ephadex G25).

En la preparacidn del extracto ribosémico dializado (ER-d) de re-
ticulocitos, hemos observado frecuentemente la aparicidn de turbidez cuan-
do lqconcentracidn i8nica es disminuida a KCl O,1M, Esta desaparece por adi-
cién de KC1 1M (por lo que las diluciones del extracto ribosémico pera de-
terminaciones espectrofotométricas, se hicieron habitualmente en ese media),
No hemos investigado la naturaleza de este material insoluble en KC1 0,1M).

Los extractos ribosémicos desalados pudieron ser conservados a =809

durante 20 dias sin mayor pérdida de actividad,

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

bosomas totalesg

Los extractos obtenidos de la poblacién ribosémica total cruda (pro—
ducto de la simple sedimentacién de un lisado de resticulocitos), tanto con
K€l 0,5M como 1,0, tienen un efecto disociante bien evidente. Segin puede
verse en la Tabla 7, su eficiencia es mayor en el primer caso, Coincidien-
do con.asto, en general los extractos . en KC1 0,5M han tenido mayor ectivi-
dad disociante., Esta observacidn se realizd posteriormente a muchos de los
experimentos presentados en este trabajo, que se habfan llevado a cabo con
extracto ribosédmico con KCl1 1M, Para obtener buenas actividades discciantes
los ribosomas totales deben ser extraidos sin sufrir otras manipulaciones
después de su aislamiento a partir del lisado. Cuando previamente a la ex-
traccién, los ribosomas totales eran lavados por sedimentacién en solucién

F con el agregado de KC1 70 & 150mM (en presencia de Mg(CH;C00), 2mM), el
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efecto disociante del extracto obtenido con KC1 1M disminufa en forma bien
evidente (aproximsdamente a 1/4 del efecto del extracto ribosémico obtenido
de ribosomas sin lavar), Aumentando a 250mM la concentracidn de KC1 de la
solucidn para el previo lavado de los ribosaomas (en este caso en presencia
de Mg(CH;CO00)o> 10mM para no slterar en forma excesiva la relacidn K /mg''),
el extracto ribosémico obtenido cerece totalmente de efecto disociante. No
sabemos el maecanismo por el cual ese lavado previo parece as{ extraer o i-
nactivar en le pablacién ribosdmica el factor(es) responsable del efecto
disociante, en forma parcial (1lineasz 3 y 4) o total (1fnea S5), segin la
concentracién de idn K utilizada. Debe hacerse notar que en este experimen-
to, las condiciones de sedimentacidn de los ribisomss lavedos aseguraban la
efectiva recuperecidn de todas las particulas en la muestra inicial, por lo
que no podria atribufirse a deficiencias en ese sentido la pérdida de la ac-~

tividad disociante en el extracto.

R.3 Algunas propiedades de la reaccidn de disociacién:

R,3.1, Curso de la reaccidén y sfecto de la tempsratura:

S5e estudid el desarrollo de le reaccidn de disociacién en el tiem-
po. EN léFigura 15 se muestra que a 259 la disociacién ha précticamente lle-
gado a su término ya a los 10 minutos de incubacidn, peroc que a los 5 minu-
tos el grado de disoclacidn alcanzada es la mitad del final. El1 resultado
de 10 minutos e 37° confirma el carécter limitado de lareaccidn, Este tipo
de observacinnes ha sido repetido en varios experimentas,

ta temneratura de la resccidn en el rango entre 0o y 379 determi-
na el grado de disociacidn alcanzado a 10 minutos (Figura 16), ta dependen-
cia ds la temperatura que se observa cn la reaccidn es tipica de las reac-
ciones bioqufmicas mediadas por proteinas. La sola incubacidn de los ribo-
somas a distintas temperaturas hasta 459, no provoca su disociacién, En
cambio, en presencla del extracto ribosdmico hay un aumento progresivo de
la disociecidn con el aumanto de la temaeratura. Ya a J° la reaccidn de di-
sociacidn, si bien pequeda, no es nula. Por encima de 379, hay una disminu-
cién del efecto disociante, lo cual se corresponde con la observacién,reali-
zada anteriormente, sobre la inactivaciédn parclal de 1a actividad disociante
del extracto ribosémico a temperaturas entre 37° y 459 (Tabla 5),

En base a los resultados anteriores se adoptd coma condiciones pa-

ra medir la disociacién una incubaciédn a 259 durante 10 minutos.

R.3.2 £tfecto de cantidades crecientes del extracto ribosfmico;

El efecto disociante depende de la cantidad de extracto ribosémi-

co presente, %@ puede observar en la Figum1l7 1los resultados de tres ex-



perimentos reunidos; la disminucién de los ribosomas mondmeros 80S, respec-
to del control (el grado de disociacién), crece con el aumento de la rele-
cién ER:Rb; sin embargo la curva tiende répidaments a una meseta. Con las
preparaciones del ER utilizadas en estos experimentos, labisociaciédn al-
canzaba a un 23%. En otros experimentos, con relaciones ER:iAb no mayores

de 4 a 6, se han obtenido disociaciones de hasta 40 y 50% (ver Tabla 8),

Las limitaciones de la concentracidn del 15n k¥ del sistema acelu-
lar (70mM) y del minimo de ribosomas necesarios para obtener registros gré-
ficos adecuados, impidieron que en los ensayos con extracto ribosomico cru-
do se aumantara la relaci’sn ER:Ab m&s alld de un vdor de 6, Pero utilizando
extracto ribosémico dializado ER-d (cuya concentracién de K+ se bajd a 0.1“).
pudo observarse que cantidades muy grandes del extracto ribosémico (se al-
conzé una relacién 11,4) llegan a ser en algunos casos, francamente inhibi-
torias (Tabla B). Esto suglere que existen componentes que resultan inhibi-
torios pi'ra la disocimcién y gque al aumentar su concaentracidn tienden a con-
trarrestar el efecto disociants,

Segun hemos visto, la reaccidn de disociacidén ya se ha completado
sensiblemente en 10 minutos a 259, En un experimento en cue la disminucidn
de 80S por agregado del extracto ribosémico fué de 28%, el reagregsdo de
extracto ribosémico fresco y posterior reincubacidn, en iguales condiciones
de tiempo y temperatura, llevé a un aumento de la disociacidn (disminuciédn
de B80S, en % del total, con respecto al control, 805 sin extracto ribosdmi-
co = 41) Estou indicarfa que ain existen, desnuds de la primera incubacién,
ribosomas B80S susceptibles al efecto disociante dal «tracto ribosdmico y
que el primer agregado de éste no habf{a bastado., Csta observacién, sumada
a la dependencia que la magnitud de la disociacidn muestra con respecto a
la relacién EA:Rb, sugiere que el factor de disiciacidn es utilizado y com-
prometido en el transcurso de la reaccién, apiyando la idea de una accidn

estequiométiica, mas que catalftica, d-1 extracto ribosémico,

R.3.3 Efecto de inhibidores de la sintesis ce protefnas:

Se probéd el efecto de inhibidores gue actian en la iniciacién o
en distintous pasos de la elongacidn de‘cadanas nept{cicas, sobre la reac-
cién de disociacién proumovida por el ER-GZS5. Ninguno de ellos: cicloheximi-
da, esparsomicina, puromicina, &cid) fusfdico, o NaF, usados a concentra-
ciones en quo inhiben fuertemente la sfintesis de proteinas, tiene efecto
alguno sobre la disociacién (Tabla 9),

En otro experimento, con ER-d, se probéd la accién de Pactamicina
(inhibidor de la iniciacién y de la elongacidn a la concentracién utiliza-

-4
da en el ensayo: 1 x 10 M (313; 321)) y no se observd tampoco efecto inhi-



bitorio alguno, confirmando los resultados de I.Sadnik (322).

Cuando se intentd§ observar el efecto de ATA sobre la disociacidn
de ribosomas 805 agotados (805ag-B) promovida por el extracto ribosémico,
se encontrd que concentraciones de 10_4M y adn 10-5M, producfan la altera-
cibn de los ribosomas mondmeros s6los 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 inducfa una modificacién de la cons-
tante de sedimentacidn (S) de los ribosomas mondmeros (que. en el caso de
ribosomas de eucariotes, sedimentan entonces aproximadamente con 605),apa-
reciendo picos de 5 intermedio en los registros‘gréficos de los gradientas,
Este efecto colateral del inhibidor, que enmascarae la disociacién, no pue-
de atribufirse a una disminucién de la concentracidn de Mg++ producida por
una supuesta accidn secuestrante del ATA, ya que, como lo puntualizaron Le-
bleu y col. (232), si la cantidad de subpartfculas 408 no cembia, el aumen-
to del pico de 605 no puede ser atribuido & la disociacidn de los ribosomas
805. E1 agregado del ER-G25 parecid reconstituir los ribosomas originales,
revirtiendo o previniendo la accién del inhibidor, Heiberg y col. (323}, al
estudiar el mecanismo de la inhibicién de la unidn de ribosomas a RNA por
ATA (lO—SM) habfan observedo la capecidad del mismo de modificar proteinas
citoplasmiAticas en tal forma que eran incapaces de unirse a RANA, y sugirie-
ron que el efecto del inhibidor era debido a una interaccidén con la porcién
protelca de los ribosomas. Esto nos llevf a pensar que posiblemente el agre-
gado del extracto ribosémico protegf{a s los ribosomas 8095 e impedia su alte-
racién en presencia de ATA, debido al secuestro del inhibidor por su reac-
cién directa con los componentes proteicos del extracto ribosémico, y la
consiguiente disminucién de su concentrecidn efectiva., Algo semejJante pare-
cen sugerir observaciones hechas con distintos sistemas acelulares, Segdn'
hemos visto en experimentos (no descritos en este trabajo) llevadas a cabo
con sistemas crudos (sistema acelular para lisado no fraccionado o recons-
titufdo con polisomas y sobrenadante) y purificados (sisteme acelular con
componentes solubles definidos) para le incorporacién de valina—lac en pro-
teinas' el efecto de una misma concentracién de ATA puede variar de acuerdo
a la composicidn de protefnas del medio., Concentraciones de ATA que en los
sistemas crudos inhiben selectivamente la iniciacién (3 x IO-AM), agrega-
das a un sistema acelular mas purificado provocan también la inhibicidn de
la elongacién, con el cese prdcticamente total da la sintesis de proteinas,

Ensayamos entonces agregar a las mezclas de incubacidn extracto ri- .
bosémico inactivado por incubacidn durante 5 minutos a 55° (se constatd su

efecto disociante nulo sobre los ribosomas 80S control), En esas condicio-



~8 5=

nes, en prasencia de concentraciones de ATA entre 3 y 10 x 10-5M, los con=-
troles no se alteraban, lo que contrastaba con las maodificacicnes produci-
das por ul inhibicor sobre esos mismos ribosomas, en ausencia del extreacto
ribasémico inactivado por el calor. Conseguidos las controles adecuados, se
midid entonces la disociacién por agregado de igual centidad de ER-G25, pe-
ro fresco, en presencia de ATA y pudo observarse gue si bien una concentra-
cién de 3 x ID-SM no tiene efecto alguno sobfe la capacidead disociante del
extrecto ribusdmico, a concentraciones mayores ( 5 a 8 x IO-SM]. hay una
inhibicidén creciente, que llega a ser total cuesndo se agrega ATA 1 x 10.4M
a la mezcla de incubacién (Figura 18).

Sin embargo, una preincubacidn del extracto ribosdmico durante 30
minutos a 0°, en presencia de ATA 10-4M, no 1llevd a la inactivacién de su
efecto disociante sobre los ribosomas 80S agotados (80Sag-8), medido por in-
cubacidn en el medio acelulsr habitual. Por el contrerio, la disociacién ob-
servada fué 1gusl a la que se obtenfa por incubacidn directa del extracto
ribosdmico y los ribaosomas en presencia de ATA 1,33 x IO-SM, gue era la con-
centrecidn final resultante en la mezcla total de incubacidn al agregar el

pequseio volumen de extracto ribosémico preincubado con ATA 10 M.

Re3.4 El efecto disociante se ejerce sflo sobre ribosomas 80S libres:

En la seccidn R.2.2, en axperimentos realizados con extracto ribo-
edmico crudao, ya se habia visto que al actuar sobre una poblacidn de ribo-
csomas totales de un lisado, el efecta disociante se ejercfa solamente sobre
los mondmeros 805 nativos. Al iniroducir el uso de extractos ribosdmicos de-
salados (ER-G25), se reinvestigd si, ademds de los ribosomas monSmeras, no-
dfan ser sustrato de la reaccifin las unidades ribosémicas de polisomss,

Pera paoder dilucidar este punto en forma inequivoca, debfa asegu-~
rarse que durante la incubacién y otras manipulaciones experimentales, los
polisomas no sufrieran degradaciones que enmascarasen los procesos de diso-
ciacién investigados., Para sortear esa dificultad, no sdlo se tomaron pre-
cauciones especiales en la praparacién de los polisomas para evitar roptu-
ras meéénicas, sina que, como anteriorpente, se recurrid, ademds, al uso
de inhibidores en la incubacidén. Los polisomas purificados, una vez obteni-
dos, se resedimentaron 25 minutos a 50,000 rpm (rotor 50, Spinca), para en-
riquecser la preparacién en sus camponentes mas pesados. Estos polisomas se
incubaron en presenciae de inhibidores de la elongacién (cicloheximida 1mM
y esparsomicina 0,1mM) pera evitar la degradacidn de los polisomas, y de la
iniciacién (ATA 0,03mM) pargevitar la asociacién de las subpartfculas a po-
lisomas, Le concentraciSn de ATA utilizada no inhibe la disociacién (R.3.3)3

para evitar que la misma elterase el comportamiento de las part{culas ribe-
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sémicas des contirol en la sedimentacién, se agregd tembién extracto inacti-
vado por el calor.,

Con todas estas precauciones pudo reducirse la proporcidn de 80S
presentes habitualmente en las preparaciones de polisomas o que aparecen
durante la incubacifn de los mismos (ver Figura 19, Control). Pudo ebser-
varse entonces que, por agragado del extracto ribosémico, solamente apare-
ci{a disminufdo el pico de absorbancia a 254nm correspondiente a 805, con
aumento concomitante de los picos correspondientes a las subpartfculas de
40S y 60S, mientras que los polisomas permanec{an inalterados, Este resul-
tado, coincidente con la observacién reelizada con extracto ribosdmico cru-
do y ribosomas totales del lisado, evidencia que s&lo los ribosomas 805 li-
bres son disociados por efecto del extracto ribosémico, mientras que las u-
nidades ribosémicas activas, en los polisomas, no son susceptibles de dise-

ciacidn.

R.3.5 Comparacidn lel efecto disociante sobre distintos tipos de ribosomas mo-

ndmsros £05:

Se ensayd el efecto disociante del extracto ribosémico sobre riba-
somas 805 obtenidos por distintas procedimientos, En especial se comparé el
efecto disociante del extracto sobre los ribosomas 80S agotados (80Sag-B8),
obtenidos en condiciones iénicas fisioldgicas y utilizados habituelmente en
los ensayos, con el efecto obtenido al actuar sobre los ribosomas 80S nati-
VoS (del tipo de los utilizados en los experimentos con 32P), gue son cons-
tituyentes normales de la pablacidn ribosémica total de los reticulecitos.

Se utilizaron (Tabla 10): (a) ribosomas 80S nativos, libres, que
se aislaron de un lisado de célula: normales por fraccionamiento en gradien~
tes de sacarosa, preparativos; (b) ribosomas 805 obtenidos de células ente-
ras incubadas con NaF 10mM, hasta provocar el desarmado de los polisomas,
seguido de posterior lisis y sedimentacidn (80S-F); (c) ribosamas 80S ago-
tados, obtenidos a partir de polisomas aislados de gradientes preparatives,
que fueron incubados en un sistema acelular cumpleto, hasta agotamiento de
su actividac de sintesis ds proteinas, purificados luego por fraccionamisn-
to en gradiente de sacerosa (80869—8); (d) ribosomas B0S reasociados, obte-
nidos de ribosomas 80S agotados, disociadns por incubacidén a 09 en altas
concentraciones de KCl1 (0,5M) y reasociados bajando la concentracién de Kf
a 60mM (Esta procedimiento, que implica una disociacidn y reasociacidn de
los ribosumas, es una modificacidn del método de Falvey y Staehelin (7) pa-
ra obtensr subpartfculas ribosémicas, Los ribosom's as{ obtenidos estdn mds
lavados que los aislados por los procedimientos comunes).

Se observé que la magnitud de la disociacidn sobre ribosomas moné-
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meros libres obtenidos por tan distintos procedimientos era semsjante en
todos los cesos (Tabla 10).

Es importante sefialar ademds que con todos estos tipos de riboso-
mas se evidencid§ un marcado incremento del efecto disnciante del extracteo
ribosdmico por agrsgado de ATP 1mM (que suple las necesidades de energia

(ver secciones siguientes).

R.3.6 Requerimientos de energia:

En los experimsntos llevados a cabo con ribosomas 805—32P ce ha-
bfa observado (R,1,4) que para gue ocurriera la incorporacién de los mis-
mos a polisomas era necesaria la presencia,: no sdlo del extracto ribosémi-
co, sino también de energfa. “uedaba en plé el interregante de si este re-
querimiento refleja una esencial participacién de la energfa en el procesao
de disociacifin de los mondmeros por efecto del extracto ribosdmico.

En ensayns preliminares del efectao disociante del extracto ribosd-
mico crudo sobre los ribosamas mondmeras, se habia obtenido inkdicios de
que la presencia de energia influfa en la magnitud de la disociacidn; en
efecto, se habfa observaedo en farma repetida, que el limitado efecto di-
saciante propio del extracto ribosdmico crudo sin otras adicianes, se vefa
aumentado cuando en la mezcla de incubacidn se introducfa energfa (general-
mente en forma de ATP.Mg + GTP.Mg, en concentraciones 1lmM y 0,2mM respecti-

vamente).

