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1.1. BIOSINTESIS DE PROTEINAS -

En 1971, la revisién de Lucas-Lenard y L.ipmann
presentd las bases de los conocimientos existentes acerca
de como son sintetizadas las proteinas. Dadas las caracte-
risticas del trabajo desarrollado en esta Tesis solo va a
ser considerado en cierta profundidad la estructura ribosé-
mica. No obstante en los esquemas representados en las
figuras 1.1 y 2 se ha tratado de actualizar el méximo el me-
canismo de biosintesis de proteinas con los descubrimierﬁtos

mas relevantes reporfados desde 1971.

Por lo que respecta a los procesos de inciacién en
bacterias, son los que han alcanzado un ma)ror" ér‘ado de
esclarecimiento. Hoy en dia es admitido que los tres facto-
res de iniciacién (IF 1, IF 2 y IF 3) se unen a la subuni-
dad 305 una vez que esta es separada de la 505 mediante
la accién del factor de disociacién (DF) cuya actividad ha
sido identificada con IF 3 (Sabol y cois. 1970;- Subrama-
nian y Davis, 1970; Dubnoff y ;\Aaitr'a, 1971; Kaempfer,
'1971; Grumber-Manago y cols. 1971; Vermeer y cols. 1971)
“Estas subunidades son capaces de fijar el RNA menssjero
( Sabol y Ochoa, 1971; Dubnoff y Maitra, 1971) siendo
también IF 3 responsable de esta actividad. IL.a siguiente
etapa consiste en la fijacién de f—-Met—tRNAF dirigida por
IFF 2 y dependiente de GTP (Miller y Wahba, 1973; Groner
y Revel, 1973; Benne, Ebes y Voorma, 1973) en contra

de la anterior teoria acerca de la formacién de un comple-



jo ternario f.Met-tRNA -GTP-IF 2 que posteriormente in-

teraccionaba con la subFunidad 30S (Rudland, Whybrow y
Clark, 1971; Locwood, Chakraborty y Maitra, 1971; Benne
y cols. 1973). Acoplada con esta fijacién ha sido rceportada
la salida de IF 3 (Vermeer y cols. 1973). Una vez sepa-
rado este factor (DF), la subunidad 50S puede interaccionar
con el preexistente complejo de iniciacién para dar un com-
plejo 3OS-SOS~mRNA-GTP-f-Met~tRNAF-—IF 1-IF 2 que
no es estable pues inmediatamente después tiene lugar Ila
hidrélisis de GTP y la consiguiente salida de los factores
IF 1 y IF 2 quedando. el ribosoma en condiciones de fijar
el primer aminoacil-tRNA e iniciar las etapas de polimeri- -
zacidén., IFF 1 abandona el complejo merced a la entrada de
la subunidad 508, mientras que para que lo haga IF 2 es

necesario la previa salida de IF 1 asi como la hidrélisis de

GTP (Benne, Ebes y Voorma, 1973).

FPor lo que respecta al crecimiento de la cadena po-
lipeptidica (Fig. 1.2), se sigue admitiendo el modelo de
Watson (1964) con la complementacién que supuso el des-
cubrimiento del mecanismo de accién de los factores EF G
y EF T (EF Tu + EF TS) (Cold Spring Harbor Symp.
Quant. Biology, 1969). Dos han sido los avances mas nota-
bles realizados en este campo (a) Relacién entre los sitios
de fijacién del factor EF G y el aminoacil-tRNA (sitio A)
(Modolell y cols. 1971; Cabrer, Vézquez y Modolell, 1972;
Modolell y V&zquez, 1973) y como consecuencia directa el

solspamiento entre los sitios de fijacién de EF G y EF T
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sobre el x'iboéoma (Richman y Bodley, 1972; Miller, 1972;
Richter, 1972 y Richter, 1973 , en sistemas eucaribticos)
(b) los cambios conformacionales, dependientes de la posi-
cién del peptidil-tRNA, que .r‘egu]an la entrada alternativa-
mente de los factores EF G y EF T (Modolell, Cabrer y
Vézquez, 1973; Nombela y Ochoa, 1973). EIl mecanismo
de las etapas de polimerizacién tras los datos aporiados por
todos estos autores ha quedado recogido en el esquema de
la figura 1.2. Sin embargo ha de tenerse presente que si
bien los sitios de fijacién de EF G y EF T son exclusivos
entre si no son idénticos (Ballesta y Vézquez, 1972¢c). A-
nélogas situaciones han sido reportadas para los otros fac- .
tores capaces c.le catalizar la hidrélisis de GTP en las fa-
ses de iniciacién (IF 2) (Benne, Ebes y Voorma, 1973) y
de terminacién (RF) (Tate, Bcaudet y'Caskey, 1973).

El proceso de terminacién permancce prdacticamente
estacionario desde el Cold Spring Harb. Symp. on Quant.
Biology (1969) y desde la revisién de Lucas-Lenard vy
Lipmann, (1971) tomada como referencia en esta breve In-
troduccién, tan solo es digno de mencién el solapamiento en-
tre los factores de terminacién y los de polimerizacién (Tate,
.‘Beaudet y Caskey, 1973) y el requerimiento de las protei-
nas L7 v L12 (ver 1.2.2) para la actividad GTPasade es-
tos factores (RF).

Finalmente la investigacién del mecanismo de sintesis
de proteinas en sistemas eucaridticos ha tomado un notable

incremento desarrocllandose un sin fin de sistemas acelula-



res que han permitido impulsar estas investigaciones, Sin
embargo todas las etapas que han sido bien caracterizadas
se corresponden en su totalided con las descritas con ante-
rioridad en sistemas bacterianos, con la tUnica excepcibén de
los resuliados de Schreier y Stachelin (1973) que han de-
tectado la formacién de un complejo Met-tR NAF—4OS previo
a la entrada del RNA mensajero. Estas observaciones se
suman a las de Housman y cols, (1970) acerca de la exis-
tencia de un tRNA iniciador sin formilar  que parece poner
de manifiesto que es tan solo en la ectapa de iniciacién don-
de se encuentran las.'difer*encia;s entre sistemas procaridticos
y eucaridticos, si bien tales divergencias son siempre de

pequefia envergadura.

La mayor parte de lo referido en este brevisimo a-
partado, avarecerd en la recopilacién de Haselkorn y
Rothman-Denes en el Annual Review of Biochemistry corres- '

pondiente al afio 1973.



.2, EL RIBOSOMA

1.2.1. INTRODUCCION

Pasando por alto las caracteristicas estructurales
fnas sefialadas que pueden ser encontradas en cualquier
revisién publicada en los 5 tltimos afios, nos introducire-
mos en los hallazgos mas recientes que han provocado una
visidn completamente nueva de como actua un ribosoma. En
este apartado nos referiremos al ribosoma E . coli, hacien-
do indicacién espectal si alguna referencia a ribosomas de

B. stecarotemophilus es introducida. Mediante la técnica de

electroforesis bidimensional en geles de poliacrilamida desarro-
lada por Kaltschmidﬁ y Wiltmann (1970) han podido ser iden-
tificadas las 34 proteinas de la subunidad 50S y las 21 de
la subunidad 30S adoptandose una nomenclatura comin de
acuerdo a sus movilidades electroforéticas (Witmann y cols.
1971). Todas las proteinas ribosdmicas son especies tnicas
y se hallan en un méximo de 1 copia por ribosoma (a ex-
cepcién de L7 y LL12). Esta categbrica afirmacién se basa
en estudios preliminares de estructura primaria (péptidos
tripticos) (Craven y cols. 1969; Mora y cols. 1971) y en
que ninguna produce reacciones inmunolégicas cruzadas
(Stéffler y Wittmann; 1971a) habiendo sido muchas de ellas
purificadas y caracterizadas en varios laboratorios (Traut
y cols. 1969; Nomura y cols. 1969; Kurland y cols. 1969,

ademés del ya descrito grupo de Wittmann).

Por lo que respecta a los rRNAs se han-identificado



3 especies 23S y 55 RNA ¢én la subunidad mayor y 168
'RNA en la subunidad menor. El menor de ellos y geneti-
camente independiente (58 RNA) ha sido secuenciado por
Brownlee, Sanger y Barrell (1967) asi como en otras es-
pecies eucaridticas (Hindley y Page, 1972 ; Kimura y Oia,
1973) mientras que los otros rRNAs, lo estan siendo ac-
tualmente (Fellner, 1971 y referencias alli conienidas) vy
précticamente la secuencia del 16S RNA estd terminada a

falta de pequefios oligonucléébtidos.
.2.2. SUBUNIDAD 50S

Posee 34 proteinas y 2 moléculas de RNA, 58 vy
238. Tan solo 2 de estas protefnas (proteinas acidicas L7
y 1L12) han sido perfectamente oar’acter‘izadas, habiéndose
determinado su secuencia (Terﬁorst y cols, 1973) encon-
tréndose idénticas a excepcidén de que L7 estd acetilada en

su amino4cido N-tecrminal, serina. Brot y Weissbach (1972)

han demostrado que L 12 puede ser acetilada (para dar L7)

en el sobrenadante (mediante la accién de acetil CoA) pero
no en el ribosoma. Por otra parte, se ha encontrado que
précticamente todas las proteinas de esta subunidad se en-
cuentran en la proporcién de una copia por ribosoma. En
el caso de L7 y L.12 su presencia implicaria una proteina
repetida dentro del ribosoma. Recientemente Thammana y

cols. (1973) han demostrado medianle tres técnicas distintas

(recuperacién a partir de geles, dilucién isotépica e inmuno-

precipitacién) que existen 3 copias por ribosoma de dichas
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protefnas (L7 -+ 1.12) y su relacién varia segin que el me-
dio de crecimiento sea minimo (relaccién L7/L.12=5) o
rico (L7/LL12= 1,5). Su significado fisiolégico es desco-
nocido, si bien dadas sus caracteristicas estructurales
(Térhorst, 1973) tan similares a las proteinas contréctiles
( Kiska, Moller y Stoéffler, 1971) qué tienden a operar en
grupos multiméricos, se ha sugerido que ambas protcinas
estuvieran involucradas en los fendmenos de transporte ri-
bosémico a lo largo de las etapas de crecimiento de la ca-

dena peptidica,

Menos controversial y totalmente establecido es la im-
plicacién de las proteinas L.7/LL12 en el centro GT Pésico
del ribosoma. Esto ha sido demostrado de dos formas dis-
tintas. (a) Mediante rcaccién antigénica de anticuerpos es-
pecificos de las 55 proteinas ribosémicas sobre la interac-
cién de EF G con ¢!l ribosoma, encontréndose que solo a-
quellcs correspondientes a L7 6 L.12 (estas proteinas pre-
sentan idvénticas propiedades’ inmunolégicas) tenian efecto
inhibidor (Highland y cols. 19739 . (b) .Ribosomas lavados
con cloruro aménico 1 M y precipitados con 50% de etanol
pierden de 4 a 6 proteinas (Hamel Koka y Nakamoto, 1972;
Sander, Marsh y Parmeggiani, 1972). Aislada la subunidad
508 y reconstituyendo particulas ribosémicas mediante adi-
cién de subunidades 308 intactas se observd que no eran
capaces de catalizar la hidrdlisis de GTP mediante la accién
de IF 2 (Hamel, Koka y Nakamoto, 1972), EF T, EF G
(Kischa M&ller y Siofiler, 1971; Sopori y Lengyel, 1972)

-



y RF 1 6 (Brot y cols. 1973) as{ como la unién de EF G
en presencia de GDP y é&cido fusidico (Brot y cols. 1972).
Sin embargo poseen normal actividad peptidil transferasa,
fijacién de aminocacil-tRNA dependiente de EF T y fijacién
del antibiético tiostrepton (MHamel, Koka y Nakamoto, 19725
Sopori y Lengyel, 1972).. Como se recordard la hidrélisis
de GTP no era necesaria para ninguna de estas actividades.
Adicién de L7 L 12 reconstituyeron todas estas actividades.
Asi en un principio, se pensd que L7 L12 eran el centro
activo GTPasa del ribosoma, sin embargo experimentos he-
chos por Ballesta y Vézquez (1972b) y Hamel y Nakamoto
(1972) han mostrado que metanol al 20% (v/v) es capaz de
reconstituir estas actividades en ausencia de 1.7 .12, Es-
tos resultados son muy importantes desde el punto de vista
de consideraciones estructurales. As{ L7 y .12 son indis-
pensables para la actividad GTPasica, pero no por llevar
ellas mismas el centro activo, sino por provocar una con-
formacién ribosémica tal, que induzca a la proteina (u otro
componente ribosémico) portadora de la actividad catalitica

a adquirir su forma activa. A estos efectos son equivalen-
tes las proteinas L7 L.12 y 20% de metanol. Esto da una
idea de la dificultad que representa atribuir funciones espe-
cificas a componentes estructurales individuales. Asi el ri-
bosoma 3ebe ser considerado como una estructura donde
cada componente aporta, en muy varia proporcién, contribu-

cioncs a una u otra actividad ribosémica.

Confirmando estas hipétesis, Highland y cols. (1973)



han mostrado que otras proteinas L 14,1.19,L.23 y L.27, in-
fluencian en un menor o mayor grado la funcién GT Pésica
del ribosoma. Anélogos resultados han obtenido Schrier,
Maassen y Moller (1973) con L6 y L. 10, Mas aln dos pro-
tefnas de la subunidad 30S, S2, S9 (Marsh y Parmeggiani,
11973) son capaces de afecltar este centro localizado es la
subunidad 505 (Mo.dolell, Vézquez y'Mcumro, 1971, Ballesﬂ:a
y V&zquez, 1972c) lo que sugiere una cstrecha relaccibén

con la zona de interaccién entre ambas subunidades. Esto

se pondr& de manifiesto en el apartado 1.2.5,

tros estudios han sido hechos con vistas a identifi-
car otras proteinas pertenecientes a esta subunidad. L2 y
LL27 aparccen ser responsables de la fijacién de cloranfeni-
col mediante el emplco de un anélogo (Bromanfenicol) que
se fija covalentemente al ribosoma procariético (Sonenberg,
Wilchek y Zamir, 1973). Sin embargo e¢n experimecntos si-
milares llevados a cabo en el laboratorio del Dr, Pongs
(Bald, Erdmann y Pongs, 1972), resultaron marcadas las
proteinas .16 preferentemente y .24 no encontréndose fija-
cibébn covalente cuando sustituyé el ribosoma 70S por la su-
bunidad 50S (Pongs, Bald y Erdmann, 1973). Hasta el
momento no existe explicactén coherente a esta discrepancia,
sin embargo Nierhaus y Nierhaus (1973) parecen confirmar
la intervencién de 116 mediante experimentos de reconstitu-
cién parcial de ribosomas. Mediante la técnica del marcaje
por afinidad (Singer, 1967), Kuechler y cols. (1973) han
demostrado que un derivado de aminoacil-tRNA (p-nitrofe-

nil-carbamil Hfenilalanil-tRNA) se fija covalentemente a
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las proteinas L14,1.15,L.16 y L.27, siendo esta fijacién de-
‘pendiente de la adicién de poli U e inhibida por puromicina.
Nierhaus y Montejo (1973) en una tentativa aproximacién de
‘identificar la protefna responsable de la actividad peptidil
transferasa han afiadido a las "cores'" (ntcleos ribosémi-
cos) obtenidos por tratamiento con cloruro de litio 0,8 M,
aquellas proteinas desprendidas de la estructura ribos6mi-
ca y parcialmente separadas por columna de DE AE -Sepha-
dex ensayando dicha actividad mediante la reaccién del
fragmento. Se encontréd una perfecta concordancia entre

la formacién de Ac 3H Leu-PM y la eluciédn correspondien-
te a la proteina LL11. Estos resultados deberan ser con-
firmados mediante la adicién de preparaciones de proteinas
ribosdémicas mas purificadas. No obstante resulta. promete -~
dor gue puroniicina interaccione con csta proteina 1L11
(Raacke 1973, comunicacién personal) aunque el grupo

de Pongs (1973, comunicacién personal) haya encontra-
do fijacién a la [L24 usando un derivado iodado de este
antibiético. L a proteina .4 es responsable de la resisten-
cia ribosémica a eritromicina, junto con otros antibidticos
pertenecientes al grupo de los macrélidos (Otaka y cols.