A.3.6.1. Efecto de la presencia de erergfa en la actividad disociante de dis-

tintos extractns ribosdmicos:

Poara determinar conmyaor certeza el grado de dependencia de la
reaccifn de disociacidén respecto de la energfa, se utilizé preparaciones
del extracto ribos6mico que habfan sido desalada:; ya sea mediante didli-
sis (ER-d) o nor gel filtracién a través de una columna de Sephadex-G2S
(ER-G25). En todos los casos la actividad disociante de esas praparacio-
nes (en ausencia de energfa) fué menor que la del respectivo extracto cru-
do; frgcuentemente, el efecto disociante fué pequeno, y en algunas casos
pnactiéamenta nulo (Figura 20).

Con estos preparadus se ha mostrado en todos los casos que la di-
sociacibén tiene una muy marcada dependencia respecto de la.presencia de e~
nergfa, Este resultado se observa en la figura 20 (incubacién con ER~d +
energia), y en laTable 11, en que se compara la accién del ER-d y ER-G-25,
con la de su extracto ribosémico crudo original, en la disociacidn de ribe-
somas B80S agotadas, sin y con energfa. La fraccién de disociacién atribuf-
ble a esta dltima, 1lleg8 al 424 y esa contribucién depend{a de la presencia

del ER: en su ausencia, el efecto disociador de la energi{a sobre los mond-



meros era muy pequeda (14%),

R3.6.2 Accidn estimulants de diversos nucledtidostg

Se llevaron a cabo experiencias para dilucider si el incramento de
la disocoiacidn por la ensrgfa era provocads por le presancia de embos nu-
cledtidos agregados a la mezcla de incubscidn (ATP + GTP), c a ung fdz e-
llos en particular, Los resultados (Tabla 12) muestran que, tanto con ER~d
(columna I) como con ER~B25 (columna II), mientras el agregado de GTP sflo
(0,2mM) no produce senéiblas diferencins resnecto a la disociacién promo-
vida por el extracto ribosémico en ausencia de nuclsftidos, la activided
disaociante es en cambio estimuleda an forma marcada por le presencia d=
ATP 8610 (1mM), Por otra parte, el agrsgado de aembos nuclefsido-trifosfa-
tos no produce mayores veriascionez ccn respects al efecto del agregado de
ATP adlo ( ello adn en un ensayo en que la concentracidén del GTP agregado
habfa sido 1mM). De estos resultado surge cleramante que el efecto obser-
vado es debido sxclusivamentz a la prasahcim da ATP en la mezcle de incu-
bacién, dado que el GTP no tiens efecto sindrgico ni mditivo visiblas,

Las difsrencias abservedas sn presencia de los nucledsido-trifosfa-
tos, na pusde atribufrse a un efcctoc secuestrante del 16n ﬁg++ vya oue los
mismos han sido agregsdos como caompunstos de g {XTP§MQ}. Ademfs los cone
troles, que se efectlian con las migmas concentraciones de nuciedsido-tri
fosfatos, pesro en ausencia del extracto ribosémico, no musstran varizcio-
nes importantes con respecto a los ribosocemas 808 incubzsdos sin energfa,

En los casos en que, por agrecgade de ensrgia, se observaron veriaclones
medibles, se especificd su valor en 8l experimento respectivo., En algu-
nos ensayos gl efecto discciente computedo ez la disminucidn de las mond-
meros 80S en nresencia del extracto ribosdmico, referido a los mismos q@-
bosomas en presencia del nucledsido-trifosfato utilizado en cada ernsayo,
tomadao como control; en oiros el control ha sido de ribasomas B80S sdlos
(en susencie de extracto ribosémico y de nucledsido-trifosfatos).

Para confirmar los resultadcs anteriores se realizé un expsrimsnto
en sl qua e8 estudis el sfecto de lgs distintos nuclaedsido-trifosfatos so~
bre la accifn disociants del extrecto ribosdmico (Tzbla 13), (Cada uno de
ellos se agregd a una concentracidn lmM]. puade cbservarse que el ATP es
el lnico que mostré una estimulacién bien dofinida, E1 UTP y 8l CTP, ¥y, en
particular, el GFP, son inactivos,

En otro exberimento para dilucidar si cl ATP podia ser sustituido
por otros fosfatos de adenosina (Tabla 14), se observd que, en iguales con-
diciones, el ADP y sl A¥P (ambos sn concentracidn 1mM) no son activos en

la estimulacidn de la disociacidn,



R.3.6.,3 Determinacién de los niveles 6ptimos de ATP;

Se investigd cudl era la concentracidn de ATP en las mezclas de
incubacidn que promavia una mayor estimulacidn de la disociacién de les ri-
bosomas maondmeres por efecto del extracto ribosémico, Como se muestra en
la Figura 21, dentro del rango de 0,2mM a 2mM, hay um dependencia del efec-
to disociante del extracto ribosémico respecto de la concentracidn de ATP
presente (agregado siempre camo ATP.Mg). Se ha encontrado que en este sis-
tema se alcanza el nivel dptimo entre 1 y 2mM, y que concentraciones mayo-
res no incrementen la disociacién,

Se ha sncontradeo ademds que, cuandn se agrega un sistema genera-
dor de nucledsido-trifosfatos (creatina faosfato + creatina guinasa), hay

un efecto mdximo, adn con niveles de ATP tan bajos como 0,2mM (Figura 21},

R.3.7 Dependencia de la concentracidn de idn Mg++:

Al igual que lo observado con el factor de disociacién de E£.coeli
(84) y de otros extractos ribosémicos de eucariotes (223; 250-251), el efsc-
to disociante del extracto ribosdmico de reticulocitos disminuye en forma
marcada sl aumentar la concentracidn de Mg++. En la Tabla 15 se describe un
experimento de disociacidn realizado en concentraciones de Mg_'++ entre 1 y
5mM: el grado de disociaciin entre 1 y 2mM (21%), disminuye ya en vg't 3mm,
y en 8l nivel de 5mM, es menos de 1/3 de los primeros.

En concentraciaones extremas de Mg++ hay una alteracidén de los ri-
bosomas mondmeros en los controles., Se sabe que por disminucién de la con-
centrecién de Mg'® (4; S; 12; 13), se obtiens una disociacidn no fisioldgi-
ca "in vitro", En concordancia hemos observado que con Mg++ 0,5mM hay una
disociacidn en los controles (ribosomss BOS en ausencia del extracto ribo-
sdmico) con aparicidn de subparticules derivadas, Esta alteracidn nes im-
pidié determinar el efecto del extracto ribosémico a esa concentracidn de
Mg++_ Por otra partse, a altas concentraciones del mismo hay asociaciones
inespec{ficas de ribosomas mondmeres en particulas mds pesadas. Esto comien-
za a visualizarse en concentraciones de Mg++ 5mM y a 7mM es bien evidente.
£l rando de concentraciones de Mg++ en que se observa la disociacién por e~
fecto del extracto ribosémico, esta de;tra de los niveles fisiolégicos (2 a

3mM) para la sintesis de protefnas en el sistema acelular de reticulecitos

de coneja.

Re3.8 Modo de accidn del ATP:

Se intentd reconocer el modo de accidn e través del cual el ATP
ejerce el efecto de estimulacidn de la disociacién promovida por el sxtrac-
to ribosdmico.

Un aspecto de ests cuestién ss establecer de qué manera es utili-
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zado el ATP. Para ello se estudid entonces si el mismo es reemplezable en
la disociacién, por anf8logos del ATP ¢n los cuales una de laéuniones piro-
fosfeto ha sido reemplazada par una unidn metilén-difosfonato: el adenosin
§'~trifosfato-alfa,beta-metilén-difosfunato (AMPCPP) y el adenosin 5°' tri-
fosfato-beta,gemma-metilén-difosfonato (AMPPCP). Con estos andlogos es de
esperer, que en reaccinnes enzimdticas que involucran la ruptura del puen-
te nirofosfato alfa-beta § beta-gamma, su reemplazo por un puente metiléni-
co impide le reaccidn en que estd involucrado el respectivo puente de pire-
fosfato; un uso similar se ha hecha del anflogo del GIP, GMPPCP, en diver-
sos pasas de la sintesis de protseinas,

En este experimento se utiliz& un extracto ribosdmico diall:zado
(ER-d) exhaustivemente (durante 17 horas), contra el medio habitual, solu-
cién I (10 cambios; volumen total 4 litros), pera con el agregado de carbdn
activedo (Norit A, concentracién final 1 mg/ml), en el medio de didlisis,
para favorecer la adsorcién de nucle8tidas y asegurar una mejor eliminacidn
de los nucleftidos endfgenos.

De los dos andlogos ensayados (Tabla 16), el AMPPCP (beta,gamma-
metilén) es capaz ce reemplazar muy eficientemente al ATP en su efecto dopmn%ﬂ
%%sociacién (B2% de la obtenida con ATP a igual concentracién: 1mp),. E1
AMPCPP (alfe,beta-metilén), en cambio, es esencialmente inactivo (6%), Es-
te resultado sefiala que en la accién del ATP es importante la existencia
de la unidn pirofosfateo entre los fosfatos alfa y beta y que, en cambio,
el otro puente pirofosfato (entre beta y gamma), es reemplazable por un
pusnte metilénico, y sugiere que la accidén del ATP podria ocurrir a través
del cliveje d: launifn entre los fosfatos alfa y bata,

£l otro aspectn considerado fué si la accidn cel ATP sobre la di-
sociacifn requiere una intereccidén del ATP conjuntamente con ambos compe-
nentes del sistema, los ribosomas 80S y &l extracto ribosdmice, o, por sl
contrario, esa interaccién se da inicialmente con una u otreo excluyente—-
mente. Pars explorar estas posibilidades se dicseiid un experimento en el que
se utilizd 1la propiedad de la reaccidn global de disminuir considerablemen—
te el grado de disuciacidn de los ribqsomas cuando la concentracién de ATP
era menor que 1lmM, Se utilizaron des tipos de incubaciones:

(a) Preincubacisn, ya sea del extracto ribosémico o de los ribosomas, en
el medio salino acelular (Solucidn J) y con ATP.Mg 1mM, durante 10 minutos
a 259, y posterior dilucidn con dos valimenes del mism> medio, con el agre
gado del caomponente faltante, respectivamente ribusomas 80S & extracto‘ri-
bostmico (concentracidén final de ATP.Mg 0,33mM), incubando esta mezcla en
condiciones de tiempe y temperstura iguales a las de la preincubacidn,

(b) Incubacién directa conjunta de los ribosumas 805 + extracte ribesémice
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en la forma habitual (como lo segunda incubacién aen (a)), con ATP.Mg 1mM
o bien 0,33mM, durante 10 minutos a 259,

Se observd ocue el efecto disociante del aextracto ribosémico en el
experimento del tipo (b) depende de la concentracién de ATP en la mezcla de
incubaidn (Table 17, 1fneas 1, 2 y 5). Pero al preincubar laos ribosomas 80$S
con ATP 1mM, la posterior incubacién (ATP.Mg 0,33mM final;(1linea a)f en cen-
diciones que son iguales a las del pdrrafo (b)) mastré un efecto disociante
mayer del esperado en una incubacidn directa con esa concentracién final de
ATP en el medio; ese efecto fué equivalente al sbservado en (b) (incubacién
directa) cen ATP.Mg 1lmM. Si per el contrario era el extracto ribosémico el
que se preincubaba con ATP.Mg 1mM (linaa 3), el efecto disociante obtenide
al agregarlo a los ribosomas 80S fué el correspondiente a la cancentracién
final de ATP resultante en la mezcla de incubacidn (0,33mM) (Equivalente
a la incubacidn de la 1fnea 2). Estos resultadaos fueron coincidentes con
los dro etro experimento del mismn tipoe, pero m<s limitado, en el que sélo
se habfa hecho la preincubacidn de los ribosomas 805 con ATP.Mg 1mM y se
habia observado que el efecto disociante del extracto ribosédmice scbre ss-
tes ribosomas (con ATP diluido) era igual que el obtenido en la incubacidn
directa con ATP lmM (control).

Los resultadas obtenidos, que cansiderames preliminares, inducen
a pensar qus la accién del ATP se ejerce directament= sobre los maondmerss
B80S, en una etapa previa a la intervencidn del factor(es) del extracto ri-

bosfmico.
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En esucariotes, los ribosomas mondmeros 805 libres estén prasentes
sn el citoplasma ds todas las células examinadas, Su rol metabdlico y su rela-
cidn'con el ciclo polisdmico han sido objeto de numerosos estudios y discusio-
nes, Estas partfculas no poseen cadenas pept{dicas crecientes y cuando su ac-
tividad de sfntesis de protefna se mide en sistemas acelulares con un madio de
reaccién semejante al fisiolégico (.MQ++ 2 2 3 mit), la misma es practicamente
nula, &Un en presencia de mensajeros artificiales como el poli-U. Se sabe,sin
embargo, que en estos mismos sistemasz con poli-lU, pero a altas concentracio-
nes ds Mg++no‘fisiolﬁgicas ( 5 a 10 m#4), los mondmeros llegan m ser activos y
sintetizan cadenas peptfdicas.

Ses ha observado en forma repetida gue en sucariotes los monfmeros
libres no tienen una participaciln activa an ol cicla polisdmico ( 225; 2263
242-c; 260; 263-b; 267; 271 ), y clertas estudios con precurscres de RNA sugie-
ren que son una forma pasiva de almacenaje (263). Sin embargo exiaten evidene
cias qua permiten asignarles un rol potencizl en le sfntesis de protefnas.

En efecto, los mondmeros libras, que en las células se acumulan bajo una va-
riedad de condicionas mataebflicas adversas (267;268;269;312), pusden reentrar
en polisomas en condiciones qus favoreszeen unm mayor velocidad de sintesis
(312; 226; 267; 269).

Nosotros corroborames ssta Gltime conclusién al constetar que (como
lo mostraran inicislmente Marks y col., (269)) los monémeras acumulados en re-
ticulocitos enteros por sfecto del 18n fluoruro, estaban directamente involu-
crados en la reformacién de pclisomas durante el Proceso de recuperacidn da
la capacidad de 6fntesis de proteinas, ure vez sliminado sl inhibidor ( Figu-
ra 3 ), En esas condiciones,pues, los mon8meros libres pueden actuar como
precursores de unidades ribosémicas activas y ser transferidos a polisomas,
demostrando su convartibilidad metabdlica,

Los estudios aquf presentados ss han dirigido a la bdsqueda de un
camino que permita la utilizacién ds los ribosomas mondmeros para la forma-
cifn de polisomas en condiciones fisiolégicas.

En primer tSrmino debemos referirnos a la eleccién de condiciones
expérimentales para las observaciones en sistemas acelulares y ssfalar la im=-
portancia qus tiene para el significado de los experimentos el medio iénico
y en especial las concentracicnes de Mg++y de K+. Ya.habfamoa serialado que
variaciones de Mg++respecto-del nivel fisiolégico conducen a que partfculas

ribos8micas normalmente inactives adquieran la capacidad de sfntesis de



de uniones peptidices ( caso de la traduccién de poli~-U); sin embargo, en
a@sas condiciones no son capaces de discriminar sefiales de iniciacidn ni las
requieren, Precisamente el nivel de ese catidn en ol medio se ha utilizado
como un criterio decisivo para dilgcidar los mecanismos natureles de inicia~
ciln de sfntesis de protefnas tanto en bacterias como en eucariotes, y se ha
establecido la necesidad de trabajar con concentraciones bajas de Mg++.para
reproducir los macanismos fisiol8gicos., En nuestirc caso todos los exporimon-
tos han sido reslizados con Mg++ 2<2,5 m\ v K+ 70 mM, condiciones en las que,
en el sistema acelular de reticulocitos es mxima la reiniciecidén de la sfn-
tenin do cadehns popt{dicas de globina, y na consideran semajantes a las que
imperan en el medio intraceluler normel,

Ya se han expuesto (I.S.Sg I.S) las prusbas que existen para propo-
ner, en eucariotes, un modelo de ciclo polisomas-partfculas subribosémicas,
que lleva & la rapetida sintesis de proteinas,

En el mismo, las unidades ribusdmicas de los polisomas tienen como
precursoras directas a las partfculas subribosfmicas natives, Ello fu$§ ini-
cialmente. sugerido por Bishop (3] para 8l sistema de reticulocitos y observe-
do en nuestro laboratorio por Zylber {316).

Este modelo ha sido corraborado por los experimentos que hemos llie-
vado a cabo utilizando partfcules subribosémiceas marcadas con 32P, en un sis-
tema sceluler con componentes definidos, ssgin Allen y Schweet {308). Esta
tipo dz sistema @s précticamsnte cerante de Tactores de iniciacibn, Utilizan-
do estas subpartfculas (fraccidn 403_505_32p (Figdr& 4} & 408—32P y 606—32P
aisladas (Tabla 1)} ) hemos verificedo qus, en e@sas condiciones de sintasis
de proteinas, las miémaa s8 asocian a polisomas,

Estos resultados son coincidentes con los obtenidas en sistamas.&;
celulares de reticulocitos de conejo (3; 263; 264; 217; 228; 229; 232; 316);
al mismo sistema con subpartfculas de cflulas de tumor‘ascitico de Ehrlich
(254-255) o de hfgado de rata (233); en sl sistema ecelular de mlsculo de em=
brién de pollo (197), en células enteras HeLa (225; 260; 262-a); en célules
L (261) y en levaduras (148).

Para la incorporacifin de las partfcules subribosSmicas en polisomeas
se reguiere, en gran medida, la presencia de energfa. En efecto, su omisidn
provocd, en nuestro experimento, la reduccién de la incorporacifn de radio-
actividad-aaP a agregados pesados, & un tercio de la obtenida en su pressencia,

Esta dependencia del efecto de energfa habfa sido ya observada (316)
y fud corroborada ademis por los resultados de Ottolenghi y col (318) en lisa-

dos ds reticulocitos: al agregar energfa se duplicaba la velocided de inter-
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cambio de 408-329 con la fraccién polisémica, Tambifn en lissdo de raticuloci-
tos, pero con subpartfculas 405-3H de hfgedo de rata (233) se observd qua su
incorporaciSn a polisomas ara dependisnte de energfa ( ATP + GiP + fosfoanol-
piruvato + piruvato quinasa ). £l requerimisnto de energfe reflejarfa por una
parte la necesidad de funciocnamiento del sistema (procesos de elongacién do-
pendientes de anergie) para generar en 8l mRNA sitios de iniciacién vacantas
que permitan la unifn de subpartfculas ribosémices a los polisomas; asimismo
indicarfa el requerimiento de GTP y Mat-tANAg para la formecidn de los comple-
Jos de iniciacién,

A diferencia del comportemienta de las partfculas subribosémicas na-
tivas, en idé&nticas condiciones los ribosdass S05 nativos no son capaces de
incorporarse a polisomas en el sistema acelular con lisado enriquecido en po-
lisomas., La observacifin fuf realizada en el experimento de la Flgura 5-8, en
que los ribosomas BOS—SZP‘psrmanacian precticamrente inalterudos, pese al fum-
cionzmiento del sistema en la sintesls de sroteifrmss, Estos resultados indicen
la incapacidad de los mondmeros de actuar, en aesas condicionzs, como precur-
sores de la iniciacidén de la sfntesis de protelnas, Los mismos exparimentos
sefalaron también que los riboscmas mandmeres no se disocisron aspontdnsamen-
te a subpartfculas‘ni intercambisron subunidades con la poblecidn de subportf-
culas netivas presentes en la preparacidn de polisomas no marcados.

Estos resultados coinciden non observacicnes enteriorss sobre la re-
lativa pasividad de los mondimerocs comparados con las subpartfculaes nativas,
en sistemas acelulares con lisados crudos, (que contienen factores de inicie-
cibn), ya sea en activa sintesis proteica en estado de flujo estacionario (A-
damson y col (242-c) ) o en el proceso de reiniclacién (Bard {217) ), También
concuerdan con las indicaciones sobre la falta de equilibrio metab&lico con
polisomas o con subpertfculss natives, en células de mamf{fero en estado de
flujo estecionario (225; 250; 223), o la fslta de un répido equilibrio de di-
sociaecifn-asociacidn entre los mondmeros y subpartfculas duranta los aumentos
de concentracién de los primeros en cflulas snteras (Figura 3-C).

En cambio, se plantea una eparente divergencie con el resultado del
experimento en células enteras (Merks y col, (269); Figura 3 D y E), en qus
los ribosomas 805 acumulacos por bloqueo ds la iniciacidn, pueden reentrer en
polisomas durante el proceso de recuperacidn en sl que prsdomina la iniciacién,
Asimismo, recientemente Ottolenghi y col, (318) han observado que al incubar
un lisado de reticulocitos no fraccionado (szemejante a nuestros lisados 1:1
(M.6) ) con la edicién de ribosomes moriémeros 803-32P nativos, pero sin egre~

gado de energfa, junto con una Cecrecida sfintesis de protefnas, hay un lento



preceso de utilizacidn de los manémsros pare la formacidn de polisomas,

La diferencia de comportamiento de los ribosomas en la célula o en
sl sistema acelular cuando estén en flujo estacionario o cuando reslizan pre-
Tersncislmaente la reiniciacidn, sugleren que hay ciertas condiciones que se
dan en células anteras o en lisados no fraccionados, que permiten que a vecse
los mondmeros actfian como precursores de unidades en polisomas para la sfnte-
sis de protefnas,

Por otra parte, frents a la incepscidod ¢2 los monfmeros para ac-
tuar en ciertos sistemas acelulares, la potencial actividad da los mismous en
las células enteras, (o en lisadas (318) ), plentea, entre otras posibilidades,
la de gue ellas posean algln componznte Gus, en los sistemas acslulares raconsd-
trufdos con fracciones aisladas, ssté inzctivado, o ssa deficitaric o dirsctz-
ments esté ausente, y cuya disponibilidzd determinarfa la capscidad de los ri-
bosomas B3OS de antrer en los polisomes,

tos trabajos de Miller y Schwase? {173 @ y b) mostraron qus, en un
sistema acslular de reticulocites con cowponentes purificados, podfa chtsner-
ge una prolongacién de la sintasis de profelnas, & través ds la continuada reo-
iniciscién de cadaras peptidicas, madiete ol acregodo de un extracho ds ribo-
somas totales en KOL concontrado, £58 extrasto restauraba la pordida cepacid-d
de iniciacidn de esos sistemas y promovia 1 resctivzcifin da preparsciones do
riboscmas agotados, Cohen {175 a ¥ b } complstd estas observaciones wmostrando
que durante la eccifn dol extructe ribosdelcn oo preducits la reformaclfo da
polisomas a expensas de lcs mondmsros apctados, R

Los resultados da los experimentos nresentados en este trabajo, ba-
sados en @sos estudios ds Miller y Schwoet, y Oshen, indican que la movilize.-
cién de los ribocsomas mondémeros en el sisteome zeeluler y su perticipacidn en
la formecién de polisomas y la iniciaci®n do la sfntesis peptidica, se logran
a través de la disociacidn a partfculas subribos8micas activas en la formacién
de complejos de iniciacién. L& discciaslin ocusre madiente la aceidn ce un fec~
tor.(as);de disociacién, en el extructo ribaséaico, scbre los ribosomas mond-
meros libres, en presencie c¢ ATP, en un medio iénico con Mg++y K¥ apto para
la sfntesis paptfdice, y en condicionss en cue 8sta tiene lugsr,

Hallazgos.en gl sistema de reticulocitos rslacionadosa los nueatros
han sido asimismo comunicados por Lubsen y Davis (187; 222; 223) quienes en-
contraron un factor de disaciscidn en el extracto ribosémico y lo caracteri-
zaron, Wizuno y Rabinovitz {224) que con un factor similar al anterior han
descrito muy recientemente la nccesidad de ensiogfa psra la reaccidn d2 diso-

ciacién , y , como ya sse mancionara, Ottolenghi y col (318) que obtuvisron
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evidencias indirectas de la disaclacién de ribosomas monémeros. En levaduras
(250), en higedo de rata (251), sn células de tumor ascftice (252) y en poro-
tos (259) se h;n descritoc también factores de discciacién,
Esos resultados serén discutidos conjuntemente con los nuestros en
las sacciones siguiantas.
Nuestras conclusiones, expresadas mhAs aerriba, sstdn apoyadas por

las sigulentes evidenciaes:
1) El extracto ribosﬁmicolutilizado an nuestro fesahede astisule 18 continuada

sfntesis de protefna on sistemas scalulares con componentes definidcos; el
curso de la sintesis, gus gin @l extracto cese a los 15-20 mirutos, as exten-
dido m&s alld de los 60 minutos, con velocidad aumentada y constente, en pre-
sencla del extracto., £sta linearidad de ia incorporacifin paocria corressonder-
se con un aumento de la disponibilided del o de los factoras ds iniciecidn,
especialmente los factores lédbiles en lisados de reticulocitns, que ya nhan
sido discutidos por otros asutorss {217; 2537 327): en afecta, la estimulacién
depends de la cantided de extracto agregada (Figura 9). La astimulacifn ha
mostrado las siguientes propiedades: gs inhibida por inhibidores especificos
de la iniciecidn: NeF y ATA (Figura 10), lc cual confilrma qua la iniciecidn
estéd involucrada en el efecto sstimulento; ss inactivada por 2l calor {Figu-
ra 13); también pierde esta sctividsd por tratamisnto por diélisis o desale-
do (R.2.4), lo cual podris atribufrsz a la ofrdida do una sustancia de bajo
pesoc moleculaer, o a la destruccidén de un factor macromolesculer, No sabernios
sl el agregado de los componantes nue han dielizado permite la rscuneracifin
de la actividad. Le inactivacidn es llamativa, cor cuanto a partir de ese
mismo tipo de extracto se cbtisnen, por miltiples mmnipulaciones que implican
repetidas didlisis, los factores de iniciscidn {1.5.2) que de por si son at~
tivos en sistemas aceslulares reconstitufdoz, Esto refuerza la sospecha de que
la madida de la iniciacifn en sistemas reconstitufidos a partir de fraccio-
nes con distintos tipos de fectores de iniciacidn purificados, podria estar
reflejando modos de iniciacidn que n3 son los del sistema crudo ; esto fuf
sefialado por Danbrough y col. (236-238) el describir, en el sistema crudo,
la formacién de los comﬁlejos 40S-Met-tRNA sin mBRNA, qus no se abtienen en
sistemas con componentes purificados, Podria ocurrir que en los sistemas mis
purificados se produjese una incapacidad para formar estos complejos y se hi-
ciese as{ indispensable la presencis del mensajero.
2) Esa estimulacidn se ejerce sobre preparados de ribosomas diversos: no sd-

lo zobre polisomas (aln activos en la elongmcidn n cadenas crecientas),
sino sobre ribosomas sgotados o inactivos, como los mandmeros libres,

ta estimulacidn ds la incoreporacidn de &minoﬁcido—lac o més avi-
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dente con aquellos ribosomas en que se ha egatedo praviamonte la actividad
de sintesis, y en particuler en los ribosomas 80S aisledos de preparacianass
agotadas, en los que la activided depende totalmente del agragado del ox-
tracto ribosédmico (Figura 8).

3) En sl sistema acelulsr con un lisado emriguecido on polisomas, {que ademds
contienen factores de iniciacidén en cantidad limitante, enzimas, tRNA, amino-
&cidos, energia, Mg++ y K*) la presencia del extracto ribaosémico posibilite
que durante la sintesis de proteinas, log ribosomas mondmercs libres, nati-
vos, marcados con 32P, se incorporeﬁ a polisomas. AL mismo tiempo se disocian
a subpartfcules 405 y 605—32P. Tonisndo en cuznta la demcstrada capacidad ds
las subpartfculas nativas de unirse & polisomas @ inicier la sintesis pgrotsi-
ca, podria inferirse que esta utilizecién de los ribosomas 80S pera inicle-
cién de la traduccidn requiere este proceso previo de disociacidn, cuyos pro-
ductos (40S y 60S8) serfan intermediarios en la incorporacién a polisomas, U=
na conclusidn anfloga ha sido sropuesta ronisntoments por Ottolenghli y col.
(318): an sus experimentos con lisads no fraccicnado de reticulocitos y ri-

2
bosomas 888-3 P, la incorporacidén de la radioactividad de éstos en poliso-

32 32
mas perrit{a determinar el bslance RHA 18%- P/RNA 283 P ea polisomss, que
era sclectivamente disminuido cuando se agregaba subpartfculas 405 netivas

b

no marcadas; los autores interpreteron gue éstas actuarian compitiendo con

32
le incorporacifn de subunidazdes 405-

P do los mondmeros, pero no interferi-
rfan con la incorporacidn de las corragondicntos subunidedes SOS—BZP. Esto
se tomabz como damostracifn de qusk incorporecidn transcurria e través de
la disociacidn a subparticulas libres 4CS y SOSbeaP (que an el exparimento
no habfen sido observadas). En nugstros exparimantnni vn ausencia de enargis
la transferencia de rodicsctividad es mucho mazpnor v s dg destacar que no s§
observe aumento de la fraccidn de subpertf{culas ribosdmicas (més bian una
disminucidn por incorporacién en nolisomas de las pocas subparticulas—szP
contamninantes de le pfeparacién cle 853«32P; esto egstabs dn acusrdo con su
comportamiento esperable, segiin los esxperimsntos realizedos con 4US+608-32P).
Asf, la existencia del requerimiento de energia para obtener la disociacidn
de los mon8meros ha sido sugerida por estos resultados, en una fase tempra-
na del dssarrollo de nuastro trabajo. Los experimantos posteriores, que se
discutirén m&s adelante, han corroborado la velidez de esta hipdtesis,
4) El extracto ribosSmico posee una actividad de disociacifn de ribosomas
805 a perticulas 40S y 60S, qua se manifiesta en condiciones de sinte-
sis de protefnas, y es aumentedz por ATP. La reaccién y el factor de diso-

ciacidn serén discutidos mds extensamants en una seccibdn posterior,

5) laz particulas subribosdmices 405 y £0S procucidss durante le disocie-
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cién ss comportan como particulas nativas, estables, y sin tendencia a resso-
clarse espontfnesmente on el madio con Mg ' 2 & 2,5mM (fisiolégico).

Esta estabilidad distingue a sstas subpartfculas de las subunide-
des que sa obtienen como producto de la disccociacidn do ribosomas librea y
también ds poliscmas, ya saa por disminucidn drdstica dal nivel ds Mg++, o
por aumento del x* (4-11). Las subunidades obtenidas por &stos procedimientos
vuelven a asociarse al recuperarse las condicionas idnices nrormeles, forman-
do mondmeros cuya dotecidn de componentes prototicos {y adn de RNA 58) puede
ser diferente a la de los mondmeros libres nativos, o ds los mondmeros de
terminacidn,
6) Las particulas 40S resultantes de.la disociecién son compatentes para for-
mar coaplejos de iniciacidn con #et~tRNA, como los ohservados en células en-
teras por Bard (217) y por Darnbrough y col. (235-238). La observecién de la
form:cién de estos complejos a partir ds la disociacién de monémeros 80S ha
sido objeto de una comunicacidn preliminar (329}. tos propiedades utilizadas
en el experimento de la Figure & péra caracterizar dichos complejos han sida
semejentes a las que Bard empled para chsarvarlos: co-sedimentaben con part{-
cules 40S5; incorporaron selectivamente metionina—sH en forma precipitable
por &cido tricloroscético en frio {y 14nil en culiente (217)), en tanto oue
habfa quedado exclufida de ssta asociacién la valina—lac. gEsto permite descar-
tar gue se trats de metionina incorpcrada en un péptida, por corto que fuers,
dado qus esn la construccifn de les cadenas da globina la primera unifn pent{.-
dica ya involucre a un resto de vaelina contiguo al de metionina N=terminal,
El medio de reeccidn contsnia los componantas para la formecidn de Mat~tANAf
iniciedor, como también GTP y presumiblomente los factores de iniciacién, ro-
queridos peara la unifn cae N2t~URNA; a la partfcule 40S (191). La presencia
de idn fluoruro aseguraba qus la reaccién no avenzara mds all& del estadio
de complejo 40S-at-tANA~mRNA (217; 228-229), El tipo de preparacién de ri-
bosomas usada(que en 8l experimentc de la Figurz 8 tenfa una considerable
actividad de sintesis al ser estimulado por el extracto ribosémico) permite
suponer cue habfa mRNA disponible para formar esos complejos, Sin embargo
no podemos descartar que los complsjos cbservados hayan carecido de mANA,
como los que han mostrado Darnbrough y col. [235-238] y Schreler y Stashelin
(191); de todos modos, esas complsjos son precursores de unidades de inicia-
cidn completas.

En la seccién que sigus nos refesriremos con més detenimiento a las

caracter{sticas de la resccién y del factor de disociacidn,

ta reaccidn y 21 fector do disaciacidn:

&1 la disociascién de ribosomas monémsrns en partfculas subritosd-
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micas par efecto de factaf(es) disociante(=) os perte de los prucesos fi-
siol8gicos generales de la sintesis de prote{nas, puede predecirse que de-
be ocurrir en un madio adecuado parn dicha sintesis,

Al estudiar més detslladamente las propiedades de eidta reaccidén
de disociacién, nuestro criterio de partids ha sido que las ochonrvacirnas
fueran renlizsdas en esas condicliones, ya discutides anteriormente., Se uti-
1128 para ello un medio corfcomocnentas t{picos da un sistema aceluler para
la sintesis de protefnas, con NU++ 2 a Sm, K 7imd, salucidn buffer pH 7,5,
marcantostanol ocomo protector da tioles, y energfa (ATP + GTP).

En presencia de todos @stos componentes pudo observarse que la ra-
accifin de disociacidn tisnag les siguientes caracter{sticasg
l.,- Participan en ella los ribosomsas BOS libres v no les unidedes ribrsdmicn-

en polisomas (Figura 11: extracto ribosdémico crudoj Figura 19 EA-G25).
Ello serala que las subpartfculns se originan en ribosomas insctivos, caren-
tes de mANA ni cedenas naciantes,
2.~ {.a rovccidn depends de la temperstura: la pequefia disociecidn observada
a 0° aumenta marcadamente, hasta un dptimo de 379; a 45¢ decrece nota-
blemente. 259 as una tempersatura adecusda para la madida de la activided di-
socinnte,
3.~ La reaccién requiere tiempa, La escala de tiempo en que, & 259, se ohser-
va ©l desarrollo de la reeccidn oa § a 20 mlnutos; es decir que es una
reaccién aparznteomernte lanta (Finuraz 15),
4.~ Le renccifn 1lega & un punto finel en qua se detiene, El1 1fmite da diso-
ciacidn que se alcanza depende de la cantidad de factor agregado (Figuro
17), expresado como relacién ER:Rh. Por rs-sgregado de extracto ribosdmico
fresco y reincubaclén se observa un cumsnto de la disociecién, Estos hachos
sugieren una accidn estequiondtirica mas bien que catalf{tica del factor das
disociecidn, Les caracterfsticrs hasta anuf ssfialmdas son coincidentes con
las de otras ruaasccionaes de disociacidn descritac en distintos sistemas de
euceriotes (187; 222; 223; 224; 250; £51; 252: 25%).