- 19713 Tanaka y cols., 1971).

Experimentos de reconstitucién (ver apartado corres-
pondiente a la subunidad 3038) a partir de losd,(a', y Y

" (Staechelin, Maglott v Monro, 1969) no han repor-

"cores
tado datos importantes en cuanto a localizacién de activida-
des en proteinas especilicas, quizds por los razonamientos

apuntados anteriormente respecto a las proteinas L7 y L12.



No obstante Ballesta, Montejo y Véazquez (1971a y b) en-
'contrar‘on que la actividad peptidil transferasa asi como la
actividad GTPasa se perdia en el pasb de @ aX"cor‘es"
reconstituyéndose por la adicién de las proteinas en él des-
prendidas.

Finalmente y en contra de lo hasta ahora re-
portado Bickle, Howard y Traut (1973) han encontrado
que la proteina L2 esta ausente de las subunidades 508

' al igual que la L20, que a su vez tampoco ha

"nativas'
sido encontrada en ribosomas pero si en monosomas o
polisomas. L a significacién de estos resultados es aun des-

conocida.
1.2.3. SURBUNIDAD 30S

Los iniciales trabajos de Kurland y cols. presenta-
dos en 1969 (Cold Spring Har‘b.’Symp.‘ on Quant. Biology)
hacian referencia a la presencia de miltiples proleinas ri-
bosémicas fraccionales (es decir menos de 1 copia por
ribosoma) mientras que el restd eran unitarias, no encon-
trindose ninguna que presentara mas de una copia por ri-
bosoma. As{ mismo la molécula de 168 RNA es unitaria.
E stos resultados han sido ampliamente desarrollados y si
bien aun nos hallamos en los albores del establecimiento
de una estructura terciaria para el ribosoma, no ¢s me-
nos cierto que han ayudado de una forma definitiva al ac-

tual concepto dindmico que de él se tienec,

Uno de los métodos con mas profusién empleados y
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que mas resultados positivos. ha sumiﬁistrado a la hora de

“analizar la funcién de componentes ribosémicos individuales,
han sido los sistemas de reconstitucién, Desarrollados ini-
cialmente por Traub y Nomura (1968) cn la subunidad 30S
(para una rovisién de este tipo de experimentos, ver No-

mura, 1970), 3 afios mas tarde lo fueron en la otra subu-
nidad (Nomura y Erdman, 1971). Estos experimentos lle-

vados a cabo en B.sicarotermophilus solo han podido ser

realizados en la subunidad menor de E.coli siendo infruc-

tuosos los intentos con la subunidad 505 (reconst.total).

Al igual que s¢ ha expuesto para la otra subunidad,
los primerocs resultados encontrados mostraron que nin-
guna proteina especilica era rcquerida para una determi-
nada funcién. Asi experimentos de reconstitucién con to-
dos los componentes a excepcidébn de uno determinado avo-
caban en particulas inactivas cn practicamente todas las
funciones. Ll as pcquaciios diferencias encontradas fueron en
todo momento cuantitativas pero no cualitativas., No obstan-
te y mediante el ensayo de gradientes de sacarosa y de-
terminacién de los coeficientes de sedimen‘tacién de las par-
ticulas reconstituidas, Nomura y cols. (1969) determinaron
que S4, S7, S8, 89, S16 y 817 eran indispensables pa-
ra la reconstituciébn de la subunidad 3085. Independientemen-
te y al mismo tiempo, Kurland y cols. (1969) mostraron
que todos ellos (excepto 516 todavia no identificada) eran

las Gnicas protefnas unitarias encontradas.

Tan solo S1 (proteina fraccional) pudo ser identifi-




13

cada funcionalmente mediante los ensayos de reconstitucién,
"Van Duin y Kunland (1970) mostraron su total requeri-
miento para la asociacién estable de la subunidad 30S con
poli U como mRNA, existiendo una correclacién paralela
entre la cantidad de 51 presente y la fijacién de fenilala-
nil-tRNA. Posteriores experimentos realizados por Van
Duin y cols. (1972) han mostrado que S21, ‘una protefna
fracciohal que al igual que S1 solo se encuentra en subu-
)nidades 308 obtenidas a partir de la fraccién polisédmica
pero no en las subunidades nativas, inhibe la formacién
del complejo de iniciacién por impedir la fijacién de f-Met-
tRNAF dependiente de IF 2 a la subunidad 30S acomple-

jada con AUG. Por cl contrario S19 estimula esta fijacién.

Otro método de investigaciéﬁ surgidé de la considera-
ciébn d.e que las proteinas fraccionales indicaban que no to-
das estaban presentes en los ribosomas obtenidos "in vitro!
y por consiguiente scria posible estimular ciertas éctivida~—
des por adicién de componentes ribosémicc;s. Asi Randall-
Hazelbauer y Kurland (1972) han mostrado.que S2, S3 vy
S14 actuan cooperalivamente sobre la fijacién de aminoacil-
tRNA, es decir ejercen influencia directa (no ha sido ob-
servado ningdn otro efecto pa;‘u{ éstas protcmds) sobre el
sitio A de la %ubumduo 308S. Asx mlsmo se ha encontrado
un cfecto estimulador de 89 y S13 sobre la fijacién de a-
minoacil-iARNA pero dependiendo del factor de bolinleriza;
cién EF T, Dado que S13 y S19 son proteinas vecinas
segGn ha demostrado Kurlad ycolk.(973a) por é! empleo de

-

reactivos bifuncionales, este autor sugiere un (nico sitio



de fijacién del tRNA (sitio C) sobre la subunidad 30S y
"dependiendo de que proteina actue serd estimulada la fija-
cién de tRNA iniciador (S19) dependiente de IF 2 o la
de cualquier aminoacil-tRNA (S13) dependiente de EF T.

E sta hipétesis tiene soportes mas sdlidos en los ex-
perimentos que han demostrado que IF 2 dirige al f-Met-
tR NAF a un sitio sensitivo a puromicina (sitio PP) mientras
que estreptomicina, un inhibidor del sitio A en la subuni-
dad 30S (Zagorski y cols. 1971) inhibe esta fijacién, lo
que unido al efecto estimulador de las protefnas fracciona-
les S2, S3 y S14 (van Duin y cols. 1972) relaccionalas
con el sitio A §eg1fm se acaba de poner de manifiesto, han
inclinado a Kurland y cols. (197‘2) a postular el modelo

AC-PC (ver figura I.1).

Aunque brevemente,es iﬁdispensable citar aquellos
experimentos genéticos que han contribuido a asignar de-
terminadas funciones a proteinas ribosémicas. Asi la ré—-
sistencia al antibidtico espectinomicina se debe a una alte-
racién de la proteina S5 (Bolle;n y cols. 1969). Leos fe-
némenos de resistencia o dependencia del antibidtico es-
treptomicina dependen de la estructura primaria de la pro-
teina S12 (Birge y Kurland, 1969) mientras que supre-
sién de la dependencia se localiza en la S4 segtn descri-
bieron posteriormente (‘1970) los mismos autof‘es. Final-
mente la resistencia al antibiético Kasugamicina es debida
a cambios en la metilacién del 16S RNA (Helser, Davies

y Dahlberg, 1971).
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Por Gltimo otra tentativa de asignar funciones espe-
cificas a componentes individuales ha sido hecha emplean-

do agentes capaces de inactivar ciertas funciones por in-

teraccionar con determinadas proteinas (o RNA). Han si-

do extensivamente.empleados los reactivos de grupos sul-
fidrilos, asi como ciertos r'éactivos especificos par‘é‘ deter-
minados aminoécidos. El probléma surge ‘a la hora de iden-
tificar que componentes son los responsables de la altera-
cién observada (ejemplo: incapacidad de formar 70S, fija-
cién de mRNA o aminoacil-tR‘NA, etc.) puesto que la es-
pecifidad de tales reactivos no es todo lo elevada que se hu-
biera deseado y mientras que son varias las proteinas a-
fectadas, tan solo las modificaciones ocurridas en una o
algunas de ellas s$on responsables de la inactivacién obser-
vada. Tratamiento protegiendo las subunidades (es decir
en presencia de 50S, mRNA, aminocacil-tRNA, etc) did
cierta luz a estos éxperimentos. As{ parece ser que la
inactivacién de los grupos sulfidrilos' de la S18 (hay 7
proteinas mas que dan este tipo de reaccién) es respon-
sable de la pérdida de la funcién ribosémica (Moore, 1971).
Tratamiento con tetranitrometano evidencié una perdida de
actividad en cuanto a la interaccién mRNA-aminoacil-tRNA
que fué restaurada por adicién de las proteinas S11 y S21.
Finalmente colicina E3 provoca inactivacién de la subuni-
dad por cortar un »fr‘a'gmento ‘de S50 nucleétidos en el extre-
mo 3' del 16S RNA (Senior y Holland, 1971; Bowman

y cols. 1971). Un método mucha mas especifico eé la inac-

tivacién mediante anticuerpos (Stdffler y Wittmann, 1971b),
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sin embargo su gran tamafio es causa de ciertas limitacio-

.nes en su empleo.
[1.2.4, CONSIDERACIONES ESTRUCTURALES

Una vez analizados, un tanto someramente, los co-
nocimientos actuales acerca de los componentes individua-
les de los ribosomas de E.coli, se pretende en estec apar-
tado presentar aqﬁe!las experiencias tendentes a interrelac-
cionarlos. En primer lugar se tratarédn las interacciones
entre protcinas y rRNA, Parcece haberse demostrado (no
sin largas vcontr‘oversias) que las regiones helicoidales del
rRNA son muy importaptes para la fijacién de las protei-
nas (Bollen y cols., 1970). Schaup, Green y Kurland
(1971) han mostrado que S4, S?h, S8, S15, S17 y S20
se unen al 16S RNA, sin embargo S17 lo hace de forma
inespecifica. S13 y S16 solo se fijan al rRNA si estan

presentes otras proteinas (ver mas adelante; figura 1. 3).

Por lo que respecta a la; subunidad 50S se han iden- °
tificado L2, L6, L16, L17, L19, L20, 1.23 y L.24 como
proteinas con afinidad por el 235 RNA mientras que L2,
L6, LL18 y [.25 la tienen por el 55 RNA (Stoffler y ccls.
1971; Monier y Graz, 1972). EIl conocimiento intino de
las interacciones proteina-RNA requiere estudios mas es-
pecificos. Asi se han obtenido fragmentos de 165 RIA
protegidos de digestic')'n ribonu‘cieésica.por determinadas pro-
teinas tales como S84 y S7 (Schaup y Kurland, 1972;
Bogdanov, Shatsky y Spiridonova, 1972) habiéndose se-
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_cuenciado en el caso de la proteina S4. Esta técnica po-
see el criticismo de que es muy posible se trate de oligo-
nucleétidos correspondientes a distintas partes del 16S
RNA. Otro método actualmente en desarrollo consiste en
romper suavemente y en fragmentos perfectamente delimi-
tados el RNA y luego estudiar la fijacidn de las proteinas
a cada uno de cllos. Mutantes de proteinas ribosdédmicas
(S4) con débil afinidad por el PrRNA (Green y Kurland,
1971) son de indudable valor, una vez conocida su secum-
cia (Donner y Kurland, 1972) a la hora de determinar a

’ - .
nive! molecular como ocurren tales interacciones.

Muy poco es conocido acerca de la estructura es-
pacial que deben tener las proteinas y el RNA ribosémi-
co. Si bien estudios primarios con enzimas proteoliticos
o ribonucleasas (C’hané y Flaks, 1971; Craven y Gupta,
1971) parecian indicar que ciertas proteinas eran interio-
res y otras exieriores; recientes experimentos hechos por
Stoffler, Zeichhardt y Hassenbank (1973) han puesto de
manifiesto que tcdas las protex’mils ribosébmicas interaccionan
con sus correspondientes anticuerpos. Estos estudios, jun-
to con consideraciones de hidratacién hacen suponer que
al menos en la subunidad 305, las proteinas deben formar
una capa monomolecular mantenida toda ella unida, de for-
ma mas o menos directa, por el rRNA., Esta hipétesis de-
be ser confirmada. La estructura de la subunidad 50S de-
be ser evidentemente mas complicada y aun no se han tra-

zado hipdtesis concretas.,
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Otro método de aproximacién al conocimiento de la
"posicidn en el espacio de los componentes ribosémicos,
son los reactivos bifuncionales que unen pares de protei-
nas. Estos experimentos han sido desarrollados en el la-
boratorio del Dr.Kurland (Uppsala) y el actual estado de
cosas (Julio 1973) aparece representado en la figura 1.3.
Una vez aislados estos pares de proteinas (85-88, S7-
S9, S13-S19 y S18-S21) se ha logrado reconstituir, en
ciertos casos, subunidades activas por del resto de los
componentes, lo que demuestra que estas uniones respon-
den a situaciones "in vivo" y no son artefactos (esto solo
ha sido reportado hasta el momento, con los pares forma- -
dos por S5-S8 y 87-59). Empleando reactivos bifuncio-
nales de distinta longitud puede medirse la distan.cia existen-
te entre ambas proteinas (Kurknd ycols. 19731).Con aquellos
de una longitud de § R no existe reaccién. Esto implica
que la distancia interproteinica es superior a 5 :8, es de-
cir que no se hallan {fuertemente empaquetadas. Be calcu-
que la distancia media oscila entre 8 vy 10 ,& aunque toda-
via no existe evidencia definitiva. Recientemente ha sido
reportado (Morgan y Brimacombe, 1973) un modelo espa-
cial de las proteinas de la subunidad 30S que es la prime-
ra tentativa del establecimiento de una estructura espacial

del ribosoma.,

Estudios acerca del tamafio y forma de las particulas
ribosémicas se encuentran perfectamente recopilados por
Kurland (1972). L as caracteristicas mas sobresalientes

conocidas hasta el momento son, para la subunidad 30S:
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masa anhidra 0,9 (+ 0,3) X 106 daltores. Su forma hi-
‘dr‘atada (0,3 gramos de agua por gramo de particula ri-
bonucleoproteinica) posee un volumen total de 1,5 X 106 AE,;
siendo su estructura un elipsoide de revolucién achatada
por los polos y relativamente asimétrico (56 X 224 X 224 R).
En cuanto a la subunidad 505 se han propuesto tres mo-
delos (a) un clipsoide de triaxial (130X 175X 259 A) (b)
un cilindro eliptico (121X 162 X 194 A) y (¢) un elipsoide
de revolucién (225X 225X 113 R) .' Su volumen hidratado

es 2 veces el de la subunidad menor y su masa anhidra

1,55 X 106 daltons.
1.2.5. FUNCIONALIDAD RIBOSOMICA

L.a sola enumeracién de los.datos presentados en
los apartados precedentes da una idea de la enorme com-
plejidad del ribosoma, asi como de la gran cantidad de tra-
bajo que queda por hacer y de los numerosos problemas
planteados. EIl objetivo de este apartado consiste en dar
una visién de las consecuencias de estos cstudios en el
concepto general de como trabaja un ribosoma. La subu-
nidad 505 parece tener una estrlictura compacta y cons-
tante a lo largo de la sinlesis polipeptidica segtn se dedu-
ce del unitarismo de sus brotefnas, fendmeno generalmen-
te aceptado a excepcién de los resultados presentados por
el grupo de Traut (Bickle y cols. 1973). Esto sin embar-
go no excluye una serie de cambios conformacionales tal

;' com e han pue ¢ manifiesto en la eta e polime-
como se ha sto d anifiest ] tapa d !
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rizacién (Fig. 1.2). El panorama ante la subunidad 30S
se presenta diamectralmente opuesto. Varias son las posi-
bles explicaciones ra la presencia de teinas ribosé-
ble plica s pa la prese d rote
micas {raccionales, pero hov dia tan solo parece tener vi-
gencia la que considera a esta subunidad como heterogé-
nea. Kurland (1972 y 1973b) - ha sugerido que tal he-
terogeneidad refleja la situacidn gue hubieramos enconira-
do al detener la biosintcsis de proteinas en un determina-
E
do instante., Esto es, los diferenics cstados que pueden
acontccer en un ribosomd durante un ciclo completo de sin-
tesis de proteinas. Es decir existe un Unico ribosoma cu-
ya estructura cambia duvante las etapas de iniciacién, pro-

pagacién y terminacién do la cadena polipeptidica,

Si bien no existe un soporte experimental definitivo
para esta visiébn dindmica del ribosoma i(por* otra parte ca-
da vez mas aceptada) no cs menos cierto gque el mecanis-
mo de accién de las protcinas S1 y 521 se gjusta perfec-
tamente a este concepto y no a ningt%n otro de caracteris-
ticas estdticas. Asi, S1 entrarid a formar parte del ribo-
soma para estabilizar la interaccion 70S o 30S-mRNA,
una vez que IFF 3 hubiera cumplido su cometido en la ecta-
pa de iniciacién. De la misma forma S21, antagonista de
la fijacién de f—I\viet—tRNAF‘ dependiente de IIF 2 solo forma-
ria paric del ribosoma cumpliendo su funcidn de estabilizar
la interaccién mRNA-tRNA (Craven y cols. 1969) una
vez que el tRNA inciador hubiera ocupado su sitio en ¢l
ribosoina, Acoplamiento entre la salida de IF 2 y la enira-

da de 3821 no ha sido demostrado.
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Este concepto dindmico del ribosoma posee otras
.implicaciones; hoy dia no tienc gran sentido real, aunque
en la practica se hace, habler de proteinas ribosdmicas
y de factores del sobrenadante, pues todos ecllos pueden
ser considerados componentes c¢structurales del ribosoma,
unos permanczntes y otros accidentales dependiendo de la
etapa biosintética que le corresponda llevar a cabe en ese
momento. Otra habria de ser la particular posicién del ri-
bosoma como macromolécula dentro del contexto gencral
de la célula, descarténdose las iniciales analogias que se
quisieron encontraron con los viriones. Mas bien se podria
buscar un paralelo con un complgjo mullicnzimético. Un d-
timo punto a considerar es la relacién existente entre las
dos subunidades. Aqui la evidencia experimental es aun
menor. Los modelo clasicos admiten que si bien existen
funciones separadas para ambas subunidades (peptidil trans-
ferasa, interaccidén con el mRNA, elc.), otras son comu-
nes, sitios A y P es decir fijacién de tRNA, De ecsta for-
ma resulta cvidente que ciertas proteinas de ambas subu-
nidades deben estar en intimo contacto o al menos relac- -
cionadas funcionalmenie. Gorden (1973) ha reportado que
L19 y L27 por parte de la subunidad 505 y 859 y S11
por pdr‘tc de 30S, son proteinas de pleno contacto mientras
que LL14 v [.23 prescntan caracteristicas similares pero

menos acus ad as,

Estos resultades resulian muy interesantes si consi-

deramos que estas proteinas intervenian de una forma par-
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cial en el centro activo GTPFasa, lo que confirma la relac-
‘cidén existente entre esta funcién y la asociacién entre am-

bas subunidades., Otras proteinas que intervienen en esta

interaccidn sin estar relaccionadas con la actividad GT Paska

son, por parte de la subunidad mayor L8 y L9 vy bor par-
te de la menor S12 y S20. La observacién hecha po.r.
Ebel (1973) acerca de que S11 se fija a un fragmento del
233 RNA (iragmento 11) que posee alta afinidad (y es par-
cialmente protegido) por .24, esti en plena concordancia

CcOon estas observaciones.
1.2.6. EL RIBOSOMA EUCARIOTICO

[Los parémetraos clasicos del ribosoma eucariético
tales como cocficiente de sedimentacién, peso molecular,
contenido en RNA o proteina etec... se encuentran muy
detallados en revisiones tales como Petterman (1964),

Spirin y Gavrilova (19692) y Maden (1971), (Tabla 1.1).

Por lo que respecta a ribosomas eucaridticos es
decir, independientemente de aqt;ellas lineas de investiga-
cién que estudian el mecanismo de sintesis de proteinas
en estos sistemas, nos enconiramos con que los estudios
estan orientados principalmente a 2 vertientes: biogénesis
y estructura del ribosoma. La primera de cllas no la va-
mos a considerar por encontrarla poco relacionada con las
experiencias presentadas en esta Tesis (ver Maden, 1971;
Attardi y otros autores, 1972; Planta, van den Bos y
Klootwijk, 1972; Mirault y Scherrer, 1972) y en cuanto a

o e AT A

v o s

i v o s



TARLA 1.1

RIBOSOMAS EUCARIOTICOS (MAMIFEROS)

PROPIEDADE S

¥

Subunidad‘es
Monomero 60S 408

Constante de

sedimentacién (1) 80S 608 40-45S
Peso molecular(1) 4,3 X ].06 2,7X 106
RNA (1) | 285 185

(cte. sedimentacién) 58
Peso molecular, RNA(2) 1,8 x 10° 0,7 x 10°

50 %

Contenido en RNA (2)

" Segtin B.E.IH. Maden (1971)
Spirin y Gavrilova (1569)

(1)

(2)

Pctermann y Pavlovec (1966)
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la segunda se trataréd de orientar hacia los principales re-
" sultados obtenidos ya que aun es prematuro hacer ninguna

conclusién definitiva.

La mayor labilidad del ribosoma de organismos eu-
cariditicos es el paso limitante. Obviaré toda la literatura
destinada a la obtencién de subunidades ribosdémicas acti-
vas, dada la gran heterogeneidad dé materiales emplecados
y principalmente la poca aplicabilidad general de tales mé-
todos. Asi se da la circunstancia de que ciertos procedi-
mientos de completo éxito en ciertos laboratorios fracasan
al tratar de ser repetidos en otros. Ante tan poco rigor
cientilico en un paso tan preliminar, se comprenderd la ca-
rencia de resultados mas o menos definitivos en cuanto &

componentes subribosémicos,

LLa mayoria de los estudios han sido llevados a ca-
bo con ribosomas procedentes de higado de rata o de re-
.

ticulocitos de concjo. No obstante proteinas ribosbémicas de

S . cerevisiac han sido parcialmente resueltas mediante clec-

troforesis en geles de po]iacrila;nida. de una dimensién, en-
contrandose que la subunidad mayor posee alrededor de 50
proteinas de pesos moleculares comprendidos entre 10,000
y 46.000 mientras que la 408 posce alrededor de 30 y

ninguna mayor de 30,000 daltones (Warner, 1971).

E studios mas resueltos, empleando eclectroforesis bi-
dimensional, han puesto de manifiesto que para ribosomas
de higado de rata existen 30 proteinas en la subunidad 40S

y 39 en la 605, mientras que los 80S contiecnen entre 68
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y 72 proteinas, tres de las cuales no aparecian en las
.subunidades. Todas ellas (con una posible excepcién) son
Gnicas  (Sherlon y Wool, 1972). Welfle, Stahl y Bielka
(1971) encontraron, utilizando cl mismo procedimiento,

34 proteinas (manchas en el gel) especificas para la.su-
bunidad 60S, 27 para la 4058 y 15 de idéntica movilidad
en ambas, muy probablemente debidas a contaminacidén
cruzada enire ambas subunidades. Este mismo grupo
(Westermann, Bielka y Bottger, 1971) han aislado 31 pro-
teinas ribosémicas por cromatografia en columna y han si-
do estudiados su composicién global de amincbcidos y di-
croismo circular entre 200 y 300 nm. FPara una revisién
ver Bielka y cols. (1972). Ningin resultado digno de men-

cidn fué obtenido.

Menos definitivos son los datbs suministrados por
King, Gould y Shearman (1971) para ribosomas de rcticu-
locitos de conejo. 40 a 60 pﬁo‘;ez’nas comprendidas en un
rango de 8.000 a 57.000 daltones de peso molecular son
asignadas a la subunidad mayor’ mientras que a la menor
corresponden de 30 a 40 protcinas de pesos moleculares
comprendidos entre 6.000 y 39.000. Ademés estos auto-
res seflalan que obtuvieron idénticos resultados trabajando
con subunidades nativaz o pr‘ocedentés de la disociacién de
ribosomas. Utilizando csta misma técnica operativa (Delau-
nay, Mathieu, Schapira (1972} han demostrado. que (al
menos por clectroforesis bidimensional en geles de polia-

crilamida) no parecen existir diferencias entre las protei-
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nas ribosémicas dcl higado de oveja, ternera, conejo o
"pollo adulos. Similares resultados se obtuvieren con las
correspondientes al higado, rifion y 'reticulocitos de conejo.
No obstante esto no excluye que con técnicas mas resuel-
tas, pucdan ser apreciadas ciertas diferencias, ya sea
dentro dec la escala filogenética o dentro de los 6r‘gan.os

de un determinado animal.

Han sido varios los aulores que guiados por los re-
sultados obtenidos con E.coli mediante diversos tratamientos
que provocaban la perdida de ciertas proteinas ribosdmicas
dando lugar a los denominados "“Ycores" o ntcleos ribosé-
micos (Staehelin, Maglott y Monro, 1969). Tan solo el
grupo de Recboud ha logrado cbtener reconstituciones acti-
vas a parlir de estés cores, por adicién de las proteinas
climinadas (Reboud y cols, 1972). Sin embargo, ningGn
dato concreto ha'emergido de estas experiencias. Ello se
ha debido fundamentalmente a la total carencia de uniformi-
dad en las particulas obtenidas pues su composiciédn protei-
nica varia de un 27 a un 74% de la inicial. Ademé&s la per-
dida de actividad es total no habiéndose encontrado inacti-
vaciones parciales. Una explicacién a estos resultados 150—
‘drfa ser, mas por analogia con lo anteriormente expuesto
para E . coli que por base experimental, una heterogeneidad

de la subunidad 405 (ver Discusidn).

No obstante, recientes experimentos llevados a cabo
en el laboratorio decl Dr,Wool (Wettenhal y cols. 1973),

han demostrado la existencia de particulas 405 capaces
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de formar dimeros a bajas concentraciones de potasio
‘mientras que otra fraccién no interconvertible con la ante-
rior no las forma. Ambas eran activas si bien en mayor
proporcidn la particula dimérica. Otra éaracter‘x’stica a con-
siderar es que esta no contenia tRNA deacilado mientras
que la monomérica poéefa por cada mol, 0,5 moles de
tRNA. Finalmente ambas contenfan las mismas proleinas

ribosémicas.

Otros autores (Henshaw y Loebenstein, 1970;
Mullock y cols. 1971) han reportado la existencia de dos
formas de la subunidad menor del ribosoma eucaribtico
mientras que Vournakis y Rich (1971) observaron que en
una serie de sistemas los ribosomas citoplasmétlicos libres,
poseen un diametro. de mayor diménsién qﬁe aquellos im=
plicados en la sintesis de proteinas y por ende unidos al
mR NA formando la fraccién polisédmica. Otras diferencias
como disociacidn en subunidades por diferentes concentra-
ciones de cloruro potésico fueron observadas mientras que
la masa total ribosémica permanecia constante. Lg conexién
de los resultados presentados en esta Tesis, con estas
caracteristicas particulares de la subunidad menor ribosé-
mica (tanto procariética como eucaridtica) serd considera-
da ampliamente en el apartado correspondiente de la Dis-

cusién.
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[.3. ANISOMICINA GOUGEROTINA Y TRICODERMINA

1.3.1. ANISOMICINA

El antibiéti‘co anisomiclzina, aislado por Sobin y Tan-
ﬁer‘ '(1954) es un producto de la fermentacién de varias
especies de Streptomyces. Liynch y cols. (1954) repor-
taron su éSpectro antimicrobiano encontréndose un efecto
negativo sobre bacterias y hongos patégenos mientras que

sobre protozoos era muy cfectivo. Se comprobd que era

el mas activo de otras 18 drogas examinadas conira Tri-

chomonas_vaginalis, T .foetus y E.histolytica. Similares
caracteristicas junto con una descripcién de otras propie-
dades quimicas, de estabilidad y solubilidad fueron repor-

tadas por Tanner,Sobin y Gardocki (1954).

Sus propiedades téxicas y farmacolbégicas se deter-
minaron merced a las experiencias de Gardocki y cols
(1955). Si bien presentaba ciertos caractecres téxicos

(LD

50 0 ratones 140-148 mg/Kg) los monos toleraban

(por periodos incluso superiores a 6 meses) dosis orales
desde 1 a 50 mg/Kg. Cantidades entre 55-65 mg/Kg pro-
‘duciran ciertos trastornos, principalmente diarrea. Estos

resultados indujeron a su aplicacién médica para tratamien-

to de la disenteria amebica en Mejico (Cué y Diaz, 1961).

LLos primeros estudios quimicos apareciecron 4 afios
mas-tarde en que Beercboom y cols. (1965) concluyeron
que la estructura de anisomicina era 2-p-metoxifenilmetil-

3-acetoxi-4 ~hidroxipirrolidina con los sustituyentes del ani-
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llo pirrolidinico en posicién "™rans'", cada uno respecto a
sus adyacenies, Esta estructura fué corregida por Butler
(1968) que demostrd que si bien la posicién entre los sus-
tituyentes 3 y 4 era "trans" y la correspondiente a los
existentes en 2 y 3 era "cis", tal y como aparece en la

figura IV. 15,

Por dltimo, Oida y Ohki (1968) han sintetizado qui-
micamente la forma racémica de anisomicina encontrando
que su actividad era la mitad de la del compuesto natural.
Ello es debido a que anisomicina pr‘ov.iene de L -tirosina
(Wong, 1968) vy tan solo su forma épticamente activa (L -
isémero) se corresponde con el antibiético producido por

los microorganismos,

Mas recientemente, Felner y Schenker (1970) han
logrado su sintesis quimica total partiendo del dietil L-{+)-
tartrato. Todos estos estudios de carécter quimico han
llevado consigo la déscr‘ipcién de la sintesis u obtencién de
un sin fin de derivados, sin embargo en ningGn caso fué
descrita su actividad biolégica, Los primeros datos acerca
del mecanismo de accién de anisomicina los proporcioné

Grollman (1967) quien mostré que inhibia sintesis de pro-

1 1

tefnas tanto "in vivo" como "in vitro" en reticulocitos de
conejo y en levaduras per‘c; no en bacterias. Ensayé cier-
tos derivados encontrando que su actividad era, o nula o
muy inferior a la del compuesto original. Adicionalmente
Grollman observé que anisomicina estabilizaba los perfiles

de polisomas lo que implicaba, pr‘esumiblementc;" un efecto
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sobre alguna(s) etapa(s) del crecimiento de la cadena po-

lipeptidica.

Esto fué comprobado dos afios mas tarde cuando
Véazquez y cols (1969) demostraron que se trataba de un
inhibidor especifico de formacién de enlace peptidico cata-
liza'db por subunidades 60S procedentes de ribosomas eu-

caribticos de S.cerevisiae o amigdalas palatinas humanas

(Neth y cols. 1970; Carrasco, 1973). Paralelamente y
tras desarrollar un sistema de sintesis de polifenilalanina
cataliza do por este Gltimo tipo de ribosomas anisomicina
se mostré como el mas potente de todos los inhibidores

ensayados (Bermek y Matthaei, 1970).

Similares resultados obtuvieron Battaner y Vézquez
(1971) cuando repiticron este ensayo catalizado por ribo-

somas procedentes de la levadura S, cerevisiae . Estos

mismos autores mostraron que anisomicina interaccionaba
con la subunidad 60S, pero no con la 40S, mediante pre-
tratamiento con el antibiético de ambas y posterior ensayo
en sintesis de polifenilalanina. A;sn’ mismo concluyeron que
producia una gran distorsién en el centro activo peptidil
transferasa pues ademéas de impedir su actuacién catalitica,
provocaba cierta inhibicién en la fijacién de sustratos tales
como CACCA- 3H LLeu-Ac 6 UACCA- 3H -L.eu pero no
tenia efecto cuando se ensayaron los sustratos completos

(es decir (Ac) aminoacil-tRNA) .