5.,- E1 factor de disnciacidn es extrifble de ribosomas, termolibil (se inac-
tiva por calentamiento a S5¢ durente 10 minutos) y no dializable, lo
cual suglers qus tiaene ury noturnleza proteica, Ignoramos el nimero de com-
ponentes involucrados en ese factor o faclores, La asociacién de algunos de
los companentes del factor global a los ribasomas no es muy firme, dado que
8]l extrecte ribosémico extrafdo de ribosomes totales previamente lavados
aln ¢ muy baja fuerza idénice (hn*+ 2mM, «t 70mM), ha perdido el 70% des su
actividad disociante (Tabla }B). No hemos establecido si la actividad di-

sociente estld preferencislmente asociada a alaquno de los tipos de partfcu-
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las en 1los ribosomas totelaes. Otras factor s de disociacién preparados de
diversos or{genss han sido extra{dos de las subpart{culas nativas: 408, y
separadamente 605 (con carasctaristicas difearsnciadas) en raticulocitos (Lub-
sen y Davis (223-b)); 4ns, en higado (Lawford y cal. (251)); subpartfculas
crudas en levadura (P€tre (2%0)). El factor disocisnte da bacterias (IF;)
{ééﬁéiusociado a subparticulas 305 (120-b), perc también sa ha encontrado en

gzzxiﬁéhpa, monémeras y en scbranadsnte.
R A U

;al.él!
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ma, Este aumanto podria raflejar la verdodera capncidad digociante del frc-

En tanto qum los tratsmientns deo di81l- ia o d=o desalada inactiven

0 de estimulacifn de la inlciacidn de codanas pepti{dicas, no alectan

ividad disociante; por sl contrario hay un sparente aumento de la mis-

tor de disociecidn, qua en 8l cxtrecto crudo, vstaris enmnecarada, €llc po-
dria ser desbido al afecto de reutilizecidn de ins subpartfculss liberadas,
que, ©n presencis de los comporentas dal extiacto, diaslizables o no ( poni-
blemonte GTP, ATP, aminodcidos, mminuncilwtﬁﬁﬁn, ati), deseparecerfan por-
cialmente an procesas de 1niciacidn gue darfen agregados més pesndos ( mono-
somas G polisomns). Una segunda posibilidad a considerar ss la axistencia en
ol cxiracte ribesémico da un factor(es) de euociacifa dol tipo descritn cor
Algranati y col. en sistamas bacteriancs {[380G--351}. Gogdn lo obsorvado por
ectos nutores, esto factor involucrs un componente macromoleculer incolubic
en baja fuarza idrilca, y otro de bnio ponag molecular, dializable; ambces pro-
musven la reascclacidn de subparticulas ribosdmicss "derivedes" (obtericas

a baje concentrecidn da Mg++ o por lovado on - soluciones concentradas de KCGl.
El miterial insoluble an %G1 0,14 qua hemos obsorvedo en formarepatida en las
preparaciones de extrocto ribosdnico dializado (Eﬂmd), sa asamejeo por la for-
ma da extraccidn y por su solubilidad en EC1 concentrado, al fector do 850-
ciacidn descrito en bocterias. La preszncie ds un factor asociante do esas
caracteristicas sn los extractas ribosémicos crudos podrfa explicar les dife-
rencins observadas en los cfectos disoclantes de un mismo extracto cuando se
lo ensaya crudo, o dializedo (o desnlado), Le activided disociante siecmpre

es mayor an 8l segundo caso,

La moyor eficiencia disociante dsnl factor extrafdo de ribosomas
totales con KC1 0,5W con raspecto el obtentd? cun KG1 1M, tambidn hacc penser
en lebresencla, en éste Gltimo, de algin componunte gque en concgntraci nes
menores de KCl, serfa menos extrafdn y gua inhibir{e a, o campetiris con el
efecto disociante; este componcrite cerfa del tlpn quizds del fector de aso-
cincifn fescrito por Algrenati, o de los factores gue agregaron ribocsomas,
obuerveuns en esucariotes por Lawrordy col., {251) y por P3tre (250). taa pri-

maras eacontraron un factor de agregscidn an el extrscto de rihosomss 1ivies-
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nos de higado de rata, gue eliminaron por tratamiento con celor (15 minutos
a 400). Algo semejante fuf observado por P8tra en levaduras; ese material e-
ra extrafdo principalments ds mondmeros y precipitaba por didlisis.
6.~ El1 grado de disocincidédn estd determinede por la concentracidn de Mg++. En-
te efecto se observd también en bacterias (84) y en otras eucariotss (223;
250-251), La disociacién por el factor(es) se observa dentro de un rango fi-
sioldgico de concentraciones de Wg'' (2-3mM) apto para la sfntassis de globi-
na en el sistema acelular ds reaticulocitos de¢ conejo, a difsrencia des 1lnsa
bajos niveles ds Mg ' (0,15-0,30mi) requeridos para la disociacidn por el
factor de Lubsen y Davis (223). Concentrecionas da SmM y més disminuyeron
la disociacidn; no hemos establecido si el efecto es debido a una inhibicidén
de la reaccifdn de disociacidn , o0 a una agregacién de las subpartfculas re-
sultantes,
7.~ Los inhibidores de la sintesis de protefnas: cicloheximida, esparsomici-
rna, nuromicina, Acido Tuz{dico y NefF, en concantreciones adecuadss ~ara
una franca inhibicién, y pactaemicina en concentraciones en qus inhibs 1a i~
niciacidn y la elongacién (313, 321-322), no tisne sfecto sobre la reaccién
de disocimcidn, Esto indica que 14intersccidn del factor{es) de disncincién
con los ribosomas 805 no involucra, por lo mernos directamente, las drans o
componantas del ribosoma compromatidos en las rsacclones des initiacidn y de
elongacidn inhibidas por westes sustancias,

En cambio, 21 ATA a&jerce un sfecta inhibitorio, que llega a hacer-
se total a concentracién 1 x 10~4M (Figura 18). Ssta observacién requirid
proteger a los ribokomas 80S do los controlss contra el efecto de ATA que
relaja su conformacidn, y sltera sus caracteristicas de sedimentacidn; para
ello ss agregd en los controles igual cantidad da extracto ribosémico, pord
inactivado por el cealor,

Para obtenar leinhibicidn, se requerfa la presencia simulténea, en
lae incubacién, de los ribosomss, el extracto ribosédmico y el ATA IO-AM y no
podfa ser reemplazada por une preincubacién de los dos Gltimos sélos; en as-
te caso la incubacién disminufa sdlo an undmedida correspandiente a 1la con-
centracién de ATA que resulta por dilucidn al agregar a la mezcla final ds
incubacién, 91 extraecto ribosémico pretratado con ATA,

J Mizuno y Rabinovitz (224) obszrvaron un efecto semejante de este
inhibidor sobre lddisociecién de ribosomas 80S en un sistema constituf{do por
un lisado de reticulocitos; en csas condiclones la inhibicién se obtenfa con
0,25 x 10-4M.
8.~ Lo disociaciﬁn de los ribosomas 80S promovida por el sélo agregada del

extracto ribosdmico, aument= en forma marcada en presencie de ATP.MNG,



Este efecto no es cauamrdo por sacuastrn. de Mg++.

Los valores méximos de disociacisn se alcanzan con concentraciones
de ATP.Mg:entre 1 y 2 mM, § a bajas concentraciones de ATP.Mg pero con el
agregada de sistema generador de ATP (creatina fosfato + creatina quinasa).
Esto sugiere cue la concentracién efectiva da ATP fnquafida para &l proceso
de disociacién de loe ribosomas mondmervs no es alte, pero que el suminis-
tro es critico, ya sea por su desaparicién, debida a la presencia de enzimas
degradativas como las ATPasas (324) o usg%s productos de degradacién del ATP
sean inhibitorioa,

La inefectividad de otros nucledsido-fosfatos ya referida (R.3.8)
y en sspecial del GTP (qua-sn dgunos experimentos no praesentados aqui pare-
cié incluso comporterse como inhibitorio de la disoqiacién], evidenciaron
que el efecto de energfa sobre la disociecidn es exdluaivamente atribuible
al ATP y sugleren que en el procaso de la digociaéidn no ecstén involucradsa
ninguna de las reaccionas conacidas enl8 sintesis de protefnas, sn que inter-
viene el GTP. Estas conclusiones estén sostenidas también por loa resultados
obtenidos con anélogos de ATP (R.3.8),

El requerimiento de ATP no es ahsoluto. Existe una disocliacidn da
magnitud variable, en ausencia del mismo, &ln an extractos ques han sido dia-
14 zados largamente, En. estos casos es dificil atribudr el efecto a la presen-
cia do pequefias cantidades de ATP (nucledsido-fosfatos) remenentes en el ex-
tracto., Esto podrfa sugerir la existencias de una hsterogeneidad de la rsaccién
en que parte ddlos ribosomas (o quiéés el Factor(asj de disociacién) pueden
reaccisnar en la disociacién, en ausencia de ATP, miantras qus, en presencia
de éste, ﬁna poreidn adicional de ribosomas (o de factor de disociacién) pus-
de convertirse a una forma reactiva,

Experimentos preliminares de preincubacién de los ribosomas 80S 4
del extracto ribosdmico con ATP, y posterior agregado del otro reactante no
preincqbado, reincubandoc en la mezcla de ' resccidén completa (Tabla 17) SU=~
gleren que la accidn primaria del ATP se ejerterf{a sobre los ribosomas, qui-
2ds haciéndolos mfs susceptibles a ls accidn del factor(es) de disociacidm,

El efecto de lapreincubacidn de ribosomas con ATP abservado en es-
te experimento indica que esos mismos ribosomas (que habfen sido preparados
por égutamiento de polisomas en un §1etema acelular completo, rico en ATP).
al ser ailslados y purificados por medio de gradientes y varias sedimentacio-
nes, perderian el estado especial, proclive a la disociacidn, que les habfe
conferido la interaccidén con ATP.

Ese estado aparece entonces como relativamente 14bil, Ignoramos

el pora el mantenimiento del mismo se requierela continuada presencia de
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ATP. Esto podria ser puosio a prueba medimnte métodos répidos d..oillamion-
to da loa ribosomas, después del pretratamiento con ATP,

Otros investigadores que han estudiado la disociacidn de riboso-
mas mondmeros tienen resultados que diferirfan de¢ los nuestros. Pare obser-
var la incorporacidn de monémeros a polisomas en un lisado de reticulocitos,
Ottolenghi y col, (318). encontraron que es necesario omitir el agresgado de
energfas en este caso las reservas endSgenes de ensrgf{a alcanzarfan sin em-
bargo a llenar los requerimientos de la renccifn de disociacidn, ya qus tam-
bién alcanzan a sostsner los retardados procesos de slongacién que al incre-
Mtar en forma relativa la velocidad de iniciacidn aumentar{en la disponibi-
lided dsl factor de disociacidn, facilitando la discciacién de los monSmeras,

Por otro lado, Mizuno y Rabinovitz (224) encontrareon, como nasotros,
una necesidad de proveer energfa a un lisado de reticulocitos para qus sl
factor de disociacidn obtenido: por ellas llevase a cabo la disociacién de
los monSmeros del lisado (en presencia de cicloheximida, que bloguea en for-
ma indirecta.tanto la liberacién de monémeros ds terminacién como la forma-
cién de nueves unidades en polisomas), Estos autoraes atribuyeron al GTP este
efecto, dado que un anflogo del GTP, el GMPPCP, {en presancia de ATP, crea-
tina fosfato y creatina quinasa), inhibfe la reaccidén y esta inhibicién sre
contrarrestada por un oxceso de GTP. Los autoras no mencionaron haber ensa-
yado en forma aiglada los efectos del GIP o del ATP o de sus anélogos.

La forma en que el ATP sjercs su efecto de estimulacidn, parece in-
clufr el clivaje de lgunién entre los fosfatos alfa y beta, tal como lo su-
gieren los resultados obtenidos en estudios comparativos del efecto del ATP
y de sus andlogos AMPCPP y AMPPCP, En efecto, mientras el primero es précti-
camente inactivo, el segundo alcanza una marcada éfic4encia en lgestimulacién:
de la disociacidn, -

Tomando en cuenta este resultado y el de lgprobable intersccién i-
nicial del ATP con los ribosomas, pero no con sl factor de disociacidn, pode-
mos tratar de f&rmular posibles modos de accién del ATP en ls disociacién,

En primer término, y estableciendo un parelelo sntre nuaestros re-
sultados - disociacién an‘Ma++ 2 a 3mM, en presencia de ATP, y los de Lub-
sen y Davis - disociecién en Mg++ 0,15 & 0,3mM, sin requerimiento da snergie
(187) - podemos seilalar que el efecto del ATP padrfa interpretarse como una
"facilitacién® de la disociacién en pressencia de més altes concentraciones
del catidn, Sa sabe que, en bajas concentracioness de éste, los ribosomas mo-
némeros tisnen una cierta tendencia &“zisociarse qopont&nec y reversible-
menta @ subunidades (no nativas), como lo mostro en bacterias Spirin (273).

En esas condiciones, las proteinas "antiasociantes” del factor disociante

(¥ tomar uns conformacién més laxa, y adn a)
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de lubsen y Davis (223) (véase mis adelants), podrfan estabilizer y trans-
formar en subparticulas nativas, a las subunidades que apareoen por diso-
ciacisn espontdnea de los monémaros, en una resccién de desplazamisnto del
squilibrio como la postulade para la discoclacidn an bnoturias (126; 128),
La "facilitacidén"” a Mg++ fisioldgico por =1 ATP, parirfa penserse que consis-
te en desplazar el squilibrio de disociacidn reversihls de los monémeros
(sin fuctor), o lshilizarlos de modo que, aln en presencla del Mg++ aumen-
tado, se formen subunidades ( 0 qulids estadon conformacionales méa reacti-
vos) que, con laintervencién de las mismas protefnas antiascciantes darfan
las partfculas subribosdmicas nativas estabilizedess, Para desplazar ese e-
quilibrio serfa necesario enerﬁfa librae, qgue en este caso se podria obtanar
.por'una reaccidn acoplada en gque participe el ATP,

En nuestro caso, al msnos parte.de esa roaccidén parece desarrollar-
gse en el mismo ribosoma, sin la intervencisn del fector disociante.

Entre los procesos con participaciﬁn de ATP que pusden praoporcio-
nar energfa libre a nuestra sistamé, podamas considerar la simple hidrdli-
sis de ATP a ADP y fosfato inorgénico (ATPass), y la fosforilacidn de pro-
tefnas, Ambas involucran la rupturs de la unifn pirofosfato entre los grunas
fosfato beta y gamma,

Con respecto al primer caso, se pueds mencionar que una preparo-
cién de factor de iniciacidn de roticulocitos MZA\( 183)que ss mostré impu-
rificada con el factor disoclante de (ubsen y Oavis (187), posefa, ademis de
actividad de GTPasa, también accicn de ATPesa, que requeria la nresenclia de
ribosomas; La coincidencia entre la conJuncibén dc factor disociante + riboso-
mas y eccifn ATPdsica, es sugestiva.

La fosforilacién de protefnss rihosdmicas catalizada por protefna
guinasas, ha sido descrita en muchos sictemas (332; 33333343 335; 336G; 337;
340), entre ellos el de reticulocitos (263; 324; 332; 338; 339). La fosfori
laciSn de protefnas espec{ficas parcce ser caracterf{ctice de las distintas
part{culas ribosémicas, si bien el recambio de grupos fosfato no estd vin-
culado el reciclado répido de los ribosomas entre.polisoﬁ;s y subparticulas
(339). Kabat (263-b; 339) observd cque, tanto en reticulocitos de conejo co-
mo en sarcoma 180 de retdn, hay una protefna (Su), cque aparsce fosforileda
s8lo en las subpart{culas 40S nativas y quas no estd presente ni an palisomas
ni tampoco en ribosomas 80S libres, Esta protefna es extrafble por lavado
con alta fuorza iﬁniﬁa. podri{sa ocurrir ques lddisocizcién implicue la unidn
de oea protefna a une partfcula recién formeda, junto con su fosforilacidn
por ATP (Kabat ha especulado sobre la posibilidad de gque esa protefna fue-

re un fector ce iniciacién),
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Es posible qua en la disociacidn el ATP actle para fosforilar esta
proteina (componenta probable del factor de diaopiacidn] para la formacidﬁ
de 405 reactivas, a partir de 80%.

| Ds las reacciones anteriores, que involucren la unidn pirofosfato
entre beta y gamma, ninguna podrfa sin embargo tener lugar si la reaccidn de
disociacién sa resliza con ANPPCP (que es activo).

Otras dos formas de accién del ATP que lleven a la liberscién de
un resto pirofosfato serisn la activacldn de eminocicidos y formacidn de los
aminoacil~tRNA, por una parte, y lafarmacién de AMP-3*,5'-cfclico (caArr) (341])

Le primera rsaccifn, en presencie de la enzimes activante de metio-
nina, tRNA:Bt » Y metionina libre, podrf{a dar luger & la formscidn de Met-
tANAp. St éspeculamos ques en £l sistema y &ln en los rivocomas aisiadas, oue-
de haber trazas de estas sustancias que permitirfan la sfntesis del iniciedor,
el mismo podria ectuar, en presencia de factores de iniciacién (191) y GTP
(conteminante) pere ls constiticidn de cozplirzios do 1niciecidn AOS-Met-tRNAf
que estabilizorfan e las particulas 403 hipctdticamente nacisntes e inesta-
bles. Sin embargo en sistemas que por agotamisnto han perdido la capacidad
de formar estos complejos {217) 1las pertfculas 40% nativas siguen estables,

Por Gltimo, laformacifn de cAWMP podrie influfr en la fosforila-
cién de protefnas ribosémicas: en el sistema de reticulocitos (338), de cor-
teza adenal (337) y sn el de hfgade (335-335), algunas da las fosforilacio-
nes de ribosomas estdAn estimuladas gor cAlP. No s& han descritoc hasta shora
modificacinnes importantes de la activided ds sintasis de proteinas, en reti-
culocitos, por accibn del cAWP. (Son dos rsaccicnes posibles con ALPPCP)

Dae la discuesidn anterior no surge con claridad cudl podria ser un
ro} posible del ATP en la raaccifin do discciacidn,

Les hipStesis considerades podrizn orientar pare la rcalizacidn de

futurcs estudios sobre este tema,

D.2 El ciclo riboséiico y la reaccidn de disociacidng

Descartando el modelo original de ciclo ribosdmico (328-a) que
postulaba que los ribosomas £80S liberados en la terminacién reiniciaban la
sfntesis al unirse nuevamente al mRNA, se considera actualments quae, sn gu-
cariotey los ribosomas monémeros libres son probablemente partfculas inacii-
vas que no son intermediarios obligatorios directamente involucradaos en al
ciclo.