Finalmente; Pestka y cols. (1972); mediante la reac-

. . ., . . K . .
cién de liberacién de péptidos nacientes por H puromicina -
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a partir de la fraccién polisdbmica reporté que anisomicina,
junto con esparsomicina eran los Gnicos inhibidores com-

petitivos respecto de puromicina en dicha reaccién.
1.3.2. GOUGEROTINA

Este antibidtico fud aislado en 1962 por Kanzaki y

cols. (1962) a partir de Streptomyces_gougerotina, cepa

aislada de una muestra de estiercol tomada en Kyoto {Ja-
pon). Los primeros estudios acerca de su composicién
quimica fueron llevados a cabo por lwasaki (1962) quien
establecié una estructura que posteriormente habria de ser
corregida por Fox y cols. (1964) quienes a su vez la re-
visaron definitivamente en 1968 (Fox, Kuwada y- Watanabe,

1968) dejandola establecida segin aparece en figura 1.4,

Por lo que a su sx’ntesis' quimica se refiere, tan so-
lo la parte nucleosica de la molécula ha podido ser obteni-
da (Watanabe, Kotick y Fox, 1970). Una detallada revisién
de estructuras y sintesis parciaies, no solo de gougerotina
sino de un gran nGimero de antii)ié’uicos del grupo aminohe-
xosa-pirimidin-nuclebésidos puede encontrarse en Fox, Wa-

tanabe y Bloch, (1966) y Suhadolnik (1970).

En cuanto a su modo de accién, la revisién de Pestka,
(1971) ha recopilado practicamente la totalidad de los tra-
bajos publicados a este respecto. Por consiguiente me limi-
taré a dar referencia de los mas interesantes o mas direc-
tamente relacionados con los experimentos descritos en es-

ta Tesis.
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Su actividad inhibidora sobre la sintesis de protei-
nas fué mostrada en sistemas acelulares de E.coli (Clark
y Gunther, 1963), higado de ratén (Sinchara y Sky-Peck,
1965) y reticulocitos de conejo (Clark y Chang, 1965).
Coutsogeorgopoulos (1967) observé su efecto sobre la sin-
tesis de polifenilalanina dirigida por &cido poliuridilico.
Casjens y Morris (1965) habjian encontrado que gougeroti-
na estabilizaba polisomas. Esto indujo a estudiar su efecto
sobre los diversos sistcmas de formacién de enlace pepti-
dico existentes; Golberg y Mitsugi (1967) reportaron su
accién sobre la reaccién de polilisil-tRNA con puromicina,
igualmente Pestka (1970a) encontré actividad inhibidora so-
bre el centro activo peptidil transferasa usando como sus-
trato donador N-Ac;Ferl—tRNA. En sistemas eucaribticos
y empleéndo la misma rcaccién, Battaner y Vazquez (1971a)
(levaduras) y Carrasco (1973) (amigdalas palatinas huma-
nas) no encontraron cfecto a concentraciones 10~4M. La
explicacién a estos resultados pueden encontrarse en el

apartado IV .2,

Gougerotina tnhibe la formacién dé enlace peptidico
ensayada segln la reaccién del fragmento catalizada por
ribosomas de E.coli (Monro y Vézquez, 1967) de leva-
dura (Battaner y Véunez‘, 1971a) y humanos (Neth y cols.
1970) y (Carrasco, 1973). Goldberg y Mitsugi (1967) vy
Pestka (1972a) reportaron que gougerotina producia una
inhibicién de tipo mixto respecto a puromicina en su siste-

-

ma de formacién de peptidil- H puromicina catalizada por
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ribosomas de E..coli o de higado de rata (Pestka y cols,
1972). Como una consecuencia de estos resultados no de-
be extraiiar que Capecchi y Klein b( 1969) encontraran in-
hibicién del proceso de terminacién por gougerotina, habi-
da cucnta de la intervencién de peptidil transferasa en es-
ta reaccién (Vogel, Zamir y Elson, 1969; Caskey y cols.
1969) . | |

For lo que respecta a los sustr‘atpé de péptidil trans-
ferasa, a concentraciones elevadas (superiores a 10~4M)
estimula la fijacién de Ac-Fen-tRNA a ribosomas (Jimé-
nez, Menrc y Vazquez, 1970) interfiriendo con esparso-
micina en este mismo tipo de ensayos. De la misma for-
ma gougerotina inhib“e la "reaccién de la eSpar‘sorﬁicina"
utilizando CACCA-Leu-Ac (Monré, Celma y Vézquez,
1969) mientras que por si sola es capaz de estimular li-
geramente la fijacién de este sustralo al ribosoma (Celma,

Monro y Vézquez, 1970)7

Al no afcctar la fijaciSn de Fen-tRNA pero si la de
UACCA-Leu (Celma, Monro y;Véunez, 1971) o de CACCA-
Fen (Pestka 1969; Harris y Pestka, 1973) y dadas las se-
mejanzas estructurales de goﬁgerotina con citidina (Fig. 1.4)
se formularon hipétesis (Cotxtsogeorgépoulos, 1967) (Cerna,
Lichtenthaler y Rychlik, 1971) acerca de un posible meca-
nismo de inhibicién basado en competicién del antibibtico con
el extremo final CCA del sustbr‘ato aceptor, La invalidez de

esta teoria se pone de manifiesto en Discusién.

Otros datos nos muestran a este antibidético como. to- -
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tal inhibidor de lavfijacién de 14C blasticidina S a riboso-

mas de E.coli (Kinoshita, Tanaka y Umezawa, 1970)

. . . ., 14
mientras que no tiene efecto sobre la interaccién de C
. 1 . . . 1 . . .
cloramfenicol, 4C lincomicina, 4'C eritromicina (Fer-
néndez-Mufioz y cols. 1971) y C tiamfenicol (Contre-

ras, Barbacid y Vézquez, 1973) con este tipo de ribosomas.

Finalmente Cerna, Lichtenthaler“y Rychlik (1971)
han reportado que un derivado de éougerotina conteniendo
“un grupo -CHZOH en la ‘posicién 6! del azucar, en lugar
del residuo original de carboxamida (-CONHZ) , posee una
actividad é;)roximadaﬁente 10 veces menor. Esta se pierde
totalmente cuando el residuo sarcosil-D-seril amida esta

unido al &omo de carbono 3' en lugar de al 41,

1.3.3. ANTIBIOTICOS DEL GRUPO DE LA TRICO-
DERMINA

Se trata de una serie de antibibéticos de estructura
sesquiterpénica de los que tricodermina ha sido tomado co-
mo representante del grupo debido a ser el mas estudiado

desde un punto de vista biolégico (ver mas adelante).

Todos ellos han sido considerados como productos
téxicos producidos por una. serie de horxgos; mas O menos
relaccionados, aislados principalmente de cereales. Poscen
actividades antifingicas y antineoplésticas. De ellos podemos

destacar:

Tricodermina.~ Fué aislada del hongo Trichoderma viridi
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( Godfredsen y Vangedal, 1964). Su estructura quimica
(Fig. 1.5) fué determinada por estos mismos autores en

1965.

Tricodermol.~ (Fig. 1.5). ‘Se obtiene por hidrélisis de

tricodermina y posee su misma estructura a excepcién del
grupo acetato hidrolizado, esto es, 4@—hidroxi-12, 13-epo-
xi-ﬂg—tricoteceno. Es idéntico a roridin C (Gutzwiller y

cols. 1964). Fué aislado a partir de Myrothecium roridum

~por Harri y cols. (1962),

Fusarenén X.- Ha sido aislado de caldos de culiivo del

hongo Fusarium nivale (Ueno y cols. 1969). Estos mis-

mos autores han determinado su estructura (Fig. 1.5) re-
sultando ser 3d, 74, 15-trihidr*oxi~,~4(3—acetoxi—lZ; 13-epo-
xi--dg—tricotecen—Bona asi como sus caracteristicas téxicas

en animales,

Nivalenol. - Se trata del derivado desacetilado del Fusa-
renon X (34, 4(5, 7, 15-tetrahidroxi-12, 13-—epoxi-—/.)9~tx“i—
cotecen-8ona) y tiene su misma procedencia, (Tsunoda y

cols., 1968),

Tricotecina. - Es producida por ¢!l hongo Trichothecium ro-

" seum (Freeman y Morrison, 1948). Estos autores descu-
brieron en 1949 algunas de sus propiedades quimicas y bio-
l16gicas. Sin embargo habfan de pasar 10 afios para el es-
tablecimiento de su estructura por Freeman, Gill y Waring
(1959). Esta fué posteriormente corregida y definitivamente

por Godfredsen y Vangedal (1965) como 4ﬁ isocrotoniloxi-
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12, 13-epoxi- Ag'tr‘icoteccn——Sona.

Tricotecolona. - Es el alcohol correspondiente a tricoteci-

na (4(3 hidroxi-12, 13——epoxi.—ﬂg-tricbtecen—Sona) . Este

producto no es natural.

Crotocina. - Este antibiético fué aislado en Hungria a par-

1965). Al igual que tricotecina se trata de un ester del
4cido isocrotdénico, cuya hidrolisis conduce a crotocol de
“estructura 4‘3hidr‘oxi~7@, 835 12, 13-diepoxi-tricoteceno,

segtin Gymesi (1967).

Toxina T-2,- Obtenida a partir de Fusarium tricinetum,

cepa de clevada toxicidad aislada de granos de trigo en
Wisconsin (USA). Su estructura fué determinada por
Bamburg, Riggs y Strong (1968) resultando ser 4(3 aceto-

xi-8d 3-metil butiriloxi-15 acetoxi-12, 13--epoxi—[}9-—tr~icoteccno.

Verrucardl. - Es el compuesto resultante de la hidrdlisis

de los miecmbros de la familia de las verrucarinas y las
voridinas, a excepcién de verrucarina E cuya estructura
es totalmente distinta (no seéquiterpénica sino pirrdlica,
Pfaffli y Tamm, 1969) y roridin C que es idéntico a trico-
“dermol. Su estructura, determinada por Gutzwiller y cols.
(1964) resulté ser 4@ , 15-dihidroxi-12; 13—epoxi—A9—tr‘ico-
teceno, es decir idéntica a tricodermol (roridin C) a ex-
cepcidn del‘ grupo hidroxi del carbono 15. Su biosintesis a
partir del acido mevaldénico ha sido reportada por Achini,

Muller y Tamm (1971).
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Verrucarinas v Roridinas.~ Verrucarina A ha sido el

Gnico miembro de esta familia estudiado en cuanto a su
efecto inhibidor sobre sintesis de proteinas (ver mas ade- .
lante) . Su estructura ha sido descrita por Gutzwiller y
Tamm (1965a) (Fig. 1.5) resultando poseer un anillo he-
terociclico adicional compuesto por 11 &d&omos de carbono
y 2 étorﬁos de oxigeno. Su estereoquimica fué determina-
da por Mc Phail y Sim (1966) mediante el anédlisis por

rayos X de sus cristales. Se aislé de los hongos Myro-

‘theeium _verrucaria y M.roridum (Harri y cols. 1962).
Otras verrucarinas como verrucarina B o J poseen va-
riaciones estructurales en el anillo que las diferencia de
los otros antibidticos sesquiterpénicos. Asi verrucarina B
es idéntico a A excepto que en lugar del sustituyente hi-
droxflico del carbono 3' (Fig. 1.5) posee un grupo epb-
xido (Gutzwiller y Tamm, 1965b), mientras que verruca-
rina J no presenta ningin sustituyente en dicho carbono
(Fetz, Bohner y Tamm, 1965). Todos ellos han sido ais-
lados de los mismos microorganismos, al igual que los
compuestos integrantes del grupo de las coridinas (excep-
to roridina C). Las mejores estudiadas desde un punto de
. vista estructural son roridina A, D, E y H merced a los
trabajos del grupo del Dr.Tamm. Poseen el mismo anillo
extra que las verrucarinas y existe una correspondencia
con cllas (A con A) (D con B) y (E con J) a excepcién
de que llevan en posicién 8' un radical 2-hidroxietil. La

estructura de roridina H es ligeramente distinta ( Traxler

y Tamm, 1970). .
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La nomenclatura de los antibibticos sesqu‘iter‘pénicobs
descritos deriva del sesquiterpeno tricotecano cuya estru'c?
tura es base para todos estos compuestos (Godfredsen,
Grove y Tamm, 1967). Su conformacién espacial, comin
para todos ellos, ha sido asi mismo establecida por este

equipo de investigadores (Snatzke y Temm, 1967).

Los primeros estudios llevados a cabo con objeto
de determinar el mecanismo el mecanismo de accién de
estos compuestos fueron realizados por Ueno y cols. (1968)
con nivalenol. De ellos concluyeron que el principio téxico
de este compuesto era la sintesis de proteinas. ‘En un sis-
tcma de reticulocitos de conejo encontraron que nivalenoi
se comportaba como bLuen inhibidor de la incorporacién de
14C leucina en la célula completa, asi como en un siste-
ma acelular de sintesis de polifenilalanina. Comprobaron

que no tenfa cfecto sobre la etapa de activacién de amino-

cidos ni sobre bacterias. A pesar de esta publicacidn,

an

estos antibiéticos habian pasado desapercibidos para la ma-
yor parte de los laboratorios especializados en el estudio
de los mecanismos de accién de inhibidores de biosintesis
de proteinas. Ellb lo prueba el he‘cho de que no se les

haga la mé&s minima mencién en la completa revisién pu-

blicada por Pestka en 1971.

Ha side precicsamente 1973 el afio en que este grupo
de drogas ha tomado pleno auge en este tipo de estudios.
(Cha-Mir y Me Laughlin, 1973; Hansen y Vaughan, 1973),

reportaron que tricodermina era un inhibidor especifico de



terminacién en eucaribétes (S.cerevisiae cepa A364A). Es-

ta conclusién tan sorprendente (hasta el momento no se co-
noce ningtn inhibidor de estas caracteristicas) se derivéde
experimentos hechos "in vivo" que mostraba, en presencia
del antibiético; un incremento con el fenédmenco de estabili-
zacién producido por cicloheximida (un inhibidor del proce-
so de polimeriza cién), tomado como patrén unitario, poca
base experimental para lanzar tan categorica afirmacién.
Conlrariamente a estos resultos Ohtsubo, Kaden y Mitter-
mayer (1972) han reportado que fusarén X produce de-

gradacién de polisomas en células L (fibroblastos de rain).

El mecanismo de accién de algunos de los antibidti-
cos anteriormente citados (tricodermina, tricodermol, fusa-
renon X, verrucarina A y tricotecina) fué estudiado en sis-
temas "in vitro'"., Las conclusiones fucron muy distintas
(Carrasco, Barbacid y Vazquez, 1973). Todos ellos se
comportaban como inhibidores especilicos de la formacién

de enlace peptidico en sistemas acelulares de S.cercvisiac

y arnigdalas palatinas humanas. ‘Su actividad fué tricoder-
mina > tricodermol en la reaccién de la puromicina (ver

Métodos) y verrucarina A > fusarenén X> anisomicina (co-
mo referencia)> tricodermina tricodermol en la reaccién

del fragmento. Al igual que anisomicina (ver 1.3.1) estos
antibiéticos ejercen una accidén disturbadora sobre el cen-
tro peptidil transferasa provocando inhibiciones parciales en
la fijacién de sustratos simplificandos es decir‘; fragmentos

3! terminales de tRNA. La relaccién entre anisomicina vy
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tricodermina asi como el resto de los miembros ensayados
de este grupo, es ampliamente estudiada en Resultados
(Capitulos IV y V), De estos experimentos "in vitro" con-
cluimos que tricodermina inhbe terminacién pero no espe-
cificamenic sino como una consecuencia de su efecto inhi-
bidor sobre el centro activo peptidil transferasa cuya inter-~

vencién en la etapa de terminacién ha sido ya referida.