Las unidadcs actives en polisomas parecen liberarse en el procsso
de terminaciém de le sfntesis de protefnas camo subpartfculas separsdas (254;
263; 255; 272). Las subpartfculas 405 y 605 da terminacién, "nacientes%™, pue-

den entonces unirse a protefnes que, auctuando como factorss "antimsociantss®,
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impedirfan su reasociacidn y las estabilizerfan (254)., Para ello esa requie-
ren dos juegos de factores, sspec{ficos de las partfoulas 408, o de las 80
respectivements (223-b), Ya me menciond que una de las proteinas caracteris-

ticas ce la subpsrticuls 408 nativa (Su) estarfa fosforilada (263-b) y no se

la encuentra en ribosomas ni polisomas, Las partfculas nativas as{ formadas,
serfan canslizadas de esta manera a un nuevo ciclo de sintesis, Este proceso
estar{a favorecido por la topologfa del sistema (252-a). Por el contrerio,
81 no interactuaran con los factorses 'antiusociantan".vlaa subpartfculas de
terminacién se pecombinarfan, en una reaccidn lataral del ciclo polisdmico,
transformdéndose en mondmaros y quadando entonces temporalments exclufdas del
ciclo (254),

Loa ribosomas mondémercs libres, no entran habituslmento n poliso~
mas, ni intsrcambian sus componentess con 8l reservorio de subpartfculams ri-
bosémicas., Cuando decrece lainiciacidn sa acumulan, pero ss mantiene una can-
tidad aproximedamente constante de subpartfculams, Ese cembio en Ia distribu-
cidn de la poblacién ribosémica es reversible, El1 mscanismo para ello dsbe
involucrar la disociacién de los mondmeros libres en subpartfcules ribosdmi-
cas, que funcionarfan entonces en la iniciacién de cadesnas peptfdicas, £zte
mgcanismo es senalado por el comportamien;o de los ribosomas mondmeros en
los sistemas ecelulares fraccionados; en estoa, los monSmeros sdlo son in-
corporadcs a polisomas en presencia del extracto ribosémico, que produce su
disociacién a subpartfculss y promueve también la intsrvencién da las mis-
mas en la formacidén de unidades qué inician la sintesis de globina, De acuer-
do a lo dicho més arriba, el faector de disociacién deberfa incluir a las pro-
teines “antiamsociantes® que estabilizan a las subparticulas 40S y 60S natives.

Se puede intentar una descripcién general del estado dinémicoc de
todos estos componentes y de sus interacciones en base a 1o ya expresado en
la Introduccidn sobre el funcionamiento del ciclo polisémico y las resccio-
nes de iniciacién, tanto en procariotes como en eucariotes,

Tomando como punto de partida la tsrminacién de una cadena pept{-
dica y la ;1beracidn de la correspondiente unidad ribosdémica, en forma de
particulas subribosémicas de terminacién, la proporcién de estes que fluye
ya sea hacia la formacién de mondmerus libres, o la de subparticulas nativas
(oatﬁbilizadas). as{ como la cantidad de éstas Gltimas que se forman, depen-
derfa de la disponibilidad de los factores antiasocisntes. Estos dltimos pro~
vendrian de los procesos de iniciacién en que las subunidades nativas (poaee—
doras de factores), los liberar{sn durante la formaucién de la unidad ribosé-
mica ectiva en el polisoma (171). Una vez liberados los factores entiaso-

ciantes podri{an participar en una nueva vuelta de reacciones, primsro estae-
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bilizando a subpartf{culas nacicntes an la terminucifn, y luego sienda nue-
vaments liberados cuando las partfculas son reutilizadas en la iniciacién,
Sa establece asf la posibilidad de un funcionamiento cfclico de los facto-
res qus seria paralelo al ciclo de las subunidades ribosdmicas, Desde ese
punfo de vista los factores antimsociantes serian entonces factores de ini=
ciacién,

e cantidad total de fectores por cfilule es limitada y serfa mu-
cho menor que la de los ribosomas totales: costarfs dade por la suma de sub-
particules nativas m&s complejos de iniciacién {que las posean); le canti-
dad de factores libres serfa muy paquaiis.

Los cambios en la distribuci®n relativa de las distintas pert{cu-
las ribosdmicas en lgpoblacidn celular total estarfen determinadas por las
frecuencias relativas de los procesos de iniciacién y de terminzcidn da ca-
denas peptfdicas, En una situacién de flujos esteclonarin ambas frecuencias
son iguales, con lo cual el ritmo con que sz hocen disponibles los foctores
antiasociantes iguala a la frecuasncia de aparicién de subparticulas de tar-
minacifn, a las cuales se unan, yla formacidn de mondmoras estd impedidsa,
Cuando los procesos de terminacidn excedan a losde iniciacién (el caso ds
reticulocitos tratados con fluoruro, o en condicionas metabdlicas adversas)
hay un exceso en la disponibilidad do las subpsrifculas de terminacidn sin la
correpondiente contrapartida de los foctorss antiesoclisntes libres, y enton-
ces, se forman mondmoros inactivos, @ expensas de la reduccién de 1a poblacidn
de polisomas, Por @Gltimo, en situacicnas on gue la frecuencia de las inicia-
ciones excede & la de las terminaciones (el camso de células en recuperacién,
que tienen muy pocas unidades ribosdmices elnngundo v tarminando cadenns) la
mayor disponibilidad relativa de factores sntiascciontes libres es dirigida’”
hacia el proceso de disociacidn de los mondmeros libras, cuya cantidad total
disminuye genarando sqbpurticulas nrativas, cua son utilizad:s en la raforma-
cifn de polisomas, los cualas asi{ aumenten a expanscs de los mondmeros,

La reaccién de disocimcién que nosotros hemos descrito reconstruye
"{n vitro® las propiedades del sistema de utilizacidn de mondm=ros en c8lu-
las enteras, A diferencia de otras reacciones de disacicecidén descritas en la
literatura, este proceso requiere la participacifn de ATP. Nuestros resulta-
dos nos llevan a proponsr que esta réaccién @s una via fisioldgica que posi-
bilita la!uu1icipacién de los mondmeros 80S libraes en el proceso de sintesis

de protefnas,
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CONCLUSTIONES

1,~- Hemos corroborado qus, en el sistema acelular de reticulocitos, cons-

2=

3.-

4.-

titufdo con polisomas, fraccién soluble celular y otros componentes
definidos, las subpartfculas ribosémicas nativas se asocian a poliso=-
mas, en condiciones de sfntesis de protefnas, en tanto que los moné-

meros B80S permanecen inalterados,

Constatamos que en cflulas en que la iniciacidn de la sf{ntesis de pro-
tefnas habfa sido inhibida con NaF, durante el perfodo de su recupera-

cibn los monfmeras son capaces de formar unidades activas en polisomas.

Los manfimeraos B80S libres son capaces de incorporarse a polisomas en

el sistema acelular referido en el punto 1 en presencia de energia,
cuando al mismo se ha agregado un extracto de ribosomas totales obte-
nido con KCl concentrado, En esas condiciones, adem&s de una estimula-
cidn en los procesos de iniciacién de sfntesis de proteinas, tiene lu-
gar la disociacién de los mondmeros en partfculas subribosédmicas 40S

y 60S. Esas subpartfculas se comportan como partfculas nativas, esta-
bles en el medio con Mg*+ 2 a 3 mM (fisiocldgico) y son capaces do rei-
niciar le sfntesis de protefnas a través de la fqrmacién de complejos

de iniciacibn 405-let-tRNA,

En el extracto ribosémico se pusde poner de manifiesto un factor (es)
con actividad disociante de ribosomas mdﬁﬁmeros, que se pueds observar
aisladamente, inactivando los procesos subsiguientes de iniciacién y
sfntesis de protefnas mediante la diflisis o desalado por gel-filtre-
cifn del extracto ribosémico, Este factor (es) es termolébil y no dia=-
11 zable y se extrese de los ribosomas totales con relativa facilidad,
La reaccién de disociecidn transcurre en un medio apto para la sfn-
tesis de protefnas; se realiza con ribosomas monémeros libres ( ya sea
partfculas nativas o ribosomas de terminacidn en el sistema acelular),
pero’no con partfcules de polisomasé el desarrollo de la reaccidn re-
guiers tiempo y tempsratura cercanas a las fisiolégices (250 a 379);
el grado de disociacidn alcanzado depende de la cantidad de factor(es)
de disociacifn agregado, en forma aparentemente estequiométrica y la
reaccidn no tiene las caracterfsticas de un equilibrio, sino que pa-
rece ser total, Concentraciones de Mg++ mayores que las fisiolégicas,

inhiben la disociacidn,

Le disociabilidad de los ribosomas es muy considereble: se han al-
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canzado disociaciones de mds del 50% de la poblacién inicial de ri-

bosomas,

La reaccidn no es sensible a la presencia de los sigulentes inhibido-
res de la sfntesis de protefnas: cicloheximida, espersomicina, 4cido
fus{dico, puromicina, pactamicina y NaF,

El 4cido aurintricarboxflico IO-AM inhibe totelmente la reaccién
en condiciones en que no estf& alterada la conformacifn de los riboso-

mas morémeros,

La reaccidn es considerablemente estimulada por la presencia de ATP,
Por encima de una capacidad de disociacién besal del factor dializado
o desalado, en presencia de ATP se han logrado disocieciones adicio-
nales de hasta 40%, En este efecto el ATP no es reemplazable ni por
el GTP, ni por UTP, CTP, AWP ni ADP,

El efecto mdximo de disociacién se obtiene con ATP 1 a 2 mM o bien

0,2 mM en presencia de crestina fosfato 4+ crsatina quinasa,

Experimentos de preincubacidn de los ribosomas con ATP indicaron que
al menos parte del efecto puede lograrse por una 1ntefaccidn inicial
con los ribosomes, Por otra parte la accién parece rsqusrir el cliva-
Je de la unidn pirofosfato entre los restos de fosfato alfa y beta,
como lo indice la inactividad del an&logo de ATP, AMPCPP, y la efi-
clencia del AMPPCP,

-~

~

Estos hallazgos se discuten en relecidn con las propiedades de otras _
reacciones ds disociacidn descritas en reticulocitos y en otros sis-
temas de eucariotes, Se especula sobre el rol dsl ATP en la reaccidn,
que podrfa servir para hacerla posible adin en un medio con concentra-
ciones de Mg'' como la fisiolégica (2 a 3 mM).

Se discute también el papel que puede Jugar esta reaccidn de diso-
ciacidn y formacidn de particulas subribosémicas nativas, en relacién
con el funcionamiento cfclico del aparato da sintesis de protefnas en
las cflulas'y se propone & le misma como una via da movilizacién de
los ribosomas mondmeros libres, metab&8licamsnte pasivos, para su uti-

11 zacibn en esa sfntesis y la formacién de polisomas,

<
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TABLA 1

Unién de las particulasg subribosémicas nativas—32P a polisomas,

. — 3
Particulas Incremento de 32P (4 del total)
subribosémicas-B%P L en la fracciém 80S - polisomas
1- 405-3% 17 %
2- 60S-32P - g #
d

BZP indicadass

linea 1-, 408—32P (0,0308 ng, 1819 crm)
linea 2-, 603-32P (0,0307 mg, 1860 cpm)

fueron incubadas durante 15 minutes a 252 en un sistema acelular

Las fracoiones ribosémicss-

com_polisomas y sobrenadante (M,18) =uplementado con heming 0,025
mli, conteniendc en un volumen finel de 00,0625 rl, 0,040 ml de 1i
sado 1l:1 enriquecido en polisomas (M.6.3). Come controsl en cada
experimento se hicieron incubaciones con la sola presencia de las
subparticulas-32P correspondientes, en el medio salinoc J. Termina
das las incubaciones, se enfrisron las muestras y se depositaron,
luego del agregado de igual volumen de solucién El’ sobre gradien
tes lineales de sacarscsa 15-50% er solucidén Ei, que se centrifugs
ron durante 135 minutos a 40.000 rpm (rotor SW41-Ti) a 2¢. Ceada
gradiente fué analizado a 254 nm y se recogieron. fracciones de ta
mafios programados, que se recibieron sobre sendos 3 ml de solucidn
El. Las muestras se filtraron a través de membranas de nitrocelu
losa, en frio, lavando con solucién El' Y se determind su radioag
tividad de 32P en un contador de flujo gaseoso.

La radioasctividad de 32? vransferida a las regiones de 380S
o més pesadas, expresada como % de la radioactividad total en el
gradiente, se calculé por diferencia de las distintas fracciones
homélogas, en los respectivos pares de gradientes (experimental -

- control), como se muestrs en la Figura 4.
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TARLA 2

32

Incorporacién de material 32? de particulas B80S~ P a polisomas por efeoto

del extraoto ribosémioo. Influencia de la energfa.

‘Incubacidn 808-32P Variacidn de radioactividad 32? (s
en presencia de del total, oon respecto al control)
subparticulas 803 Polisomas
1. ER + energfa 0,6 ~15,4 14,8
2. ER =145 0,1 1y4
3. energia - -5,42 1,1 4,1

Se incubaron durante 10 minutos & 3o, 0,046 wg (27CC opm) de
partfculas 803-32P en un volumen final de 0,125ml, en pressencia de
0, 265 mg de poliscmas purificados (¥.8), Mg(cn3cco)2 2,5n%, KC1 T0mM,
Tris HCl (pH 7,5) 26m¥, 2-mercaptostancl lémK, sRNA 0,072 mg/ml, frac-
cién enzimdtica (5440-70) 3 mg/al, mesola d=# 20 aminodoidos 0,04ui o/u
Y, donde se indioca, con el agregado d¢ exiracto ribeefmico ER-1 (en re-
lacién ER:Rb 803—32P = 5) y/o onergfe (A9P.Mg 1mM, CTP.Mg O,2m¥, creati-
na fosfato T7,2m¥ y oreatina quinasa 0,04 ns/ml). En la incubacidédn con-
trol se omitid el agregado do EZR y du enargfa, 58 termind la incubacién
por enfriamiento y se depositaroan las ouesirac sobre gradientes de saca-
rosa 15-50% en solucién Ej. Luego de ceatrifugar (rotor SW4l-Ti) duricnte
135 minutos a 40.000 rpm, a 29, sexmalizd cada gradiente espectrofotond- .
tricamente a 254nm y se reoogieron 25 fracciones que se recitieron sobre
3 ml de soluoién Ej. Luego de filtrar a través de membranas de nitrocelu~
losa,en frio, y lavar oon solucidn L., se determind la radicaotividad rete-
nida en las membranas on un oontador do flujo gaseoso (}.22.3 y K.24).

Las recuperaciones totales de radioaoctividad respecto de las oco-
locadas en cada gradiente fueron: oantrol, 76%; gradiente 1, 144; gradien-
te 2, 56%; gradiente 3, 664%.

La transferencia de radioactividad de 32?, expresada como % de la
radicaotividad total reocuperuda en el gradiente, so caloul$ por diferenoia
de las distintas fraociones de¢ los gradiontes con respeoto al oontrol., Loa

valores negativos indican el origon dcl waterial transferido.
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TABLA 3

-

Efecto del extracto ribosémico orudo sobre la incorporacién, por ribosomas

808 nativos, de fonilaluninu-14c en uniones pepifdiocas, oon mensajero endo-

gono o oon poli~-U, en un sistema aoelular oon ocmponentes asolubles definidoa

5
Inoubaoién, 60 minutos | pmoles Pha-4c / bg de ribosomas
a 37e 8in £ con XR

1. Ribosomas 80S nati- 28 69
vos,

2. Ribosomas 80S nati-
vos + poli=U

309 464

Lae incubaciones (0,250 ml) e hicieron onl sistems acelular son
ribosomas B80S nativos (1 mg/ml) y oomponentes solublsys definidos (M.19),

oon tenilalanina—l4

¢y 10 Ci/mol, durante 60 minutos a 379, Un las inouba-
ciones en que 86 agrogd el ER-1 crudo (l.15), sc¢ hizo en refloién ER3Rb =
1,7

Cuando se midié la sfntesis de polifenilalanina dirigida por poli-
U (100 pgr/ul) (1fnea 2), la ooncentraoiénm de Kg'’ libre se modifiod de
2,5ul & 4,4mM.

Laa.mozolan de inoubaoién se prooesaron segin la téonica para de-
teruinar la incorporacién de aminoéoido-140 a protefnas, en el contador
proporcional,

Los ribosomas £03 navivos fueron obtenidos por fracocionamiento de
la poblacién ribosdémioca total de un lisado 134 (M.8), en gradiente de den-

sidad preparativo.
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TABLA

Inactivacién del extraoto riboaémico por efeoto de

la temperatura. Pérdida de la aotividad disooiante

Incubaci &n Disminuoién de 808, % del total
(respeoto a 803 solos)
808 + ER-1 fresoo 18,6
803 + ER-1 oalentado 1,8

Una alicuota de ER-1 orudo fud calentadu & 60° durante 8 migutos,
y enfriada rdpidamente, S& midif el efecto disociante del ER-1 fresco ¥y
del ER-1 calentado, por inoubacién con 0,100mg de ribosomas 80Sag-A (M.10.
2), en 0,0625m1 de medio salino acelular (moluciéa J), con ATP.Mg ImK ¥
GTP.Ng O,2mM, durante 10 minutos a 25° (Relaoidn ER:Rb = 1,7).

Se agregbd igual volumen de solucién E) Y sc analizaron las mués=-
tras por ultracentirifugacifn en gradientesanalitiocos de saocarosa 15-50%,
durante 165 minutos a 40.000 rpm. (rotor SW4l-Ti).

De la integraoidn gré&fica de los registros de A 254nm, obtenidos
por andlisis de los gradientes, se oalculd el poroentaje del pioo de 808
en oada muestra.

Se tabularon las disminuoiones de ese poroentaje oon respecto al

oantrol (80S incubados en iguales condiciones, pero en ausencia del ex-

traoto ribosémioco).
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TABLA 5

Influenoia de la temperatura Ade preinoudbacién del extracto ribesémioco

sobre su efecto disocciante de ribosomas 808 a 250

Temperatura de preincubacién | Variacifén de 8C3, 4 del total.
del extracto ribosdmico (respeocto a 803 solos)
- =16,4
25¢ , =1745
37° -12,2
45° - 6,8

Aliouotas 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 inocubd durante 10 minutos a 25°, 0,070 mg de riboso~
mas 805 agotados (80Sag-B), en 0,0937 ml de mediq salino acelular (Solu-
0idén J), oon ATP.¥g 1wl (que suple las nececsidades de energfa; Tabla 12),
en presenoia de los distintos ER-G25 (en relacién ERjRb = 6,9).

Se agregé en friq 0,070 ml de soluoién Ey y me depositaron 0,100 )
ml de oada mezcla sobre gradientes de sacarosa 15-50%, en solucién E1; Se
analizaron las muestras por centrifugacién durante 215 minutos a 36.000
rpm.

Se calouléd el pdSentaje del pico de 80S por integraciénm gridfica de
los registros de A254nm ¥ ve tabulé la disminucién del mismo con respeocto

al control (B80S incubados en ausencia del extranto ribosémico).
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TABLA 6

Separaoién de les actividades disooianto<g de

estimulaoidén globnl de la sintesia de protefnas

I 11
Extracto Efeoto disooiante; Disminu- Incorporacién de valinl.14c
ribosénioo ¢ién de 803, 4 del total a protefnas. (pmoles / mg
° (respecto a 80S solos) do ribosomas -
l.ER~1 orudo 2.0 185
éo ER=d ) 13.7

El ER-1 orudo fué emnsayado oomo tal o bien tratado previamente por
di4lisis (ER-d) contra solucién I (durante 2 horas) (4.15.1) o por pasaje
a través: de una columna de Sephadex 025 (ER-G25), equilibrada con la mie-
ma solucidn (M.15.2)

Columna I: Se incubaron, durante 10 minutoe a 259, 0,100 mg de ribosomas
80s agotados (80Sag-B), en 0,0625 ml de medio salino acelular (soluciém J),
oon. ATP,Mg lnK y CTP.Mg O,2ulf, en presencia de los distintos ER, cuya rela-
cién ER:Rb fué de: (1) 3,4; (2) 2,8 ¥y (3) 3,4,

Se agregé igual volumen de soluci&n'31 Y se analizaron las mues-
tras por ultracentrifugacidén en gradientes de sagarosal5-50%, durante 165
minutos a 40,000 rpm (rotor SW4l-Pi).

Los resultados se mxpresaron como la disminucién del porcentaje dél
pico de ‘254nm correspondiente a 80S, respecto del total, medido por plani-
metrim, comparado con el del conirol (8CS ag sin agregado del ER).

Colvma II: Se incubaron los ribosomas SuSag-B {concentracién final 1 mg/ml)

en presencia de los distintos extraotos ribosfmioos, en un sistema aocelular
con componentes solubles definidos, pura la sintesis de globina, oon valina-
146, 10 Ci/wol, 0,05u¥, en un volumen final de 0,250ml, durante 60 minutos
a 37°, Laa muestrac se procesaron para medir la incorporaocién de aminodoi-

do radiocaotivo a proteinas, >

las relaciones ER:Rb fueroa de; (1) 4,9; (2) 4,2 y (3) 4,1.
14

La inoorporacién basal de valina~ 'C (805 en el sistema acelular
completo, sin agregado del exiraoto ribosémico), fué de 3 picomoles/ mg de

ribosomag. .



La sotividad disociante del extracto ribosdmico. Condiciones en_que se la

extrae de la poblaoién ribosémioca total

Ribosomas totales ER-G25 Disminucién de 808, % del
Extraocibn
lavados oon total (respecto a 808 solos)
++ + oon KC1
ng K

a. - - 0,54 T 28,3
bo - - 1'°H 23'9
6.  2mN TOmK 1,00 843
d. 2mM 15081‘1 1.0“ 9.2
e. 10mX 250mM 1,CK 0

(a ¥y b) Ribosomas totales (RbP~2): atslados por sedimontacién de un lisgdo

de reticulooitos y disueltoe on solucién E,.

(cy 4 ¥ o) Ribosomas totales lavados: Se suspendieron los ribouomas totales

(RuT=2) en solucién F con salos cuyas concentracicnmes se indican en la ta-
bla, se sedimentaron 90_m1nutos a 50,000 rpm (thbos de 2,5ml1 del rotor 50,
Spinoo) y se resuspendieron en solucién E2.

Los distintos ER-025 se¢ obtuvieron por lavado de los distintos ri-
bosomas totales ocon KC1 (a conceatracién final 0,5M 8§ 1M, segin se indica)
y desalado ocon Sephadexfzg se incubaron (ER:Rb = 4) durante 10 minutos a
25°, con0,070 mg de ribosomas 808 agotados (80Sag-B), en 0, 0937 ml d¢ me-
dio salino aoelular (soluoién J), oon ATP.Mg ImM (que suple las necesidades
de energfa; ver R.3.6.3) .

El ién k¥ se agregd como KC1 & oomo XCl + ER.

Se agregé, en frio, 0,070 ml de solucién E, y se sembraron muestras
de 0,100m1 sobre gradientes lineales de sacarcsa 15-50%.

Se analizaron 'las muestras por ultraoentrifugaciéa durunte 218 mi-
nutos a 36.000 rpm (rotor SW4l-Ti).

Se oalculé el pczentaje del pico de 80S en cada muestra por inte-
gracidn grifica de los registros de hycgngr ¥ 80 tabuld la disminucién de
ese poroentaje oon respecto al control (ribosomas 80S inoubados en igusles

condiciones, pero en asusencia de extracto ribosdémios).



PABLA 8

Efeoto inhibitorio sobre la activid.d disociante por
cantidades: altan del axtracto ribosémico dialisado

Disminucién de 803, % del

2,86 27,9
2972 54,2
.11.4-4 3002

* Se inoubé 0,070 mg de ribosomas 803 agotados (808 ag-B), en
0,0937 ml de medio salino acelular, oon ATP.Mg lmM y GTP.Mg O,2mN,
en presencia de cantidades crecientes de éxtracto ribosdmico diali-
zado (ER-d), durante 10 ninutos a 25°,

Bl ién K+ se agregd como ER + KCl.

Se agregd 0,070ml de solusidn El ¥y ve depositaron musutras
de 0,100ml sobre grodicntes lineales de sacarosa 15-50%4. El andli-
sis se realizd por centrifugacién durante 16% minutos & 40.000 rpm.

La mezcla control contenfia 0,070 mg de ribosomas 80Sag-B,
en 0,0937 nl de medio salino acelular (solucién J), sin energfa, ¥
se incubd en iguales condiociones,

Se oalculd el procentaje del pico de 808 por integracién gré~

fica de los registros de A n 7 B tabuld la disminucién del mis-

254n
mo oon respecto al control.



Efecto de inhibidores de la sintesia de protefnas sobre

la actividad disociante del extraoto ribosémico

Inoubaocién de 803 + BR
en presencia de

Diswinucién de 808, 4 del
total (respecto a B0S solos)

Cioloheximida lmM
Esparsomicina O,lmX
Puromicina lmH{
Acido fusidico 0,1mM
NaF 20mM |

20
20
21
23
16
20

Se midid el efectodisociants del ER-G25 por inoubacién con 0,070

mg de ribosomas 803 agotados (80Sag-B) (Relacidén ER:Rb = 6,2), en 0,0937

ml de medio salino acelular (@olucién J), oon ATP.Xg lmM, durante 10 mi-

nutos a 259, sin agregados, o wn presgencia de loz distintos inhibidores,

en las concentraciones indicadas en la tabla,

A las mezclas enfriadas se les agregd 0,070ml de soluoién Eyv ¥

se depositaron muestras de 0,100 ml eobre gradientes de sacarosa 15—50%,

que se oenirifugaron durante 175 minuiocs a 40.000 rpam,

Se analizaron las muestras por registro de la A

254na

Y se oal=-

ould el porcentaje del pioco de 80S de oada uno, por integracién gréfioca

de los mismos.

S8e tabulé la disaminucién del wmiemo ocon respecto al oontrol (803

inoubados sblos, en ausencia del extraoto .ribosémioco).



TABLA 10

Efeoto disociante del sxtracto ribosémioo sobre ribosomas

monémeros obtenidos por distintos procedimientos

Experinento K® v | toter (respecte o 803 sor0s)
. —————

1) Con ER-d:

a- Ribosomas 80S: nativos 502 26,6

b~ Ribosomas 80S- F 546 27,2

o=~ Ribosomas 80Sag-B 5S¢4 25,0
2) Con ER-G253

o- Ribosomas 80Sag-B 4,0 24,8

d- Ribosomas 805-R 443 | 23,3 4

Se inoubaron durante 10 minutos a 250, 0,070mg de ribosomas, en
0,0937ml de medio salino acelular (8olucién J) en presencia de:
Experimento (1) ER-d (5 horas), ATP.Mg.lmX y GTP.Mg O,2mM

Experimento (2) ER-025 y ATP.Mg lmX (estc suple las necesidades de ener-
gia (ver seccifén B.3.6.1)

Se agregd 0,070 ml de solucién By fria, La siembra de las muesiras
en los gradientes, and}isis do los mismos y la oﬁtanaidn de los porcenta-
jes de los pioos de 803, as{ como el odloulo de su variacién oon respecto
al control se realiz$ em forma semejante a la detallada en la Pigura 16,

a~ Ribosomas 80S nativos: Obtenidos por fracoionamiento de la poblacién ri-

boeémica total de un lisado l:4, en gradisentes pr;parativos de sacarosa,

b- Ribosomas 80S~F:; Obtenidos por.lisis de células enteras incubadas en

presencia de NaF 10mK durante 90 minutos a 37°, y sedimentacién de la po=
blacién ribosémioa.

o~ Ribosomas 808 agotados. 8CSap-B: Obtenidos de polisomas purificados,

inoubados en el sistema acelular con componentes solubles definidos, du=

rante 90 minutos a 379, y posterior aislamiento en gradientes preparati-

vos de sacarosa.

d~- Ribosomas 80S reasociados, 80S-R; Obtenidos de polisomas purificados,

incubados exhaustivamente en el sistema acelular con oomponentes solubles
definidos ( 90 minutos a 37° ), disociados por tratamiento oon XCl 0,5 M
(durante 15 minutos a 0°) y reasociados por dilucién a KCl 60 mM (oon so-
luoién E,, sin KCl), Se aislaron por sedimentacién en el rotor 50. (MNodi=
ficacién del método de Falvey y Stehelin (7)).



TABLA 11

Efeoto del agregado de onorgja sobre la actividad

disociante de distintos exiractos ribosdmicos

Disminucidén de 80S, £ del
Tipo de ER Relacién total (respecto a 80S solos
(8 Byt

ERs Rb sin energia | con energfa

i

1 - ER-1, orudo 3.4 12,0

|
| 23,5
2 - ER-d, dialisado 5¢7 14,5 : 5645
3 - ER-G25, desalado ‘3,4 15,0 : 36,0
o

Se incubarcm 0,070 mg de ribosomas 80S agotados (805ag-B), duran-
te 10 minutos a 25°, en presencia de los distint?- extraotos ribosémioqs
(en las relaciones ER:Bb indiocadas en la tabla), en un volumen de 0,0937

ml des
a) Medio salino acelular (soluciéu J)

b) Medio salinc acelular con energia (ATP.Mg lmM y GTP.Mg 0y2mi)

El idn " se agregé como KC1 & oomo ER + KCl.

A las mezolas enfriadas se les agregé 0,0TOml de solucién By ¥ se
depositaron muestras de 0,100ml sobre gradientes de sacarosa 15-504, que
se analisaron por centrifugacién durante 165 minutos a 46.000 rpm, Se Ob-
tuvieron los porcentajes de los picos de 80S por integracién grdfioa de
los registros de A254nm Yy se tabuld la diferencia de 108 mismos con rese
peoto al oomtrol (ribosomas 803 inoubados oomo en (a), pero en ausenocia de
extracto ribosémioo)

Los ribosomas 80S incubados oomo en (b), pero en ausencia del ex~

tracto ribosémico, mostraron una disminuoién de 14,2%.



TABLA 12

Influenocia de ATP y/o QTP sobre el efecto

disocoiante del extraoto ribvesémioco

Disminncién de 80S, € del total
808 + ER (respecto & 803 + energfa)
1. EB-d '~ ; II. ER=025

]
- ]

2. + (WP.HS O,ZmN 15 1 11

3. + ATP.Hg 1 =mN 26 : .24

4« + QTP.Mg 0,20M + ATP.Mg lak 24 : 26
|

Se incubaron 10 minntos & 259, 0,070mg de ribosomas 803 agotados
(BOSlg-B). en presencia de ER-d (columna I) 6§ ER-G25 (ocolumna IX) (em rela~
cién ERiRb de 6,3 y 3,4 respectivaments), en 0,0937 ml de medio salino ace-
lular (soluoién J) soles, o con el agregado de nuoledsido~trifosfatos, se—
gin se especifioca. N

Se agregé 0,070ml de solucién Ej; a las mezolas de inoubacién en-
ftiadaa. Y se depositaron muestras de 0,100ml sobre gradientes de sacarosa
15-50%. Se centrifugé durante 165 minutos a 40.000 rpm (rotor SW4l-Pi) y
‘se analis;ran los gradioﬁtoa por registro de la ‘254nu'

Se obtuvieron los porcentajes de 808 por planimetrfa y se tabula~
ron las difefnoias respecto al control (ribosomas 80S inoubados oomo en la
linea 4, ea medio salino acelular, con ATP.Ng y GTP.Ng, Pero en ausenocia
de extracto riboeémioo



PABLA 1)

Influenocia de 108 nuoleocsido-trifosfatos sobre

la actividad disociante de) extraoto ribosémico

Disminuciéan de 808, 4 del total
803. + ER (respecto a 808 + ER)
+ ATP.Mg 1lmN 8
+ GTP."G lnM -2
+ UTP.Mg 1mM 1

Se inoubaron durante 10 minutos a 25¢, 0,070 mg de ribosomas 808
agotados (BOSag-B), en presencia de ER-G25 (en reolaoién BR:Rb = 6,4), ea
0,0937 ml de medio salino acelular (solucién J) ooﬁ cada wno de los nucle-
6sido-trifosfatos enumerados en la tabla.

A las mezolas de inoubaoién enfriadas, se les agregé 0,070 ml de
solucién E, y se deposité 0,100 ml de oada mezola scbre gradientes de sa-
ocarosa 15-504, que se centrifugaron duranie 175 minutos a 40,000 rpm y se

analisarcn por registro de la 4

254nm’
El porcentaje dol pioo de 80S se oalpnlé por integracién grdfioa
Se tabularon las diferencias respecto al oontrol (ribosomas 808

en presencia de extracto ribosémioo), owyo efeoto disooiante habdbfa. side

23%.
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Efecto de los nucledsido=-foafatoa de

Adenosina sobre la aotividad disociaate

Disminucidn de €08, 4 del total
808 + x& (respecto a 808 + ER)
+ ATP 1la 23
4+ ADP laM
+ AMP laM

0,070 mg de ribosomas 80S agotados (80Sag-B), se¢ inoubaron duran-
te 10 minutos a 25° en presencia de ER-G2% ( en relaocién ERiRb = 6,2), Qn
0,0937 ml de medio salino acelular (solucidn J), con los agregados oapoéi:
ficados en la tabla, El1 ATP fué ;oompaﬁado por una cantidad equimolar de
¥g(CH3C00),; las cantidades del oatién agregadas oon ADP y oon ANP fueren
oalculadas ( 342) de modo de no modificar le concentraciém de lg’+ libre,
2mM, |

El andlisis de las muestras y el cdloulo de los poroentajes de

80S en oada uns de ellas se hizo segin lo espeoificadoc en la Tabla 13,
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TABLA 15

Influencia de la concentracibéa del ifn Hg++ sobre

o) efecto discciante del extracto ridosémioco

808 + ER, inoubados en un Disminucién de 808, 4 del total
medio oon oonoenigaoiGn (respecto a 803 a ¥a ggda con-
final de Mg centracién de Kg )
1 mM 20,9
2 ak 21,0
3 aM 12,5
S5 mN 6,2

Se incubé durante 10 minutos a 25°, 0,070mg de ribosomas 80S ago-
tados (80Sag-B), en presencia de ER=-025 (en relacién ER:Rb = 4), en 0,0937
ml de medio salino acelular con concentraciones variables de ug(cn3coo)2
(seglin se indica en la tabla), y ATP.Ng lmN. El ién k' se agregé oomo XCl
6 oomo KCl1 + ER. -

Terminada la inoubacién se agregd, luego de enfriar las mesclas,
0,070a1 de solucién de KC1 70mM, Tris.HCl (pH 7,5) 2aM y Mg(CH,C00)z en
oonoentracitn igual que la de la muesira y se sembrarca 0,100ml de ocada w-
na de las muestras sobre gradientes de sgoarosa 15-50%4 en soluoién salina
igual a la que se usé para dilufr la muestra en cada oaso.