Recientemente Tate y Caskey (1973) han ensayado
estos antibioticos (tricodermina y toxina T-2) en sus sis-

"in vitro" de terminacién con ribosomas de reticu-

temas
locitos de conejo, siéﬁdo sus conclusiones idénticas a las
nuestras. Es decir, si bien tricodermina y toxina T-2 in-
hiben la liberacién de for'mil~metior}ina dependiente del fac-
tor de terminacién RF, también son activos inhibidores de
la sintesis de formil-metionil-puromicina. Ambas drogas
son igualmente activas en la formacién de f-Met-etil ester
(reaccién también catalizada por peptidil transferasa) mien-
tras que en el ensayo de liberacidén de formil-metionina en
presencia. de acetona (Casl<¢y y cols. 1971) tan solo tuvo

efecto tricodermina,

Concluyendo, los antibiéticos del grupo de tricoder-
mina vienen a unirse a anisomicina como inhibidores espe-
cificos de la formacién de enlace peptidico en ribosomas

eucaridticos,



m.2

.3

CAPITULO I

MATERIALES
METODOS PREPARATIVOS

METODOS ANALITICOS



Im.1. MATERIALES

Acidos
acético (100%)
clorhidrico ( 37%)
férmico ( 96%)

Acido poliuridilico ‘
Adenosintrifosfato (sal dipotésica)
Albimina bovina

Aldmina

Alimina Ca

Arena de mar purificada
Bacto-triptona

Bases
amoniaco (25%)-

Butil-PBD

CAB-O-SIL (nombre comercial)
Carboximetil-celulosa (CM-23)
ChromAR Sheet 500 (n.comercial)
DE AE -Sephadex (A-50)
Desoxiribonucleasa | (libre de RNasa)
Extracto de levadura

146 Fenilalanina (& 500 mCi/mmol)

Filtros fibra de vidrio GF/C
Fosfo-celulosa (P 11)

Glucosa

Guanosintrifosfato (sal dipotésica)

3H Leucina (52 Ci/mmol)
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Merck

Sigm;’:l
Sigma
Sigma
Merck
Calbiochem
Merck |
Difco
Merck

Ciba
Packard
Whatman
Mallinck rodt
Pharmacia
Sigma
Difco |

The Radiochermical

Centre
Whatman
Whatman
Merck

Sigma

The Radiochemical

C entre



2-Mercaptoetanol
Naftaleno
N-etil-maleimida

Papel de electroforesis
(numeros 1, 3 MM y 17)

Patrones de radioactividad
(3H agua y 14¢C tolueno)
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Fluka
Merck
Serva

Whatman

New England Nuclear

Ribonucleasa 'T'1 Sankyo

Sacarosa (libre de RNasa) AnalaR

Sacarasa (comercial) Faes

Sales Merck

Solventes orgénicos Merck

TRIS base Sigma

tRNA (sin fraccionar) de E.coli B General Biochemical
Tubo de diélisis, Visking 8/32 Serva

[.os reactivos de Merck fueron de grado analitico.

Los de Calbiochem, General

Biochemical, Sankyo, Serva

y Sigma, del grado de mayor pureza. El resto seglin ca-

tdlogo de las respectivas casas comerciales.

AntibiSticos e inhibidores

Acido tenuazénico
Actinobolina

Amicetina

Merck Sharp & Dohme Res.L ab.
(Rahway, N.J., U.S.A.)

Dr.J.Ehrlich, Parke Davis
(Michigan, U.S.A.)

Dr. H. Whitfield, Upjohn
(Kalamazoo, U.S.A)



Anisomicina

Blasticidina S
Cicloheximida
Cloramfenicol

Criptopleurina
E ritromicina

. Esparsomicina

E spiramicina Il

Fusarenon X -

Gougerotina

Griseoviridina
L incomicina
Oleandomicina

Puromicina

Tiamfenicol
Tricodermina
Tricodermol

Tricotecina
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Dr. N, Belcher, Pfizer Inc.
(Connecticut, U.S.A)

Dr.N.Tanaka, Ins.of Appl.Microbiology
(Tokio, Japén)

Dr.H. Whitfield, Upjohn Co.
- (Kalamazoo, U.S.A)

Dr.D.de la Bella, Zambon Lab.
(Bresso-Milano, Iltalia)

Prof .M. R. Atkinson
Abbot L aboratories (U.S.A)

Drug Research and Development
(Div. of Cancer Treatment, N.I.H, US:‘Q

-Dr.A.Mc Fadzean, May & Baker Ltd.

(Inglaterra)

Dr.Y.Ueno, Science University
(Tokio, Japén)

Calbiochem

Dr. A, Machamer, Parke Davis
(Michigan, U.S.A)

Dr.G.M ,Davage, Upjohn Co.
(Kalamazoo, U.S.A)

Dr.N. Belcher, Pfizer Inc.
(Co‘nnécticut, u.s.A)

Nutritional Biochem.Corporation (USA)

Dr.D. de la Bella, Zambon Lab.
( Bresso-Milano, ltalia)

Dr.W.0O. Godfredsen, Leo Phar'maceutlcal
(Ballerup, Dinamarca)

Dr.W.0O. Godfredsen, Leo Pharmaceutical
(Ballerup, Dinamarca)

Dr.J.M.Barker, Imperial Chemical Ind.
(Aldeley Park, Cheshire, Inglaterra)
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Vernamicina A Dr.H.B. Woodrujf Merck Sharp & Dohme
(Rahway, N.J. U.S.A)
Verrucarina A Dr.A. von Wartburg, Sandoz, LTD y
Dr.Ch. Tamm, Universidad de Basika
(Suiza)
Viridogriseina Dr.J.Ehrlich, Parke Davis

(Michigan, U.S.A)



44

1.2 METODOS -PREPARATIVOS

H.2.1 CROMATOGRAFIA EN COLUMNA DE INTER-
 CAMBIO IONICO

Se han empleado columnas cromatogréficas Whatman
de dimensiones 2,54 X 45 c¢ms; un aparato standard para
la formacién de gradientes lineales y un colector de fraccio-
nes ISCO modelo 327. Todas las operaciones fueron lleva-

: o
das a cabo a una temperatura de 0-4 C.

a) Cromatografia sobre carboxi-metil-ceclulosa.~ Para

preparar CM-celulosa tipo CM-23 (Whatman) cuyo conteni-
do en polvo fino ha sido practicamente eliminado, se mezcla
con 15 volimenes (FP/V) de NaOH 0,5 M, removiéndose

cuidadosamente. Se deja sedimentar durante 30 minutos. El
liquido sobrenadante se decanta y la cclulosa asi tratada se
lava repetidas veces con agua siguiendo el mismo proceso

hasta que ésta alcance un pH alrededor de 8., A continua-
cién la celulosa es lavada con 4cido clorhidrico 0,5 M que
" es posteriormente ecliminado por sucesivos lavados con agua,
siempre siguiendo el mismo método (sedimentacién y decan-

tacién) hasta que ésta alcance un pH 4.

Una vez que la CM-celulosa ha sido tratada secuen-
cialmente con élcali y 4cido nccesita ser equilibrada con los
iones de la solucién tampén que posterviormente ha de usar-
se en la cromatografia. En el caso que nos ocupa, carbo-

nato aménico pH 8,6, Se afiade al lecho cecluldésico un
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volumen de solucién tampén que contenga un equivalente del
ién eluyente, esto es, idn amonio. Esta etapa es repetida cua-
tro veces siempre previa sedimentacién y posterior decan-

tacién del liquido sobrenadante.

Tras el desplazamiento de los protones por los iones
amoénio solo resta estabilizar la celulosa con la solucién tam-
pdén a la concentracién deseada, esto es, la concentracién
de ién eluyente (NHZ) con la que se habré de iniciar la

cromatografia.

Se afiaden 20 volimenes de carbonato amébnico 2 mM
y se llevan a una pr‘ébeta. Alli se dejan sedimentar por un
tiempo determinado. Cuanto menor sca este tiempo mas can-
pleta Ser‘é la eliminacién del grano fino. 20 minutos es sufi-
ciente para obtener una ceclulosa que una vez empaquetada
en la columna produzca flujos répidos y no se haga necesario
el empleo de ningdn tipo de presién para el desarrollo de

la cromatografia.

El empaquetado se realizer vertiendo la celulosa asi
preparada, en la columna y pasando durante toda la noche
a flujo moderado la solucién tampdn inicial (carbonato amé-

nico 2 mM pl 8,6),

b) Cromatografia sobre fosfo-celulosa.- Se ha em-

pleado fosfocelulosa P 11 de Whatman de caracteristicas si-

milares en cuanto al tamafio de fibra a la CM-celulosa CM-23.

El procedimiento de lavado, equilibrado y empaqueta-

do es idéntico al descrito en el apartado anterior. Se ha
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utilizado el mismo ién eluyente (amonio) si bien la solucién
tampdn es distinta (formiato aménico pH 2,8). La concen-
tracién de la solucién tampén inicial fué de 0,15 M en ié6n

amonio, y el volumen ocupado por la celulosa 75 ml.
H.2.2 ELECTROFORESIS DE ALTO VOLTAGE

Todos los ensayos electroforéffcos tanto ﬁreparativos
como analfticos (ver seccién 1I.3) han sido realizados en
un aparato de planchas refrigeradas de 15X 50 ecms. mar-
ca Shandon en cuyos electrodos podian. sometérseles di-

ferencias de potencial de hasta 10,000 voltios.

A lo largo de este trabajo los voltajes empleados es-
tardn expresados en V/cm considerando que en todos los
casos, la distancia entre las soluciones tampén correspon-

dientes a ambos electrodos es de 57 cms.

El soporte empleado fué papel Whatman N2 17 cor-
tado en tiras de 14 X 57 ems. Para el contacto con las so-
luciones tampén situadas en los extremos de la tira ée uti-—
lizé papel de filtro normal con objeto de no incrementar la
conductividad, que en ningin caso fué superior a 70 mA.
Previamente a su utilizacién el papel Whatman N2 17 fué
extensivamente lavado con el eluyente a emplear (ver I1.2,
4) siguiendo la técnica de cromatografia descendente. El
sentido de fibra fué el mismo que luego habria de seguirse

en la elucidn.

I_as aplicaciones se realizaron en una banda lo més

estrecha posible de 5 ems de longitud en la parte central
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del papel y a una distancia del electrodo hacia el cual ha-
bria de migrar la sustancia a purificar, corréspondiente a
las 3/4 partes de la longitud de la tira. A ambos lados de
esta zona central preparativé se aplicd una cantidad sufi-

ciente para su deteccién posterior (alrededor de 1 micro-
mol) de antibiético no radiocactivo asi como del pr'oduc;to ra-

dioactivo a purificar.

L as condiciones experimentales, voltaje, tiempo, so-
Juciones tampdn etc. serdn descritas en cada caso particu-

lar (ver Resultados).
11.2. 3. CROMATOGRAFIA EN "ChromAR Sheet 500"

[La diferencia entre resolucién y nitidez de los pro-
ductos separados utilizando papecles cromatogréficos conven-
cionales (Whatman 1,3 MM,17;20 etc...) vy ChromAR Sheet

500 fueron totalmente {avorables a_ este Glimo.

En cuanto a cualquiera de los lechos empleados en
cromatografia en capa fina, laé ‘diferencias fueron menores
pero siempre favorables al medio suministrado por Mallinekrodt
lo que unido a su mayor facilidad de manejo y recuperacién
‘de los productos purificados hicieron que fuera ChromAR
Sheet 500 ¢l Gnico medio cromatogréfico empleado en la pu-
rificacién de los tres antibiéticos radiocactivos descrita en es-

ta Tesis,

ChromAR Shcet 500 esti compuesto en un 70% por

4cido silicico y en un 30% por fibra de vidrio lo cual le
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hace aplicable cualesquiera que fuese el método de deteccitn
empleado. Ademés han sido eliminadas la. mayoria de sus-
tancias que absorben radiaccién ultravioleta a bajas longitu-
des de onda lo que es de gran utilidad a la hora de detec-
“tar los pr‘oductos' a purificar en las cromatografias prepara-
tivas. (Hay que tener en cuenta que en los niveles cuanti-
tativos en que se ha trabgjado tal deteccién directa median-
te luz ultravioleta es imposible en papeles del tipov Whatman

o similares).

La aplicacAié'n'" de la muestra es basicamente idéntica
a la descrita en el apartado 11.2.2 si bien varfan las dimen-
siones del cromatograma. E ste tiene una longitud de 20 cms :
y la aplicacién se hace a 2 cms del extremo inferior. Su
desarrollo es ascendente (16 cms)'.y se realiza a tempera-
tura ambiente. Previamente el soporte fué lavado tal y co-
mo se ha descrito para el papel de electroforesis Whatman
Ne 17. Las cubetas de cromatografia fueron Shandon de
dimensiones 25X 9 X 25 cms. Los solventes se describirin

en Resultados.
11.2.4, ELUCION

Una vez localizada (ver apartado I11.3.3) y recorta-
da la zona del clectroforegrama o cromatograma donde se
encuentra la sustancia a purificar, ésta es eluida siguiendo
un proceso similar al de la cromatografia descendente. Pa-
ra ello se introduce un extremo del papel (o soporte cro-

matogréfico) entre dos "portas'" que se unen entre si, de
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tal forma que el e]uyenfe ascienda entre ellos por capilari-
dad. EIl otro extremo es introducido en el tubo colector que
se situa a un nivel inferior al del eluyente. Esta técnica fué
descrita por Heppel (1967) vy permite recoger la sustancia
- purificada en un volumen minimo dependiendo de su mayor
o menor solubilidad en el eluyente. Puede conseguirse uti-
lizando un eluyente apropiado que méas de! 50% del produdo
sea recogido en las 3 primeras gotas, No obstante la re-

cogida de 2-4 ml redunda en un mejor rendimiento.

Mediante este tipo de elucidén se evitan en un gramn por-
centaje las impurezas procedentes del soporte emplecado lo
cual serd de gran imporiancia a la hora de determinar pu- '
reza y actividad especifica de los antibifticos radioactivos pu-

rificados (ver Resultados).
11.2.5. LIOFILIZACION

En todos los procesos de concentracién de soluciones
llevados a cabo en esta Tesis se aplicéd la técnica de la

liofilizacién.

Fué realizada a -40°C y 5a 50 u de presién duran-
te el tiempo requerido, en un liofilizador tipo Virtis modele
10-145-MRBA., Las fnuestras eran previa e inmediatamen-
te congeladas en una solucién mezcla de acctona y anhidri-

do car‘bénicd sélido.
11.2.4. SINTESIS DE DESACETILANISOMICINA

Anisomicina (2-p-metoxifenilmetil-3-acetoxi-4 -hidroxi-
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pirrolidina) posee un tnico enlace ester de reducida esta-
bilidad en medio acuoso (ver Resultados), puesto que a
0°c y en un periodo de tiempo de 12 horas, mé&s de un

30% es hidrolizado.

Esta hidrélisis, que conduce a la sintesis del desace-
tilanisomicina (2-p-metoxifenilmetil-3,4 -dihidroxipirrolidina)
es completa, si se calienta el antibiético a refluyjo durante 2
horas en una solucién 1 N de NaOH (Beereboom y cols,
1965). Tras posterior recristalizacidn en agua se com-
probd la total ausencia de anisomicina por espectroscopia

infrarroja y se caracterizé por su punto de fusién.
1H.2.7. OBTENCION DEL MATERIAL BIOLOGICO

a) Levadura (S.cerevisiae)

b) Amigdalas palatinas humanas

c) Bacterias (E. coli)

a) Crecimiento de la levadura Saccharomvyces cere-

visiae.- Se ha empleado la cepa PM-1 aislada de levadura
de panaderia por Ayuso y Heredia (1967). Se crecierona
30°C en 2 fermentadores de 20 litros provistos de aireacin

y agitacién.

El crecimiento fué detenido en fase logaritmica

(A

660 nm 1) por adicién de anhidrido carbénico sélido.

) o . . .
Una vez enfriadas a 0-4 C se recogieron mediante centri-

fugacién en flujo continuo siendo lavadas en una solucidén

tampén (BSY) compuesta por TRIS-CIH (pH 7,4) 10 mM,
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acetato magnésico 5 mM, acetato andénico 50 mM y 2-mer-
captoetanol 5 mM. Inmediatamente después fueron congeladas
mediante una mezcla de nieve carbdnica y acetona, almace-
nadas a -20°C por un periodo méximo de 3 meses a lo lar-

" go del cual conservan intacta su actividad.

LLa composicién por litro del medio de cultivo fué: 3
gramos de extracto de levadura, 8 gramos de sulfato amé-
nico, 20 gramos de glucosa, 0,02 gramos de cloruro mag-

nésico y todo ello tamponado mediante fosfatos a pH 6.

. 4 -
b) Obtencién de amigdalas palatinas humanas.~- Las

amigdalas palatinas humanas nos fueron amablemente sumi-
nistradas por ¢l Dr.Ledn siendo tan solo seleccionadas a-
quellas procedentes de nifics menores de 12 afios. Inmedia-
tamente después de la extracciébn eran colocadas a OOC; a
continuacién se lavaban repelidas veces con agua destilada
hasta que esta quedaba completamente clara. Finalmente eran
almacenadas a -20°C y conservadas por per*iodoé; de tiem-~

po inferiores a 2 meses.

¢) Crecimiento de la bacteria Escherichia _coli. - Se

ha empleado la cepa D 10 (Gzsteland, 1966) que carece de
ribonucleasal lo que evita dafios innecesarios al RNA ribo-

sémico.

El proceso seguido es idéntico al descrito para el

crecimiento de la levadura S,cerevisiae excepto la tempera-
,O ., . .
tura (37 °C) y la composicién del medio de cultivo: Bacto-

triptona 10 gramos, cloruro sdédico 8 gramos, extracto de
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levadura 1 gramo y glucosa 2 gramos. Todo ello para 1

litro de volumen final (Lennox, 1955).

I1.2.8. OBTENCION DE RIBOSOMAS CITOPLASMA-
TICOS DE LEVADURA

Ribosomas 80S de levad‘ur*é S.cerevisiae cepa PM-1

fueron obtenidos segtGn métodos ya descritos (Ayuso y He-
redia, 1968), (Battaner y Vazquez, 1971b). Las células al-
~macenadas a -20°C fueron homogeneizadas en un mortero
frente a arena de mar bur‘ificada (relacién 1:2 (P/P)) has- .
ta que la pasta de células y arena alcanzaba una gran con-
sistencia, indicacién de que el DNA celular habia salido al
medio. Entoncés se afiadfa en la proporcién 4 a1l (volu-
men/peso de células), la solucién tan;lpc')n denominada BSY
de composicién: TRIS-CIH (pH 7,4) 1-0 mM, cloruro mag-
nésico 5 mM, acetato aménico 50 mM y 2-mercaptoetanol

5 mM. Se centrifugaba 2 veces: la primera a 10.000g du-
rante 5 minutos para eliminar la arena y los restos de cé-
lulas més groseros. La segunda, durante 30 minutos a
30.000 g para obtener la fraécién microsémica conocida co-

mo S-30.

La etapa siguiénte consistié en sedimentar los ribo-
somas por centrifugacién a 150.000 g durante 2 1/2 horas.
Estos ribosomas presentaban un alto grado de contaminacién
- proteica, tanto inespecifica como de factores asociados a las

distintas etapas de la sintesis de proteinas, asi como de m-

RNA.
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Para su purificacién, eran resuspendidos en una so-
lucién tampén de alta concentracién en amonio (BLY): TRIS-
CIH (pH 7,4) 20 mM, cloruro magnésico 100 mM, acetato
aménico 500 mM y 2-mercaptoetanol 5 mM y centrifugados a
través de un gradiente discontinuo de sacarosa al 20 y 40%
en BLY, durante toda la noche a 150.000g. EIl sedimentode
ribosomas aparecia completamente transparente y era resus-
pendido en la minima cantidad posible de una solucién tampdén
(BRY) compuesta por: maleato aménico (pH 6,5) 50 mM ,

" cloruro magnésico 5 mM y 2-mercaptoetanol 5 mM (La con-
centracién del ién amonio es alrededor de 100 mM) y alma-
cenado en pequefias alicuotas a -20°C. En todos los casos,
tras la resuspéensidn de los ribosomas, estos fueron someti-
dos a un proceso de clarificado (20 minutos a 30.000 g) con
objeto de eliminar agregados. La relacién A260/A280 que
puede ser tomada como un indice de pureza respecto a con-
taminacién proteica inespecifica fué 2,02 en los ribosomas la-
vados. Cuando esta relacién era inferior a 2,02 se conside-

raba que los ribosomas no estaban suficientemente lavados.

1.2.9. OBTENCION DE RIBOSOMAS CITOPLASMA-
TICOS DE AMIGDALAS PALATINAS HUMA-
NAS '

Al igual que en el apartado anterior han sido obteni-
dos siguiendo métodos ya descritos (Neth, Heller y Mattahei,

1968) a los que han sido introducidas ligeras modfficaciones.

L as amigdalas (250 gramos) fueron troceadas y tras
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afiadir 3 volumenes (p/v) de soluciones tampén de homoge-
neizacién (BHH: TRIS-CIH (pH 7,4) 50 mM, cloruro mag-
nésico 5 mM, cloruro potésico 25 mM, 2-mercaptoetanol 7 mM
y sacarosa 250 mM) fueron homogeneizadas mediante un tri-

- turador de aspas (mod. Ultaturrax).

L.a obtencién de la fraccién S-—30 requiere dos cen-
trifugaciones a baja velocidad, la primera para ecliminar los
trozos de tejido y particulas subcelulares més groseras (10

minutos a 10.000g) y la segunda (30 minutos a 30.000 g)
.en la que sedimentan restos del r‘etfcuid endoplasmético vy

la fraccién mitocondrial.

A partir del S-30 se obtienen los ribosomas por cen-
trifugacién a 150.000 g durante 2 1/2 horas. Estos fueron
resuspendidos en solucién tampén de lavado (BLH) de com-.
posicién: TRIS-CIH (pH 7,4) 50 mM, cloruro magnésico
10 mM, cloruro potédsico 500 mM y sacarosa 250 mM., A
continuacién se agitaron durante 30 minufoé en presencia de
deoxicolato sédico a una concentracién final del 1% con ob-
jeto de liberar los residuos de membrana sedimentados con
la fraccién ribosémica. Previo clarificado (20 minutos a
30.000g) esta solucién fué puesta sobre un gradiente dis-
‘continuo de sacarosa (40 y 20 %) en BLH y centrifugada
toda la noche a 150.000g.

[_Los ribosomas asi obtenidos fueron resuspendidos de
nuevo en BLH, clarificados y vuecltos a sedimentar (3 horas
a 150.000g) para conseguir un méas alto grado de purifica-

., . . s 2,
cién. [Finalmente se resuspendieron en solucidn tampdén de
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resuspensién BRH cuya composicién es idéntica a BHH ex-

cepto que no lleva sacarosa.

Tras el consiguiente clarificado los ribosomas fueron
~ ¢ . s .
almacenados en pequefias alicuotas en nitrégeno liquido. EIl

valor de la relacién A260/A280 fué en esta ocasién 1,84,

11.2.10. OBTENCION DE RIBOSOMAS DE RACTE -
RIAS (E.coli)

Se ha seguido sustancialmente el método descrito por
Nishizuka y Lipmann (1966) siguiendo las posteriores mo-

dificaciones de Staehelin y cols. (1969).

Bésicarr;ente el procedimiento es similar al descrito
en el apartado 11.2.10 para la obtencién de ribosomas de
S .cerevisiae cepa PM-l1 excepto en que la homogeneizacién
se realizé con alimina en lugar de arena de mar. Asi mis-
mo la composicién de las soluciones tampdn presenta ligeras

variaciones:

Solucién standard A: TRIS-CIH (pH 7,4), 10 mM, ace-
tato magnésico 10 mM, acetato aménico 100 mM y 2-mer-

captoetanol 5 mM.

Solucién de lavado B: TRIS-CIH (pH 7,4) 20 mM, ace-
tato magnésico 20 mM, acetato aménico 1.000 mM y 2 mer-

captoetanol 5 mM.

L.os ribosomas una vez obtenidos se pasaron a tra-

vés 'de un gradiente discontinuo de sacarosa en solucién B
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tal y como se describié para levaduras. Ademés fueron se-
dimentados dos veces4més, en solucién tampén de lavado

antes de resuspenderlos en una minima cantidad de solucién
A. Tal y como se describié anteriormente, tras cada re-
“suspensién de ribosomas, estos fueron clar;ificados por cen-

trifugacién a baja velocidad (30.000g durante 20 minutos) .

Actividad de los ribosomas.- En todas las prepara-

ciones de ribosomas (tanto de levaduras, humanos o de
" E_.coli) estos fueron ensayados en un sistema de sintesis
de polifenilalanina dir‘igida por &cido poliuridilico (apartado
I1.3.7) para comprobar su actividad, siendo esta enteramen-
te dependiente de la adicién del mensajero y de los factores

del sobrenadante (11.2,12).

Factores de conversidn.- Para la realizacién de es-

tudios cuantitativos como los presentados en esta Tesis (ver
Resultados) es condicién imprescindible _coﬁocer la molari ~
dad de las soluciones ribosémicas. A continuacién se pre-
senta una relacién de los factores de conversidén entre ab-

sorcién a 260 nm y molaridad:

6

a) Ribosomas de S.cerevisiac: Una solucién 107 M

equivalente a 4 mg/ml (P .M, = 4X 106 d) tiene una absor-
cién de 56 unidades de densidad Optica a una longitud de on-

da de 260 nm.

b) Ribosomas de amigdalas palatinas humanas: Una
solucidn 1O~6M equivalente a 4 mg/ml (P.M, = 4X 106 d)

ticne una absorcién de 52 unidades a una longitud de onda
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de 260 nm.

c) Ribosomas de E.coli: Una solucién 107 M equi-
valente a 2,65 mg/ml (P'M‘. = 2.65X 106 d.) tiene una

absorcién de 45 unidades a una longitud de onda de 260 nm.

IM.2.11. PREPARACION DE SUBUNIDADES RIBO -
SOMICAS 'DE LEVADURA

Dada la cantidad requerida para los experimentos de
fijacién de inhibidores a subunidades ribosémicas no ha si-
do posible usar las té_cnicas convencionales que utilizan ro-
tores flotantes. Tan solo la centrifugacidén zonal habria de

dar solucibn a este problema.

Se ha utilizado una centrifuga Beckman modelo L3y
un rotor asimismo Beckman/Spinco modelo Ti 15. El alti-
mo requerimicnto instrumental fué una bomba capaz de 'tors-
truir'' un determinado tipo de gradiente siguiendo Ia‘ direc —

triz gréfica de la ecuacién matemaética que lo define.

Empleamos un gradiente denominado equivolumétrico
(Pollack y Price, 1971) en el que las particulas ocupan

. e, . . .
una posicién (medida en volumen) directamente proporcio-
nal al valor de su coeficiente de sedimentacién. Este gra-.
diente habfa sido previamente disefiado por el Departamen-

to de Instrumentacidn del Centro de Investigaciones Bioldgicas.

I_as concentraciones limites de sacarosa fueron del

5 al 30% en una solucién tampdn cuyas condiciones idnicas

‘eran: TRIS-CIH (pH 7,4) 50 mM, cloruro magnésico 4mM,
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cloruro potésico 400 mM y Z—mer'captoe,tanol 20 mM y que

denominaremos tampdn de disociacién (BDY).

En primer lugar se introdujo en el rotor, el gra-
diente, en la direccién 5% al 30%. A continuacién los ribo-

somas (5.000 A equivalentes a unos 350 mg) que fueron

260 , .
diluidos con tampén de disociacién hasta una concentracién
de 300 A26O/ml y posteriormente introducidos en el rotor

formando un gradiente lineal con la solucién 5% en sacarosa.

Finalmente fué introducida una capa de tampén de

disociacién hasta que el rotor quedé completamente lleno.

L.a centrifugacién se llevé a cabo a una velocidad de
35.000 rpm y ‘una temperatura de 15°C durante 6 horas .
Transcurrido este tiempo y previa reduccién de velocidad
a 3.000 rpm (a la que se hicieron todas las operaciones
de llenado) el gradiente fué desplazado por una solucién a-
cuosa de sacarosa al 50%, siendo recogidas 100 fracciores
de 20 ml, cada una de las cuales contenia 1 ml de cloruro
magnésico 1 M con objeto de elevar la concentracién de ién
magnesio, compensando la de potasio (400 mM) y evitan-
do asi que las subunidades se encuentren sometidas mas
tiempo del necesario a las drésticas condiciones de disocia-
cién. Se determind en un espectofotémetro Gilford, la ab-
sorcién de cada una de las fracciones a 290 nm con objelo
de evitar diluciones y el resultado fué representado grafica-
mente (Fig.ll.1). Ambos picos, el correspondiente a la su-
bunidad menor 40S y a la mayor 60S fueron extrapolados

hasta absorcién 0 desechindose aquellas fracciones inter -
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medias que contenfan ambas subunidades, con objeto de eli-

minar contaminaciones,

Una vez reunidas las fracciones conteniendo cuales-
quiera de las dos subunidades fueron centrifugadas toda la
noche a 150.000g y posteriormente resuspendidas en BRY.
Tras la consiguiente clarificacién se almacenaron en peque-
fias alicuotas en nitrégeno liquido, Su actividad fué probada
mediante un ensayo de sintesis de polifinilalanina mostrando
idéntica actividad que los ribosomas 80S de los que proce-
dian cuando ambas subunidades, la 40S y la 60S, fueron
ensayadas . conjuntamente; sin embargo no fué detectada pré&c-

ticamente ninguna actividad cuando lo fueron cada una de

ellas por separado (TABLA 11.1).

LLa actividad peptidil transferasa, componente de la
subunidad 60S fué asi mismo estudiada segin la reaccién
del fragmento (11.3.9) mostrandose inalterable con respecto

al ribosoma intacto.

La pureza de los subunidades obtenidas aparece en
la figura 11.2. Estos ensayos hém sido llevados a cabo se-
gin se describe en el apartado II.‘3.6. , en las condiciones
de r*easociacifSn (TRIS-CIHy sn 2-mercaptoetanol para evitar in-
terferencias en la absorcién A260 nm). La ausencia de mé-
ximo de absorcién en la zona correspondiente a 80S indica
que la contaminacién cruzada de subunidades es minima, (a)
y (b). Sin embargo (c), donde han sido afiadidas cantida-
des equimoleculares de ambas subunidades, muestra un pi-

co de ribosomas 80S idéntico al que aparece en (d) corres-



TABLA 1.1

ACTIVIDAD DE LAS SUBUNIDADES DE LEVADURA

SINTESIS DE POLIFENILALANINA

. . , 4
Adiciones ' : : pmoles 1 C Fen
c incorporados

Ninguna . : - 0,1
Ribosomas B 2,9
Subunidad 60S - 0,2
Subunidad 40S ) 0,1
Subunidades 60S +40S : 2,8

Condiciones ibénicas BFY, 0,125_micromoles de GTP, 8
microgramos de poli U, 10,6-pm‘oles de 14C Fen-tRNA
y 20 pmoles dec ribosomas o subunidades cuando se afiadie-
ron. Volumen final 0,1 ml. Incubacién a 30°C durante 30

minutos,
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pondiente a ribosomas 80S. no tratados.

Por dltimo la relacién A260/A280 fué de 2,09 para
la subunidad mayor o 60S y de 2,13 para la menor o 40S.
El peso molecular de ambas subunidades es (Petterman ,
1964) P.M. (60S) = 2,7X 106 daltons y P.M. (408)=1.3X |
106 daltons, siendo el factor de conversién de unidades de
densidad éptica a 260 nm a molar‘idad, el mismo empleado

con ribosomas 80S de levadura.

1.2.12, PREPARACION DE EXTRACTOS CRUDOS
'DE FACTORES DE POLIMERIZACION

L.os factores de polimerizacién, EF T y EF G en
E.coli, o EF 1 y EF 2 en sistemas eucarifticos, son ne-
cesarios para la polimerizacidn de cadenas peptidicas en
sistemas acelulares tales como la sintesis de polifenilalanina
dirigida por &cido poliuridilico. En estos sistemas solo di-
chos factores son necesarios, puesto que la iniciacién se-
hace de forma no enzimética a alta concentracién de ib6n
magnesio (12 mM) y el proceso de terminacién no es re-

querido.

Andlogo razonamiento puede ser aplicado al otro en-
sayo descrito en esta Tesis, reaccién de la puromicina a
partir del complejo postranslocado (I1.3.8). Como es sabi-
do la reaccién del fragmento (II.3.9) no requiere ningtn ti-

po de factores.