Se oentrifugé durante 215 minutos a 36,000 rpm y se analisaron las
muestras mediante el registro de L254nn' Después de la planimetria de los
perfiles, se tabularon las variaciones respecto del control (808 imoubados

on oada uno de las ooncentraoiones de xg(cn3coo)2 indiocadas, pero en ausen-
"cia del extracto ribosémioco.



TABLA 16

Aotividad disocoiante del extracto ribosémioco., Efecto

comparativo del ATP y sus andlogos AMPCPP y AMPPCP

Disminucién de 803; % del total
80s + ER (respeoto a 805 + ER)
+ ANPCPP 1mN 1,1
+ AMPPCP lmK 11,1
+ ATP lmK 13,5

..

0,070 mg de ribosomas 805 agotados (8CSeg-B) se inoubaron durane -
t; 10 minutos a 25°, en presencia de ER-d (en relacién ER:Eb « 4,1), en
0,0937 ml de modio salino acelular (eoluoién J), ocon los agrugados espe=-
oifioados en lu table (oomo complejos de H¢++).

El anflisis de las muestras y el cdlculo de los poroentajes de
6058 se hiso segin lo® especificado en la Tabla 13,

El efecto disociante por el extracto ribosémioco sélo (ribosomas

808 + ER-4), fué de 5,5%.

EYl ER-4 fué dializado durante 17 horas, ocontra soluoién I que con=
tenfa Norit 4 (1 mg/wl).



TABLA 17

Preinoubaoién parcial de loe ribosomas 803 o bien del extraoto

ribosdnico con ATP. Su influenocia sobre la reacoién de disociaciéa

¥
Preinoubaoién | Inoubacidn co:::E:r:;:Gn Dis?:::::::OBgSéo: ::iO:;t‘l
1, — 8038 + ER | 0,00 =M 21,2
2, -— 803 + ER 0,33 mX 33,4
3JER + ATP 1lmN + 808 0,33 o} 34,6
4.808 + ATP 1lmM + ER 0,33 mN 38,4
Se — 808 + BR 1,00 mM 38,4

S¢ inoubaron durante 10 minutos a 259, 0,070 mg de riboo;nan 808
agotados (80Sag-B), en presencia de ER.5-G25 (roléoi6n ER:Rb = 6,7), en un
volumen final de 0,0937 ml, con medio salino acelular (solucién J), 8élo o
oon ATP.Mg, seglin se espeoifioca., E1l ATP.Hg se agregé directamente a la IO;;
ole de inoubacién, o como ATP.Mg ya presente en la meszola de preinoubaciéa.
Esta se realigd durante 10 minutos a 25°, en un volumen de¢ 0,031 ml, conte-
niendo el medio salinc ucelulur, ATP.Mg lmM y ER u 80S segin se indica en
la tabla. Una vez terminada, se enfrid y se agregl el oomponente faltante,
oompletando el volumen a 0,0937 ml,

Terminada la incubacién, se agregaron 0,070 ml de solucién I y se
analizaron 0,100 wl de ocada mezola por oentrifugaocién en gradientes de sa-
carosa 15-504, durunte 215 minutos a 36.000 rpm y leotura de la A

254am’
El oéloulo de la disocoiacién se hizo en la forma espeocificada em

la tabla 13,
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FIGURA 1

Obtenocidén de distintos tipos de ribosoman monémeros 808
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FIGURA 1

OBTENCION DE DISTINTOS TIPOS DE RIBOSOMaS MONOMEROS 803

Ribosomas 80S nativos. Cuadro Ajs Obtenoién por fracoionamiento de riboso-

mag totales. Una muestra de 2,0 ml oconteniendo 600 unidades de A o de 1la

2
poblacién ribosbmica total, fué fraccionada en un gradiente prepaigzivo (K.
8, H.22,2 y M.,22.,3)., Se aislaron las fraociones correspondientes a 80S (zo=
na sombreada),

Cuadro Azz Andlisis de la fraccibén ribosém;oa aislada del gradiente prepa-

rativo. Se analizé una muestra de 0,1 ml con 0,5 unidades a A s por

260nm
centrifugaciln durante 175 minutos a 40.000 rpm a 2°, en gradionte de sa-

carosa 15-50% (M.22.1; M.22.3)

Ribosomas 805 apotados. 8B0Sag-B. Cuadro B.: Obtencidén per fracoionamiento

de polisomas purificados agotados. Se fraicioné en un gradiente preparati-
vo una muestra de 3,0 ml que contenfa 170 unidades de A260nm de ribosomas
agotados a partir de polisomas purificados, y se aislé la zona sombreada,
que corresponde a la fraccod B80S,

Cuadro B2t Andlisis de la fracoién ribosémioa aislada del gradiente prepa-
rativo. Se analizé una muestra de 0,1 ml conteniendo 0,5 unidades de A260nm

en iguales condioiones que en A,.

Ribosomas 8JS-F, Cuadro ¢ : Andlisis de la fraccién ribosémioca obtenida

por incubacién de células enteras con NaF, sagin se detalla en M.1ll. lLa

muestra de O,1 ml conteni idades d .
’ enia 0,5 unidades de A26Onm

Ribcsomas 80S-R. Cuadro D : Andlisis de los ribosomas 80S reasociados obe

tenidos segin el método detallado en M.1l2, Se analiad una muestra de 0,1ml,

conteniendo 0,5 unidades de A en iguales oondiciones que en A2.

260nm

Abscisass posiocion relativa en el gradiente (direcoién de sedimentacién

de derecha a izquierda)

Ordenadas: absorbancia a 254nn.



A254 nm

Fraccionamiento da los rihonomas 1ivianos-—3

FIGURA 2
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FIGURA 2

Fracciciamiento de los ribosomas livianos-32P

¥y andlinis de las distintas fracciones

2
Cuadro I. Praocionamiento de Rb1p3 P : L3 preparacién de ribosomas livice

2
nos—=p (125 unidades de

A26Onm)' en 1,0 ml de solucién E, (H.9), se depo=
8it6 sobre un gradiente preparativo de saocarosa 15-45% y se centrifugd 19
horas a 25.000 rom. El gradiente se analizé espeo%rofotométricamente a
254nm y se fracoioné en frio, recibiéndose las zonas A, By C ¥y D, que co-

rresponden respectivamente a las fracciones 403, 405+6OS} 60S y 803.

32
Cuadros A, B, C, D. Andlisis de las fracciones ribosémioas-" P aisladaog
2
Las fraociones="-p A (408), B (4034603), C (60S) y D (80s) del cuadro I,

sedimentadas y redisueltas (H.9), fueron analizadas (0,3 a 0,5 unidadaes

de A26Onm en 0,1 ml de solucién El) por oentrifugacién en~gradientes de

sacarcsa 15-50%, durante 150 minutos a 40,000 rpm.
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FIGURA 3

Utilizacién de ribosomas 80S para la reformacién de polisomas

en retionlocitos enteros que se recuveran de la inhibicidn de

la sfntesis proteica por fluoruro de sodio.

Incubacion normal
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FIGURA 3

Utilizacién de ribosomas 80S para la reformacién de polisomas

en reticnlooitons enteros que sa recuperan de la inhibicidén de

la sfntesic protesica por flvoruro 22 godio,

Cuadro A: Control., Los reticulooitos fueron preinoubados en el medio para
oélulas enteras (H,16), durante 10 minutos a 379, Cuadro B: Se continud la
incubacibn A durante 110 minutos m&s, Cuwadro C: los reticulocitos aisladoes
de la preinoubacién A se lavaron e incubaron en medio para odlulae enteras,
fresco, en presencia de laF 10mM durante 60 minutos., Cuwadro D. Reticuloci-
tos aislados de la incubacidn C, se lavaron 5 veoes con solucidn B, para
eliminar el ién fluoruro y se reincubaron en medio para células enteras,
fresco, ein HaP, durante 5 minutos. Cuadro E: Como D, reincubados sin LaF,

pero durante 60 minutcs,.

1) Aotividad de sfntesis de proteinas. So tomaron alicuotas de 1 ml do ca-

da mezcla de incubacifén, se centrifugacon y lavaron (M.5) las oélulas
(O,25m1) y se reincubarcn a 37° en medio para oélulas enteras fresco, con
valina—l4c O¢1nM,y 5 Ci/mol, bin agregados ( ®=——o0) o en presencia de H&F
10m¥ ( 0==—0), segin se especifica. Se tomaron & los 5, 10 y 15 minuios,
nuestras correspondientes a 0,010ml de retioulooitos, que fueron procesadas
(¥e22,1) para medir (en el contador proporcional) la incofporaoién de vali-
na~140 a protefinas, lzs incorporaciones obtenidas estin representadas sn
los grdficos arriba a la izquierda de oada cuadro. (Abscisas, tiempo de in-

- 1
cubaoidén, en minutosa; ordenadas, incorporacién de valina 4c en proteinas,

nanomoles/ml oélulas),

11) Andlisis de las poblaciones ribosémicas: Las cédlulas oontenidas en 0,5

ml de mezcla de inoubacidn fueron lavadas con soluoidn Bl y 8e prepard un

lisado 1l:4 (H.6.4), en presenocia de oioloheximida O,lmil, Alfcuotas de ca~

da lisado, conteniendo 20 unidades de A415nm en 1 ml de soluoién E;y fueron
analizadas en gradicntes de saoarosa 15-50% en solucién Eyy por centrifuga-
4

cién a 40,000 rpme. Los perfiles corrcspondientes se muestran em los cuadros
A a E (Absocisas, posicién relativa en el gradiente - direccibén de sedimen-—
tacién de dorcoha a izquierdaj ordcvnadae, absorbanoia a 254nm,

&) durante 150 minutos,



FIGURA 4

Unién de lam partfculas subribosémicas 40S y 60S-

32
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a polisomas, en el s8intema acelular completo con
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FIGURA 4

2
Unién de las narticulas subribosémicas 40S y 6OS-3 p

a polinomas, en el sistema acelular completo con

corponentes Bolubles dofinidos

0,055 mg (6.000 cpm) de partfculas 4OS+6OS—32P, purificadas, se inoubaron
durante 15 minutos a 30° en una mezcla (volumen final 0,125ml) contenien=
dot Mg(CH3C00)2 2,5cH, KC1 70mM, TrisoHCl (pH 7,5) 26mM, 2~mercaptoetanol
16mi, tRNA 0,072 mg/ml, fraccién enzimdtica SA40-~70, 3 mg/ml y mezcla e-
guimolar de 20 aminodcidos 0,04nM c/u. (A) en prosencia de energia (ATP.l'Z
1mM, GTP.Lg 0,14mM, creatina fosfato 7,2uM y creatina quinasa 0,04 mg/ml).
(E) en presencia de 0,26mg de polisomas purificados no marcados (M.8), ¥y
de energia., (C) en presencia de 0,26 mg de polisomas purificades no mar-
cados, pero sin energfa, Luego de la incubacién se enfriaron las musstras
y ee depositaron 0,115al1 sobre gradientes lineales de sacarosa 15~5C% en
solucidén E], que se centrifugaron en el rotor SHW4l-Ti durante 135 minutos
a 40,000 rpm, a 20

Cada gradiente fué eanalizado espectrofotométricamente a 254nm ¥y
se recogieron 25 fracociocnes de tamalios programados, que se recibieron 8o
bre sendos 3 ml de solucién B4 fria, Las muestras se filtraron a travds de

membranas de nitrocelulosa, en frio, lavdndolas luego con soluoién E.; la

1?
2
radiocactividad de 3 P de los ribosomas adsorbidos ¢n las membranas se de-
terminé en un contador de flujo gaseoso,
Recuperacién de la radioactividad en el gradiente l: 65,7%; en el gradien-

te 2; 83,4%4; en el gradiente 3: 82,5%.

(

sémicas, expresada como porocntaje del total de cpm en los gradientes,

32

) A 254nm § (o=mee=<) Redioactividad de ~ P de las fracciones ribo

Grificos diferencialess (B-A} C-A y C-B), en base a las diferencias del

2
porcentaje de radioactividad de 3 P de las distintas fraccioncs homélogas,
en los respectivos pares de gradientes ( expresada siempre oouo porcenta~

2
je del total de opu de 3 P)
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FIGURA 5

Unién de ribosomas 803~32P nativos a polisomas

Efecto dal extracto riboaémico
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FIGURA

Cnidn de ribosomas 803-32P nativos a polisomas

Efecto del extracto ribosdmico

0,063 mg de ribosomas 805-32P rativos (1296 cpm) purificados (.9), 88 ia-
cubaron durante 10 minutos a 259, en un,volumen final de 0,062% nl ¢n ¢

(A) medio salino soelular (Soluciéa J), solos (Control); (B) en msdio sali-
no acelular, en presencia de 0,040ml de lisado 13l onriquecido en poliscnas
(¥.6.3), energfa (ATP.lg lmM y GTP.Mg 0,2mif) y hcemina 0,025m{; (C) somo €n
(B), con el agregado de 0,004 ml de LR<1 (H.15). Relacién ER:RD 803—32P -
314 (He15,3)

Luego de la incubaoidn se enfriaron las mezclas, se agregé igual volumen

de solucién E1 Y se depositaron sobre gradientes lineales de sacarosa 15-
50% en Bsolucidn E). Después de cenirifugar durante 135 minutos a 40.C00 rpm

se leyo A en el regiutrador 1SCO y se fraccionaron 25 muestras de ta-

254nm

marios programados por gradiente, Las fracciones ge recibieron sobre 3 ml

de solucibn E1 fria y se filtraron por membranas de nitrocelulosa, que . fre-

ron lavadas con solucién El; se determiné la radiocactividad ratenida en las

membranas en un contador de flujo gaseoso (H.24).

3
A
( ) Aycpnm
sada oomo % del total de opm en los gradientes.

2
j ( cmemo ) Radioactividad “ P de las fracciones, expre-

Grdficos diferenciales (B~A) y (C-A) : muesiran los cambios de distribu-

32

cién de la radicactividad de P oon respecto al control.

Recuperacién de la radioactividad colocada en cada gradientes (A) 46,6%;

(B) 90% ¥y (¢) 56,38,
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Unién de metioninap-BH s partioulas erubribonimicas 408, obtenidas
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FIGURA 6

Unidén do metionina~3q g partfculas svhribosémicas 403, obtenidas

por accidén del extracto ribosémico sobre ribosomas monbmeros 805

Se incubaron cdurante 10 minutos a 25°, 2,5 unidades de A260nm de ribesu-
mas monémeros agotados (80Sag-B) (1M.10.3), en 0,250ml de mozcla de incu-
bacibén que contenias Kg(CH3COO)2 2, KCI T0mM, Tris,HCY (pH 7,5) 36uN,
2-nercaptoetanol 16mM, ATP.kNg lmM, GTP.Mg O,2mH, BRNA 12 microgramos/nl,
fracciin enzindtica AS40-T0 0,5 mg/ml, mezcla equimolar de Le-aminodcidos
(sin metionina ni valina) 0,04ul, L—metionina—3H (2000 ¢i/mol) 0,0252M y
L—valina-14c (50 ¢i/mol) 0,025=M: (A) sin agregados; (B) en presencia de
0,029m1 de ER-.5 (M.15) en relacién ERsRb = 6 y de NaF 20mM.

Las mezclas enfriadas se diluyeron com 0,75ml de soluciiln E3, se deposita~
ron sobre gradientes de sacarosa 15-50% en solucidn E3, Y se analizarcn
por centrifugacién durante 14 horas a 26,500 rpm, en el rotor SW4l-Ti

las muestras (de 12 segundos cada una) se recogieron y procesaron en la
forma descrita en Métodos (M.23.,2) para la determinacién &imulidnea do la

14

incorporacidén de aminodcidos radioactivos -3H ¥ - C a protefnas mds ami-

noaoil=%tN:jA unido a ribosomas,
La incorporacién de motionina—BK y valina-14c fué de 2,8 y 7,8 pmoles res-

pectivamente en (A) y 4 y 10 picomoles en (B).

) A 254umy ( O0——0O ) Radiocactividad de metionina—3H, en muestras

(

precipitadas oon dcido triocloroacético en frio; ( o-—o ) Radioactividad
14

de valinua~ ¢ en las mismas muestras,
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FIGURA 7

Curso de la inocorporacién de vnlina-14c a protefnas en el sistema acelular

con componontes solubles definidos y ribosomus totales arotados,

Estimulacidén por la presencia del extraoto ribosdmico crudo

300

200 -

100 -

(min.)
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14

Curso de la incorporacién de valina~""C a proteinas en el sisiema acelular

ocon oomponentes solubles definidos y ribosomas totalea apotados,

h)

Estimulacidén por la presencia del extracto ribosémico crudo

1,0 mg de ribosomas totales agotados (RvT=ag) (M.10.l), fueron incubadcs

a 37° en 1 ml de sistema acelular completo oon componentes sclubles definie
dos (M.19), ocon valina—14c (40 ¢i/mol) 0,05m¥, (o) Bin agregados, o (o)

en presencia del ER-1 crudo (M.15) (en relacién ER:Rb = 2,7): en este dlti-
mo caso, se omitfa en la mezola de sales, KCl en cantidad equivalente a la
que contribufa el extracto ribosdmico.