No obstante se ha comprobado que no es necesario
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purificar dichos factores hasta un grado mas o menos alto
de homogeneidad sino que preparaciones crudas, esto es
con etapas muy simples de purificacién, ejercen el cometi-

do que les ha sido encomendado con plena eficiencia.

En este apartado se describen los S-100 (tal es la
denominacién comunmente aplicada a estas preparaciones

crudas de factores) de S.cerevisiae yv E.coli. El S-100

de amigdalas palatinas humanas fué tan solo empleado en
ensayos de actividad de las preparaciones de ribosomas y
me fué donado por L .Carrasco que lo preparé por méto-

dos ya descritos (Bermek y Matthaei, 1970).

a) S-100 de levadura.- Se ha seguido el método de-

sarrollado por Ayuso y Heredia (1967) cuyo funciamento es-
triba en que los dos factores de elongacién se adsorben a
alimina Cx y son eluidos de ella mediante soluciones de

tampdn fosfato 0,5 M pero no 0,1 M manteniendo siempre el
pH 6,5. Este permite la eliminacién de gran parte de pro-

teinas entre las que se encuentran ribonucleasas y proteasss.

El procedimiento es muy'elemental. Se mezclan el
sobrenadante resultante del primer sedimento ribosomico con
alumina C’x (una suspensién 10 mg/ml) en la proporcién 10:1
(v/v). Se agita suavemente durante 15 minutos y se recoge
la alimina por centrifugaciones a baja velocidad (30.000 g
10 minutos) descarténdose el soblr‘enadante.‘ Esta operacién
se repite en presencia de una solucién tampdn de fosfato
monopotédsico (pH 6,5) 0,1 M. Los factores unidos a la

alimina son desprendidos mediante adicién de una pequefia
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cantidad (1-2 ml) del mismo tampén pero 0,5 M. La ala-
mina se elimina por centrifugacién y el sobrenadante asiob-
tenido se conserva almacenado en pequefias alicuotas a
-20°C. Su actividad es ensayada complementariamente a
la de los ribosomas en un sistema acelular de sintesis de

polifenilalanina. Todo el proceso se realiza a la tempera-

tura de OOC.

b) S-100 de E.coli.- En este caso no existe real-

mente ninglin proceso de purificacién. La dnica operacién
a realizar consiste en dializar el S-100 procedente de la
sedimentacién de ribosomas a partir del S-30, frente a un
gran exceso de tampén A, con objeto de eliminar todos los
aminodcidos. L a razén de este tratamiento es muy simple:
el S-100 contiene las aminoacil<tRNA sintetasas necesarias
para la carga de fenilalanina en su tRNA correspondiente
(11.2.13). La presencia de este aminodcido en el S-100
disminuiria de forma no controlable la actividad especfifica
del correspondiente aminoécido radioactivo que se emplea

en la aminoacilacién del tRNA, .

I1.2.13, PREPARACION DE 14C FENILALANIL —

tRNA Y N-Ac- 1*C FENILALANIL—tRNA

El métbdo seguido ha sido el descrito por Conway

(1964). La mezcla de reaccién contenia en un volumen
final de 10 ml: TRIS-CIH (pH 7,4) 50 mM, cloruro mag-
nésico 10 mM; cloruro potésico 100 mM, 2-mercaptoetanol

5 mM, ATP 3 mM, tRNA sin fraccionar de E.coli B 20mugs,
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14(.7 fenilalanina (actividad especifica alrededor de 500 mCi/

mmol) 8 X lO_SM y finalmente 1 ml de S-100 de E, coli

(11.2.12).

La incubacién, a 37°C, durante 30 minutos fué de-
tenida por adicién de 1 ml de acetato sédico al 20% (pH
5,4). El tRNA fué extraido con fenol destilado y saturado
de agua (20 ml). La mezcla fenélico-acuosa hubo de agi-
tarse fuertemente durante 10 minutos y tras una corta cen-
trifugacién con objeto de separar ambas capas se tomé la
fase acuosa mientras que la fendblica fue extraida con 5 ml
de la solucién de acetato sédico que tras agitar y centrifu-
gar tal y como Se indica més arriba se afiadi6 a la capa

acuosa de la primera extraccién.

El tRNA asi extraido fue precipitado con 2 volimenes
de etanol frio (-20°C). Una vez centrifugado y eliminado el
sobrenadante se resuspendié en un pequefio volumen de a-
cetato potésico 0,5 M (pH 6.0) volviendose a precipitar por

adicién de etanol frio.

Finalmente el sedimento ae tRNA fue secado a vacio
con objeto de eliminar cualquier traza de solventes orgéni-
cos y resuspendido en 1 ml de agua destilada. Su almace-
namiento, tal y como se ha venidp describiendo a lo largo

de esta seccibén, en pequefias alicuotas en nitrogeno liquido.

La eficiencia de la carga varié de un 40-60% segin
las preparaciones de S-100 empleadas, mientras que el

porcentage de recuperacién del tRNA fué siempre superior
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a un 85%.

La acetilacién del fenilalanil-tRNA se realizé de
acuerdo a Haenni y Chapeville (1966). Una solucién de a-
minoacil-tRNA ( 14C’ Fen-tRNA) tamponada a pH 5 median-
te una solucién de acetato sédico 1 M (concentracién final
0,2 M) se incubd a 0°C durante 2 horas. La acetilacién
tuvo lugar mediante adicién de 0,15 ml de anhidrido acético

recientemente destilado a los tiempos de 0, 40 y 80 minutocs.

14

La recuperacién y almacenamiento del N-Ac = C Fen-
tRNA fué idéntica a la descrita para el compuesto sin ace-

tilar. La eficiencia de la acetilacién fué siempre superior al

95%.

La actividad de ambos compuestos fué ensayada me-
diante sistemas standards descritos en los apartados [1.3.7
(sintesis de polifenilalanina) y 1I.3.8 (reaccién de la puro-

micina), respectivamente.

1.2.14. PREPARACION DE FRAGMENTOS 3' TER -
MINALES DE AMINOACIL-tRNA

Existen varias especies de tRNA con actividad acep-

tora del aminoécido leucina. La secuencia del extremo 3!

terminal ha‘'resultado ser GCACCA y GUACCA

OH OH °"

las 2 especies isoaceptoras predominantes.

Sometiendo Leu-tRNA o bien Ac-Leu-tRNA (pre -
parado seglin se ha descrito en el apartado anterior para

Ac-Fen-tRNA) a digestién por ribonucleasa Tl que es
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una endonucleasa espe_gific? de los enlaces pGpX obtendre-
mos entre otros fragmentos de la molécula de tRNA, aque-
llos‘ 3! terminales portadores del aminoécido de secuencia
C/UACCA-Leu-Ac que son sustratos dél centro activo pep-
tidil transferasa del ribosoma (ver reaccién del fragmento

1.3.9).

En este trabajo ha sido tan solo necesario preparar
el "fragmento acetilado"; sin embargo el método descrilo es

vélido igualmente para el no acetilado.

Dado que la utilidad principal de C/UACCA-Leu-Ac
es actuar como sustrato donador en la reaccién del frag-
mento no se r'e.quier‘e una total pureza respecto a otros
fragmentos del tRNA producidos en la digestién y que no
corresponden al extremo 3! (por consiguiente no aminoaci-
lados). Por ello se ha deshechado el método clasico de
preparacién (Monro, Cerna y Mafcker, 1968) empleéndo-
se la ér&nétogr’affa"en columna de intercambio iénico to —

mando como referencia el método descrito por Pestka (1971b).

L.a digestién por ribonucléasa Tl fué* hecha segin
condiciones standard. En un volumen fina) de 0,75 ml se
prepard una mezcla de incubacién que contenia acetato sé-
dico (pH 5,4) al 0.2%, EDTA 2 mM, 23 mg de la prepa-
racién de. Ac 3H Leu-tRNA que contenia 3.000 pmoles de
este producto y 0.45 mg de RNasa Tl.
La incubacién a 37°C se prolongdé durante 30 minu-

tos. Transcurride este tiempo se afadié formiato amédnico

(pH 5,0) hasta ponerlo a una concentracién 10 mM  que
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Sc tomaron las fracciones 19 y 20,



66

habria de ser la solucibén tampdn inicial de una columna de

DE AE -Sephadex A-50 previamente estabilizada.

Se pasaron 100 m]l de dicho tampén con objeto de
eliminar la radioactividad no unida (3H Leu) y a continua-
cién un gradiente lineal (150 ml) asi mismo de formiato a-
ménico pH 5 pero de concentraciones 0,1 M hasta 1M, El
fragmento C/UACCA3H Leu-Ac, es eluido a una concen-
tracién del tampén alrededor de 0,5 M. En el caso de que
la digestién no hubiera sido completa habrian de aparecer
otros fragmentos de mayor tamafio que eluirian secuencial-

mente hasta la concentracién tope de 1 M,

Con objeto de lavar completamente la columna se pa-
saron 100 ml de solucién 2,5 M. Cualquier porcién de a-
minoacil-tRNA resistente a la digestién eluye en esta etapa.
I_as fracciones en las que aparecid el pico de radiocactivi-
dad - 19 y 20 - (20 ml) fueron liofilizadas, resuspendidas
en 2,5 ml de agua destilada y posteriormente almacenadas

en pequefias alicuotas en nitrégeno liquido,

En la figura 1.3 puede'obsevr‘var‘se el resultado ob-
tenido en una de las preparaciones. De ella puede deducir-
se que la contaminacién por otros fragmentos de tRNA dis-
tintos del 3' terminal en las fracciones en las que eluye
C/UACCA 3H Leu-Ac es practicamente despreciable fren-

te a la densidad éptica total eluida a través de la columna.

[La actividad del fragmento acetilado asi obtenido fué

ensayado segtn la reaccién del fragmento (II.3.9),

rm—— e 0 o0 ¢

= e e o v -
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1.2.15. PREPARACION DEL COMPLEJO TERNA -
RIO N-Ac 14C’ FEN-tRNA-POLI U-RIBOSO -

MAS EN SU FORMA POSTRANSLOCADA.

Ha sido preparado con ribosomas de S,cerevisiae y

de E.coli. El proceso consta de dos etapas:

a) Fijacién no enzimética de N-Ac 14C Fen-tRNA a

un_sitio_no reactivo con puromicina_ (sitio A).- La mezcla

de reaccién contenia en su volumen final de 7,5 ml una so—-
lucién TRIS-CIH (pH 7,4) 50 mM, cloruro magnésico 20 mM,
acetato amédnico 100 mM, 0,9 mg de &cido poliuridilico cormo
mRNA, 10,3 mg de ribosomas y 2,11 namomoles de N-—

Ac 14(3 Fen-tRNA. Se incubé a 30°C durante 20 minutos y

a continuacién se realizé la segunda etapa.

b) Translocacién del N-Ac- 140 Fen-tRNA a un si-

tio reactivo con puromicina (sitio P).~ Para ello se afja-

dicron a la mezcla de incubacién descrita en el apartado
anterior 10 micromoles de GTP y 0,5 mg de proteina de
una preparacién de S-100 que éontenia el factor de trans-

locacién EF 2, dando un volumen final de 9 ml.

Tras incubar 12 minutos a la misrﬁa temperatura se
puso esta solucién en un tubo de centrifuga, sobre 2 ml de
otra de idéntica composicién salina pero al 20% en sacarosa.
Se centrifugd a 175.000 g durante 3 horas. El sedimentofué
resuspendido en 0,4 ml de BFY (maleato aménico (pH 6,5)
50 mM, cloruro magnésico 12 mM, 2-mercaptoetanol 5 mM)

en ¢l caso de ribosomas de levadura o en la misma can-
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tidad de BFB (TRIS-CIH (pH 7,4) 33 mM, cloruro mag-
nésico 13 mM_ y cloruro potésico 270 mM) en el caso de
ribosomas bacterianos. Ambas soluciones tampén BFY vy
BFB son las correspondientes a los estudios de fijacién de
antibiéticos a ribosomas de levadura y bacterias respecti-

vamente,

E ste complejo era usado inmediatamente después o
como maximo al dia siguiente a su preparacién, siendo en
tal caso almacenado a -20°C. A los 7 dfas conservaba el
90% de su actividad en reaccién con puromicina (I1.3.8.),

si bien su cinética era més lenta.

NOTA FINAL: Todos los procedimientos descritos en es-
ta Seccién 1I-2, han sido realizados a la temperatura de
0-4°C excepto en aquellos casos en que haya sido especial-

mente indicada otra temperatura.
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.3. METODOS _ANALITICOS

I.3.1. ELECTROFORESIS DE ALTO VOLTAGE

El papel preferentemente utilizado fué Whatman .3 MM,
si bien en aquellos casos en los que la intensidad de la

corriente a través del tampdn era muy elevada se usé

Whatman 1.

Todo el montaje operativo fué idéntico al descrito en
el correspondiente apartado preparativo. I.as aplicaciones,
4 por enséyo, se colocaron a lo largo de una linea trans-
versal de la tira, ocupando cada una de ellas 1 cm de an-

chura y 2 cms de separacién respecto de las contiguas.

Una vez concluida la electroforesis y secado el elec-
troferograma se cortaron en un sentido longitudinal las 4
tiras correspondientes a las aplicaciones, siendo cortadas
en secciones transversales de 1 em y estiméndose su con-
tenido en radioactividad tal y como se describe en el apar-

tado 11.3.5.
11.3.2. CROMATOGRAFIA EN "ChromAR SHEET 500"

Ya han sido descritas en la seccién preparativa las
ventajas de este medio cromatogréfico. Si bien a nivel ana-
litico las diferencias con los otros medios empleados tales
como papel o capa fina fueron mucho menores (practica —

mente nulas respecto a esta Gltima), su facilidad de manejo



70

y la correlacidn que siempre ha de existir entre niveles a-
naliticos y preparativos nos inclind a su uso. No obstante,
los distintos medios ensayados no presentaron sustanciales
diferencias respecto a RF o posiciones relativas de los pi-

cos de radioactividad.

I.a mecénica operativa fué tal y como se describié
en la seccidn preparativa con las mismas modificaciones in-
troducidas en la electroforesis analitica. La tdnica diferencia,
es que dado el menor desarrollo del cromatograma (16 cms
frente a los 40-50 cms del e¢lectroforegrama) las tiras
correspondientes a las aplicaciones se cortaron en secciones
de 1/2 cm en lugar de 1 cm. En todos los ensayos. anali-
ticos, los papeles de eclectroforesis o el medio cromatogré-

fico se utilizaron tal y como fueron recibidos del proveedor

sin tratamiento posterior alguno.

I.3.3. DETECCION DE ANTIBIOTICOS (Y DERIVA-
DOS) NO RADIOACTIVOS EN ELECTROFO-
REGRAMAS Y CROMATOGRAMAS.

a) Decteccidn de anisomicina v desacetilanisomicina. -

Se ha empleado un reactivo general de amin{as secundarias
compuesto por una soluciédn de ntroprusiato sédico al 5%
en acetaldehido acuoso (al 10%), a la que se afiade 1/10
(v/v) de carbonato sédico 20% justo en el momento de su
uso. Anisomicina y su derivado desacctilado aparecen como
una mancha azul sobre fondo rojo. La sensibilidad del mé-

6

todo es buena siendo la aplicacién standard de 5.X 107 gr.
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de antibidtico. Este reactivo ha de ser preparado cada
vez, dada la inestabilidad de las soluciones acuosas de ni-

troprusiato,

Anisomicina puede ser asi mismo ser detectada; en
un rango muy similar de sensibilidad, por observacién di-
recta a la luz ultravioleta. Esto es tan solo vélido para cro-
matogramas en ChromAR Sheet 500 donde han sido elimi-
nados en gran parte compuestos de absorcién a bajas lon-
gitudes de onda. En el caso de ensayos electroforéticos
(papeles Whatman) este método no es recomendable dada

su menor sensibilidad.

b) Gougerotina.~ Dada su estructura ;.)ir‘imidinica(ver“
Introduccién) este antibiético es detectado por observacién
directa a la luz ultravioleta. La sensibilidad cie deteccidén va-
ria dependiendo del medio en que se encuentre: 2 X 10“6 gr
es més que suficiente en medio ChromAR Sheet 500 pero

‘ . . . -5
son neccsarias cantidades superiores a los 10  gr para su

localizacién en papeles Whatman.

i

c) Antibiéticos del grupo de la tricodermina.~- Se ha

empleado un reactivo gerier-al’ de terpenos. Consiste én usar
aldehido anfsico y &cido sulftrico ambos al 5% (v/v) en cta-
nol. Tras sumergir el cromatograma en este rcactivo ha

de ser calentado a una temperatura de 80°C durante 5 mi-
nutos. El producto a revelar aparece como una mancha ne-
gra sobre fondo verde-gris, estable durante varias horas,
Z,SX 10—5 gramos de antibidtico son suficientes para una

perfecta deteccidn,
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- Este método fué tan solo aplicado a cromatogramas

en ChromAR Sheet 500.