Se extrajeron a distintos tiempos alfcuotas de 0,125ml, que se procesaron

para determinar la incorporacién de aminodoido-l4c a protefnas (H.23.1)

-~

Abscisas; tiempos de inoubacién, en minutos,

14

Ordenadas: incorporacién de valina~ 'C en protefnas, picomoles/ ng de ri-

bosomas,
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F1uRa 8

Respuesta e difgrentes tinos de preparaciones de riboncmas

a la astimulacidn per el extracto ribosdmico crudo de la

incorporacidn de valina—l4c en protefras

1500 &=

Rb
T TITT

N

1.000 =

RN
N

DA

NN

500}

pmoles Val ~"C/mg
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Estimulacion 15 47 39
Tipo de ribosomas 1 2 3 4 5
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FICURA 8

Respuosta de diferentes tipos de preparaciones de rihosomas

a la estimulacidén por al extracto riboadmioo crudo de la

incorporacién de valina-14c en protefnas

Se hicieron incubaciones en un cistema acelular con componentes solubles
definidos, en un volumen de 0,250ml, durante 60 minutos a 379, son vali=-
na—l4c, 10 Ci/mol en ausencia () ) o en presencia ( =r==i) de ER-1 oru-
do (0,0175ml). Laa distintas preparaciones ribosémicas se agregaron en
concentracién final de 1 mg/ml. Las megclas de inoﬁbacién 8e procezaron
segin la tdecnioa para determinar la inocorporacidén de aminoécido—14c a
protefnas, en el contador proporcional (M.23.1). la estimulacién se oou-
puta como la relacién entre las incorporacicnes oon y sin exiracto ribo-

86mi°°o

l.=~ Ribosomas totales-l, RbTP=1l; Se obtuvieron a partir de un lisado 131l

en sales, por contrifugaocién durante 90 minutos a 50,000 rpm (MeT.1l)

2.~ Policomas purificadns: fueron obtenidos por aislamicecnto en gradientes

preparativos de sacarosa 15-45% (11.8); se resedimentaron 10 minutos a

50.000 rpm para disminufr la cantidad de 80S presentes,

3.~ Ribosomas totales arotados, NhT=azs Se obtuvieron a partir de lcs ri-

bosomas totales (RbT-1), que fueron preincubados 90 minutos & 37° en un

sistema acelular completo y esedimentados 120 minutos a 50.000 rpm (M.10.1).

4.~ Ribosomas B80S acotados A, 80Sam-As Fuoron obtenidos a partir de los

RbT-ag (3) por fraccicnamiento en un gradiente preparativo (M.10.2).

5.~ Ribosomas 80S apotados B, 80Sar=Bt Se obtuvieron a partir de los poli-

somas purificados (2) por inocubacién durante 90 minutoe a 37° en un siste-
pa acelular oon componentes definidos y posterior aislamiento de los ribo-

somas 80S producidos, en un gradiente preparativo (M.10.3)



FIGURA 9

Efocto de oantidades cracientes del extracto ribosémioo orvdo sobre la

cenagidad de incovnorar valina-14¢ en orotefnas, en un siatoma aocelular

con ribosomas 803 azotados y componentes solubles definidos
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Se incubaron 0,125 § 0,250 mg de ribosomas 808 agotados (80Sag=B, Me1l0.3), en
presencia de distintas cantidades de ER-1 crudo, en el sistema aocelular oon

14

compoenentos solubles definidos, oon valina-""'C, 10 Ci/mol, en un volumen fi-
nal de 0,250ml, durante 60 minutos a 37°, Se tomé en cuentala contribucién de
¥C1l en el extracto ribosémic6 agrogado,.

Las mezclas de incubacién se procesaron segin la técnioca para determinar la
incorporacién de aminodcido-14c a proteinas, en el coniados proporcional

La inocorporacién de valina—l4c basal (ribosomas 80Sag-B en el Bistema comple~

to, Bin agregado de ER) fué de 3 pmoles/mg de ribosomas,
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FIGURA 10

Efecto de inhibidores especi{ficos de la iniciacién sobre la estimulacién de

la incorporacii(n de valina.*¢ on prcteinas por rihoscmas 803 oarotados cij

presenoia del extracto riboasémico orudo
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Se incubaron 0,1 mg de ribosomas B80S agotados (80Sag-B; MH.10.3) en presencia
de ER=-.5 crudo (extrafido de RbT con KCl 0,5}; HM.15) y de NaP 20mk ( A ), o
de las cantidades indicadas de ATA ( O ), agregados desde tiempo cero, en
0,200ml de un sistema acelular con componentes solubles definidos, con va-
lina-14c. 50 Ci/mol, durante 60 minutos a 37°., (Relacién ER:Ib = 4).

Laes muestras fueron procesadas para medir la inoorporacién de aminoécid&-lAC
a protefnas (M.23.1),

La incorporacién basal (80S sin agregado de extracto ribosémico ni inhibidor)

que fué de 24 pmoles valina-14c/mg de ribosomas, se indica ( © ).



FIGURA 11

Aotividad diacoimate del extracto ribosénico crudo

A254 nm

sedimentacion

Se incubé 0,040ml de lisado 1:1 en sales (M.6.2) durante 10 minutos a 259 en
un volunen final de 0,0625m1 de medio salino acelular (Solucidén J) ocon ATP.Mg
inM y CTP.Mg 0,21}, en presencia de NaP 1lOmN y.oiclohoximida 0,5nM, 86lo (~~-~)
o conel agregado de extracto ribosémico ( =—— ) (0,009ml ER=-1).

Se agreg$ luego (en frfo) igual volumen de solucién E, ¥ se analizaron las

muestras en gradientes linsales de sacarosa 15-50% centrifugados durante 150

minutes a 40,000 rpm, por registro de la A254nm.
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FIGURA_12

Ensayo de dlversas praeparaciones da ribhcsomas 805

como enstrates para la reaccidn de ciccelacibdn
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FIGURA 12

Ensayo de diverras preparaciones de ribosomas 808

ocomo sustratos para la reacocién de disociacién

Las inocubaciones de las preparaciones (en las cantidades indicadas) se reali-
garon en un volumen final de 0,0625ml de medio salino acelular (Solucién J),

con ATP.Vg loM y GIP.lg 0,2nH, ein agregados (--——=) 0 en presencia de 0,004nml
de ER-1 (

) (en este caso se omitfa en la mezcla de sales KCl em cantidad
equivalente a la que contenfa el extracto ribosémico agregado, 1M). Donde se
espeoifica se agregl NaF 10mM.

Las preparaciones utilizadas fuerong

B.- licado 1:1, F, (0,040ml) Obtenido por lisis de reticulocitos preincubados

oon NaF 10 mi en el medio para células enteras (H.lé), durante 60 minutos a

370,

B.~ Lisado 1l:1 en sales, azotado. (0,040ml) Cbtenido por preincubacién duran-

te 60 minutos a 37° en el sistema acelular para lisado sno fraccionados (}.17).

C.- Ribosomas 80Sap-B. (0,010mg) Obitenidos por incubacién de polisomas puri-

ficados, durante 90 minutos a 37°, en el sistema acelular ocon componentes Bo=

lubles definidos y aislamiento en gradiente¢ de doensidad preparativo,

-~

Luego de incubar durante 10 minutos a 25°, se agregé, emn frio, igual volumen

de solucidn El Y se sembrd Bobre gradientes lineales de Bacarosi.

Se centrifugd 165 minutos a 40,000 rpm y se analizd los gradientes de 254nm,
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FICURA 13

Inactivacion del extracto ribosémico por efeoto de la temperatura, Pérdida

de la estimulacién de la incorporxcién de valina-14c en protefnas

r- 1

400

w
-
o

200

100

pmoles Val —14C/mg Rb

(min.)

Se inoubaron a }7° ridosomas 805 agotados (80Sag-Aj conoentrsoion final 1,45
mg/ml) en el sistema acelular con ooaponentes solubles definidos, con valina~-
144 (5 ¢i/mol), 0,05aN, ®in agregados (o--v), en presencia de ER=1 fresoco
(0—o) (ERiRbel,8), o en presenoia de ER-1 preinoubaio 8 minutos a 60¢ (9>—)
(BRi1Rb=1,7). A distintos tiempos se extrajeron alfcuotas de 0,125al, que se

prooesaron para deterainar la incorporacién de u-inoéoido-14c a proteinas,



FI0URA 14

niscciacién de ridosomar 805 por efecto de los extractos

ribosénicos crudo y desalado en Sephadex-(25
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PIGURA 14

Disociacién de ribosonas 805 por efecto de loa extractos

ribosbmicos crudo y desalado en Sephadex-G25

Se inoubaroa 0,100 mg de riboscmas 80S agotados (80Sag-B)
en 0,0625 ml de medio salino acelular (solucién J), con
ATP.Kg lul y GTP.Mg O,2mM, durante 10 minutos a 25°, (A) 8in
agregados; (B) con ER=-1 crudo (ERtRb = 1,7) y (C) oon ER=G25
(ER:Rb = 6,5).

Se agregd igual volumen de soluoién E1 Ve ae“anaiizaron las
muestras por ultracentrifugacién en gradientes de sacarosa

15=50% durante 165 minutos a 40.000 rpm (roto® SW4l-Ti) y lec-

#ura ds la A254nn'

En el grifico A se muestra el perfil del ER-1l crudo, 8Bélo

( ——).




FIGURA 1

Curso en ol tiempo de la disociacién de ribosomas

monémeros por el extracto ribosdmico
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80S (% del total)
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En cada incubacién, ya sea a 25° (o ), o & 37° ( 7 ), se utilizé 0,100 mg
de ribosomas 80S agotadcs (80Sag-B), en 0,0625ml de medio salino acelular
(solucién J) oon ATP.Mg 1lmM y GTP.Mg 0,2mM, en presencia de extracto rito=
sbémico crudo (ER-1j; relacién ER:Rb = 1,6).

luego de inoubar por los ticmpos y temperaturas indicados, se enfrié a 09,
8e agregd igual ¥olumen de solucién E1 Yy se analizaron las mezclas por ul-
tracentrifugacibén en gradientes de sacarosa 15-50% durante 165 minutos a
40,000 rpm (rotor SW4l-Ti).

El porcontaje del pico de 808 en cada andlisis se obtuvo por integracién
grifica del registro do A254nm° Se representan las disminuciones de ocada
uno oon respecto al control (ribosomas 80S agotados sin agregado del ex-~
traoto ribosdmico, incubado 10 minutos a 25¢; no hubo alteraciém del con-

irol por inoubacién del =iamo a 37°),
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FICURA 16

Influenoia da la temnaratura de incubacién en la disociacién

de ribosomas monéaeros por efeoto del extracto ribosdmico,.
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Se incubaron 0,150 mg de ribosomas 80S agotados (80Sag=B) en un volumecn to=-
tal de 0,093Tml de medioc malino acelulur (sclucién J), con ATP.Yg lmll y GTP.
Mg 0,2mu,-en prusencia de ER-1 crudo, en relacién ER:Rb = 1,6, Luego de in-
oubar durante 10 minutos a disztintas temperaturas, se agregd 0,065 ul de so-

lucién E, y oo depositaron muestras de 0,110ml de cada mezcla de incubaciédn

1
sobre gradicnies de sacarosa 15-50% en solucidn Ejj oe analizaron los mis=

mos por ultresentrifugacidn durante 1695 minutos a 40,000 rpm, Lo8 regicircs

de A254nm fueron evaluados por plenimetria. Controls 80Sag sin ER (& 09).
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FIGURA 1

Efecto de cantidades crocientes del extracto ribosémico

en la disociacién de ribosomas mondémeros

ok

€5

Disminucion de 809,% del total

- ER:Rb

Se incubaron durante 10 minutos a 25°, 0,100mg de ribosomar 803 agotados (80S-
ag-B) en 0,0625ml de medio ealino acelular (solucién J) con ATP.YKg lmid y GTP.Ug
042ud on prescnoia de cantidades orecientes de ER-1 crudo, fresco (ouyo conte-
nido de KCl se tuvo en cuenta para mantener la concentracidn final TOul),

Las mezclas se enfriaron, se les agregé igual volumen de solucién E; ¥y 8¢ anaw
lizaron por ultracentrifugaoién en gradientes de sacarosa 15-504, durante 165
rminutos a 40,000 rpm (rotor Si14l-Ti). De la integracidén grdfica de los rugis-
tros de A254um' se calould el porcentaje del pico de 30S de cada muestra y la
variacién del misio con respecto al control (ribesomas 80S incubados en idén

ticas oondiciones pero sin el agregado de extracto riboséwmioo), Se graficaron

los resultados de ires experimentos, indicados con difersntes simbolos,
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FIGURA 18

Inhibicidén del efecto disooiante del extracto ribosémico

por el 4cido aurintricarboxflico (ATA)
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En un volumen total de 0,093Tml de medio salino acelular (solucién J), con
ATP.Mg 1lmM, se incubaron 0,070 mg de ribosomas B80S agotados (80Sag-B) y-
ER-.5-(25 (relacién ERsRb=5), durante 10 minutos a 259, en presencia de can-
tidades crocientes de ATA. Como oontrolesd:ﬂzgggf%n en presencia de las can=
tidades indicadas de ATA, una serie de incubécionea iguales a las anteriores,
en las que se utilizé, en igual cantidad (ERiRb=5), la misma preparaciéa de
ER, ehora inaotivada previamente por calentamionto a 55° durante 5 minutos,
Se agregd 0,070ml de solucidn Ej y se depositaron muestras de 0,100ml sobre
grodientes de cacarosa 15-50%. Se hizo el anflisis por centrfugacién durante
215 minutos a 36,000 rpm y por planinetria de los registros grdficos de 5254nm

ge calculé la variacién del poroentaje del pico de £0S en o/muestra oon res-

pecto al correspondiente oontrol (80Sag + ER calentado a ¢/concentracilén ATA)
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FIGURA 1

Ensayo de polisomas como sustratos de la reaccién de disociacién
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Se inocubaron 0,130mg de polisomas purificados (resedimentados durante 25 mi-
nutos a 50,000 rpm en rotor 50, para disminuir el c¢ontenido de monémeros),
durante 10 minutos a 259, en 0,0937ml de medio salino acelular (soluciéan J),
con ATP.Mg lmM (que suple las necesidades de energfa), ciolocheximida 1lm}, eo=-
pareonicina O,1lmH, ATA 0,03mM, en presencia de ER-.5-G25, preincubado durante
5 minutos a 55° ( =-- ) o de ER=.5~C25 ( —™ ) , amboB en relacién ER:Rb = 2,
Se agregbé 0,070nl de Bolucidn E, ¥ se depositaron muestras de 0,100ul sobre
gradientes de sacarosa 15-504. Se centrifugé durante 215 minutos a 36.000 rpm

¥ se analizaron las muestras a 254nm,



FIGURA 20

Efecto de la nrecsencia de enerpfia sobre la disociacién de ribosomas 808
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FICURA 20

Efecto de la prescncia de enerpgfa sobre la disociacién de ribosomas 803

Se incubaron 0,070 g de ribosomas agotados 80S (80Sag-B), durante 10 minu-
tos a 259, en 0,0937ml de medio salino acelular (solucién J), soloa { — ),
o bien en presencia de ER-d (relaciém ER:Rb = 5,7) ( —- ), 0 en presencia
de ER-d + energfa (ATP.Ng lmM 4+ GTP.Mg 0,2mM) (-wwme),

Luego de agregar 0,070ml de solucién E. se depositaron 0,100ml de muesira

1
gobre gradientes de sacarosa 15-50% y se analizaron por ultracentrifugacién
durante 165 minutos a 40.000 rpm, registrando la absorbancia a 254nm de los

ofluentas,



Influcnecia de la concentracién de ATP sobre el

etfecto disociante del extracto ribosémico.

Disminucion de 80S (% del total)

[ATP] mvi

Se incubaron durante 10 minutos a 259, 0,070 mg de ribosomas 808 agotadoQ'
(80Sag-B), en presencia de ER=-(25 (en relacién ERsRb = 6,4), en 0,0937 ml

de medio s&lino acelular (Solucifén J) al que se agregd distintas ooncentracio
nes de ATP.Mg (©,01,V) 6 ATP.Mg con la adicidén de un sistema generador de o-
nergia (oreatina fosfato 3mM + creatina quinasa 20 microgramos/ml) (O, &,9),
L4 siexbra de las muestiras en los gradientes, su anZlisie y la obtencién do
los porcentajos de los picos de 80S so reslizd en la forma detallada en la
Pigura 15,

El grdtico muestra la diferencia respecto al control (ribosomas 80S incuha~
dos en ausenoia de extracto ribosémico, en medio salino acelular, con ATP.Mg
& la concentrucién especificada en cada cawo).,

Se groficaron los resultados de tres experimentos, indiocados con diferentes

sfnbolos.



ABREVIAT URAS

segin IUPAC-IUB y J.Biol.Cham, 249, 1 (1974)

AVMP, ADP, ATP edenosina monc, di y trifoesfata

GMP, GDP, GTP. guanosina mono, di y trifasfato

ure uridina trifosfato

ctp citosina trifosfatn

ANMPCPP adenosin 5 trifosfato-alfa, beta-metilén difos-
fonmto

ANMPPCP adenosin 5 trifosfato-beta, gamma-metilén di-
fosfonatao,

GMPFCP guanilil 5' trifosfato-beta, gemme-metilén di-

) fosfonato.

ATPasa edenoaino trifosfatasa

GTPesa gusnosinoe trifosfatasa

ATA dcido amurintricerboxflico

EDTA dcido etilen-diamino-tetrs-acético

Tris Yris(hirdroximetilYeminowatano,

TGA Geichy triclorasafltico

tRNAY fcico ribonucleics de transferaencie iniciedor
de trigo, no formilable,

tRNAM§t taNA especifico para formilmetionina

tRNﬁngt tANA aespecifico flara metlonina

f=Nat-tRNA formil~-metionil-tRNA

NEW N-atilmaleimida

pali-U fcido poliuridilico

PEP fosfoenolpiruvato

PK piruvatoquinass

TV virus del mosmicao del tabaco

pmoles picnmoles

nmoles nanomoles

ci Curie

A absorbancie

nm nanometros

cpm cusntas por minuto

rpm revoluciones por minuto

g unidad Sdvsrdverg, coeficiente de sadimentacidn