11.3.4. ESPECTROSCOPIA ULTRAVIOLETA

Esta técnica ha sido de gran utilidad en la determi-
. . . oe 3 . . .
nacién de pureza y actividad especifica de H anisomicina

3 .
y ~Hgougerotina (ver Resultados).

Se ha empleado un espectrofotémetro modelo Cary 15
de carta mévil. Se hicieron espectros continuos de las sus-
tancias requeridas en el intervalo 205-320 nm. Se usaron
cubetas de cuarzo de 1 cm de paso de luz y 1,5 ml de ca-

pacidad, capaces de medir en el ultravioleta lejano.

Para determinaciones a una longitud de onda determi-
nada (260 nm para ribosomas) se empleé un espectrofoté —

metro Gilford modelo 2.400.

II.3.5. ESTIMACION DE MUESTRAS RADIOACTIVAS

Ha sido llevada a cabo indistintamente en un espectrs-
metro de centelleo liquido modelo Packard TRI-CARB o
Nuclear-Chicago Mark ll. Las eficiencias de ambos han si-
do calculadas tan solo en aquellos casos en .que fueron re-
queridas medidas absolutas en desintegraciones por minuto

(apartado d).

[.as sustancias a medir asi como el liquido de cente-~
lleo requerido fueron introducidos en viales cilindricos de

3 ml de capacidad que a su vez eran depositados en viales
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(25 ml) suministrados por.las casas comerciales para uso
directo en el contador. Los liquidos de centelleo empleados

fueron:

a) Muestras en soportes sélidos (papel, filtros etc).-

Butil-PBD al 0,5% en tolueno. Adicién: 2-3 ml. En gene-

ral una cantidad suficiente para cubrir el papel.

b) Muestras disueltas _en acetato de etilo (ver apar-

tados 11.3.8 y 9).- Butil-PBD al 0,5% en tolueno, a los

que se afiaden 250 ml de metoxietanol por litro de tolueno.

Adicién, 2 ml. El volumen de acetato de etilo fué de 0,8ml.

c) Muestras acuosas: volimenes 1-10 microlitros. -

Liquido de centelleo Bray's (Bray, 1960). Compuesto por
naftaleno 60 gr'amos', Butil-PBD 5 gramos, metanol 100 ml

etilenglicol 20 ml y dioxano hasta un volumen final de 1.000ml.

d) Muestras acuosas: volimenes superiores a 10 mi-

crolitros o soluciones ribosdmicas. - Il.iquido de centelleo

Bray's CAB-O-SIL (Packard) al 4%. Adicién 2,5 ml. An-

tes de su contaje las muestras han de ser agitadas fuerte-
mente en un agitador del tipo de los llamados "Mixer", du-

rante 30 segundos con objeto de obtener un gel uniforme.

LLa eficiencia en estas condiciones era en Nuclear
Chicago, 92% para carbono 14 y 38% para tritio, mientras

que en Packard fueron respectivamente de 85 y 31 %.
11.3.6. GRADIENTES ANALITICOS

Su utilidad en el presente trabajo ha sido: 1) detec-
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tar la>pur'eza de las subunidades ribosémicas, 2) las con-
diciones ibnicas éptimas para la disociacién de ribosomas
80S y 3) el estado de agregacién de los ribosomas en las

condiciames de fijacién.

Los gradientes del 5 al 30 % en sacarosa, fueron li-
neales y formados en tubos de nitrato de celulosa de 6 ml-
de capacidad. Se centrifugaron durante 70 minutos a 150.000g

en un rotor SW 50.1 a la temperatura reduerida.

Una vez terminada la centrifugacién su perfil de den-~
sidad éptica fué registrado a 254 nm en un analizador ultra-
violeta ISCO de célula de flujo continuo equipado con un re-

gistro gréfico.

11.3.7. ENSAYO DE SINTESIS DE POLIFENILALA-
| NINA DIRIGIDA POR ACIDO POLIURIDICO CO-
MO mRNA,

Este ensayo de polimerizacién de cadena peptidica ha
sido ampliamente utilizado en los iltimos afios dada su sim-
plicidad y su general ’aplicabilidacfi. Tan solo son requeridos
" poli U (comercial), Fenilalanil-tRNA de facil preparacién
(I1.2.13) y de universal aplicacién, ribosomas y un extrac-
to crudo de los factores de polimerizacién. Asi pues, cual-"
quier organismo, &érgano o tejido del que puedan ser extrai-
dos ribosomas y factores de polimerizacién atn en forma
cruda puede ser énsayado en su capacidad de sintetizar pro-

teinas.

Hoy dia en que los sistemas acelulares van siendo
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cada vez méas perfeccionados,. la sintesis de polifenilalanina
estd siendo sustituida por ensayos que utilizan mRNA natu-
ral y por consiguiente px':eparaciones mas o menos purifica-
das de factores de iniciacién. No obstante, en aquellas si-
tuaciones donde tan solo sea necesario detectar la actividad
fibosémica, como en las descritas en esta Tesis, la.sx’r'mte-

sis de polifenilalanina sigue conservando toda su validez,

Este ensayo es aplicable a cualquier tipo de sistemas

con muy ligeras modificaciones. En los que aqui nos ocupan:

S.cere\}isiae, amigdalas palatinas humanas y E.coli se dan
las siguientés caracteristicas comunes: Ribosomas 1,5mg/nl,
poli U 0,1 mg/ml, 14CIF’en—tRNA 6,5 pmoles, GTP 1,25mM
cloruro magnésico 12 mM y S-100 1/10 del volumen total
que en todos los casos f{ué de O,i ml. Las variaciones es-
trfban 1) en la composicién de la solucién tampén, maleato
aménico (pH 6,5) para levaduras y TRIS-CIH (pH 7,4)
para humanos y E.coli, siempre a una concentracién final
50 mM y 2) en la concentracién y naturaleza del ién mono-
valente: amonio en levaduras y {potasio (60 mM) en huma-
nos y (30 mM) en E.coli. Las incubaciones se realizan du-
rante 30 minutos a 30°C (levadura) é 37°C (humanos y

E .coli). Estas se detienen por adicién de 2 ml de TCA frio
al 5%. Previamente se han de afiadir 5 microgramos de al-
bumina boviria (que actua como coadyuvante en la precipita-

cién proteinica).

" Antes de filtrar este precipitado es necesario hidroli-

-

zar el aminoacil-tRNA que no haya reaccionado para lo que
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se calienta el sistema a 90°‘C durante 15 minutos. Tras en-
friar, se filtra a través de filtros Whatman GF/C en los que
se estima la radioactividad retenida segin se ha descrito en

el apartado 5 de esta Seccidn.

Estos sistemas han sido previamente descritos por :
Heredia y Halvorson (1966) el de levadura, Bermek vy
Matthaei (1970) el de amigdalas palatinas humanas y Niren-

I;er-g y Matthaei {1961) el de E.coli.

I1.3.8. ENSAYO DE LA "REACCION DE LA PURO-
MICINA" A PARTIR DEL COMPLEJO N-Ac 14C
FEN.tRNA-POLI U-RIBOSOMAS EN FORMA .

POSTRANSLOCADA.

La adicién de puromicina a este complejo ternario per-
mite estudiar separadamente la reaccién de formacién de en-
lace peptidico del resto de las etapas necesarias para el cre-
cimiento de la cadena peptidica. De esta forma se puede es-
tudiar la accién de un inhibidor §obr~e el enzima responsable
de esta reaccibén y corelaccionarlo con los datos de fijacién

de dicho inhibidor al ribosoma (ver Resultados).

L.a mezcla de reaccién contenia en un volumen finalde
0,1 ml: maleato aménico (pH 6,5) 50 mM, cloruro magnési-
co 12 mM y 2-mercaptoctanol 5 mM (BFY); 8 microlitros del
14
C

complejo ternario equivalentes a 28,2 pmoles de N-Ac

Fen-tRNA y 0,1 micromoles de puromicina.

. . . » (o} .
[.a incubacibén se realizd a 30 C durante el tiempo re-

querido. Se detuvo mediante adicién de 0,1 ml de sulfato de

B e i o AN i Pt 5
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berilio (pH 5,5) saturado con su’lfat.o magnésico. bél‘pr‘oduc_
to de la reaécién N.Ac 14C Fen-PM fué exiraido con lvrryll
de acetato de etilo y estimada su radioactividad segin ha si-
do descrito en el apartado 11.3.5 (Leder y Bursztyn 1966).
En todos los casos fué sustraida la radioactividad corres-

pondiente a los blancos sin puromicina.

Este mismo tipo de experimentos ha sido realizado con
un complejo ternario de las mismas caracteristicas pero con

ribosomas de E_ coli considerando las siguientes diferencias:

Condiciones iénicas: TRIS-CIH (pH 7,4) 33 mM, clo-
ruro magnésico 13 mM y cloruro potésico 270 mM (BFB) .
Incubacién: se .incubaron el tiempo requerido a 37°C y a 0°c

seguin el tipo de experimento a realizar.

I1.3.9. ENSAYO DE LA "REACCION DEL FRAGMEN-
TO" ‘

Ha sido llevado a cabo, al igual que la reaccién dela
puromicina, con ribosomas euca}r‘iéticos de la levadura S.ce~
revisiae y con ribosomas procaridticos de la bécter‘ia E.coli.
Se ha seguido el sistema descrito por Battaner y Vazquez

(1971a) y por Monro y Marcker (1967) respectivamente.

L.a mezcla de reaccién contenia en un volumen final de
0,1 ml las siguientes condiciones iénicas: TRIS-CIH (pH 7,4)
50 mM, cloruro magnésico 20 mM y cloruro potésico 400 mM

(FRY) para levadura o TRIS-CIH (pH 7,4) 33 mM, cloru-
ro magnésico 13 mM y cloruro potésico 270 mM (BFB) pa-
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ra bacterias, ademés de 1 mg/ml de ribosomas 0,5 pmoles
de C/UACCA 3H LLeu-Ac, 1 mM de puromicina y 33%
(v/v) de etanol con el que se iniciaba la reaccién. Esta se
incubaba a 0°C el tiempo deseado y se detenia y extraia el
Ac 3H Leu-PM segtin el método de Leder y Bursztyn (1966)

descrito en el apartado anterior.

11.3.10. ENSAYOS DE FIJACION DE ANTIBIOTICOS.
DIALISIS DE EQUILIBRIO.

Este método, el més natural de todos, estd fundamen-
tado en la capacidad que poseen las moléculas de pequefio ta-
mafio o ligandos (antibiéticos) de atravesar membranas de
dialisis.  Asi, si a ambos lados de las membranas colocése-
mos una solucién salina, pero tan solo en una el ligando, és-
te, por difusién, pasard al otro lado hasta que su concentra-
cién fuese idéntica en ambos. Sin embargo, si en uno de los
lados de la membrana existiese una macromolécula o estruc-
tura incapaz de atravesarla (ribosomas)y que poseyera una
cierta afinidad por el ligando, sustraeria del medio una cierta
cantidad de este, Siendo necesario un nuevo transporte de li-
gando desde la solucién sin macromolécula para volver a al-
canzar el equilibrio. En estas condiciones la difer*encia de li-
gando entre ambos lados de la membrana nos darfa la medi-

da directa del que se encuentra fijado, a la macromolécula.

Experimentalmente se han utilizado unas c&maras de
dialisis de leucita que permitian colocar cantidades de 0,05~

2 ml en unos compartimentos situados a ambos lados de la

e Ricii
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membrana de f4cil acceso desde el exterior, lo que facili-
taba enormemente la operacién de toma de muestras. Du-
rante el proceso de didlisis estos compartimentos quedaban
hermeticamente cerrados, evitando cualquier efecto de eva-
poracién, muy sensibles en los limites normales de trabgjo
0,1 ml (a ambos lados). La membrana utilizada fué ‘tubo
Visking 8/32 previamente hervido con solucién de carbona-
to sédico al 10%. Tras repetidos lavados con agua desioni-
zada eran conservados en solucién 0,1 mM de EDTA a
4°C,

L a didlisis se llevd a cabg en un bafio termostato del
mismo material que las cdmaras. Estas eran introducidas en.
un '"container" capaz de deslizarse a lo largo de dos peque-
fios rieles colocados transversalmente dentro del bafio. Este
"eontainer" era agitado de forma constante en la direccién
perpendicular a la membrana de diélisis merced a una bie-

la acoplada a un pequefio motor eléctrico.

Mediante este sencillo dispositivo se logré que las con- -
diciones de agitacién fueran idénticas en cada cdmara, dan-

do una uniformidad total al experimento.

I.3.11. ENSAYOS DE FIJACION DE ANTIBIOTICOS.
METODO DE ULTRACENTRIFUGACION,

En este caso la separacién fisica de ribosomas res-
pecto del antibidtico se realiza mediante la fuerza cenirifuga

que hace que la macromélecula se desplace hasta el fondo



del tubo quedando alli sedimentada, mientras que el ligando
permanece en solucién uniformemente distribuido. Sin em-
bargo cuando ambos, ribosoma y antibidtico, se centrifugan
conjuntamente, en virtud de-su afinidad mutua una determi-
nada proporcién del inhibidor sedimentard unida a la fraccitn
ribosdmica. Asi la cantidad de ligando fijado vendré& dada
por la diferencia existente entre la solucién inicial y el so-

brenadante resultante tras la centrifugacién.

Durante este ensayo la concentracién de ribosomas
no permanece constante, lo que en un principio podrd alte-
rar el equilibrio antibiético-ribosomas. Sin embargo los re-.
sultados experimentales obtenidos con este método han sido
'siempr‘e idénticos a los conseguidos mediante didlisis de e-

quilibrio,

Las condiciones experirﬁentales han sido para riboso-
mas: Centrifugacién a 38.000 rpm (velocidades superiores
causaban eventual aplastamiento de los tubos) durante dos
horas a la temperatura requerida, y para subunidades ri-

bosémicas: idem, excepto 6 horas.

Se han utilizado rotores de 12 huccos (Beckman/
Spinco modelo 50 Ti o 40) en los que se introducfan me-
diante adaptadores 24 tubos (como méximo) de nitrato de

celulosa de 0,6 ml de capacidad (Beckman).

Dada la mayor simplicidad de este méiodo ha sido
empleado en la mayor parte de los experimentos limitando-

se el uso de la didlisis de equilibrio en experimentos con-
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trol (ver Resultados).

I1.3.12. ENSAYOS DE FIJACION DE ANTIBIOTICOS,
METODO DE PRECIPITACION POR ETANOL

Con objeto de correlacionar la accién de inhibidores
sobre el centro peptiail t‘r'a'nsfer'asa (ensayado segiin la reac-
cién del fragmento) con su afinidad por el ribosoma, la in-
teraccién entre ambos hubo de ser estudiada en tales con-

~diciones ibnicas,

Una concentracién de etanol al 33% (v/v) provoca la
precipitacién de los ribosomas pero no del antibibtico. Asi,
este método es sustancialmente idéntico al descr‘ito.en el a-
partado anterior. En aquel habia que someter a la macro-
molecula durante un cierto tiempo a un elevado nimero de
g con objeto de sedimentarla y separarla del antibiético no
unido, mientras que en este, una ligera centrifugacién (ge-
neralmente 10 minutos a 30.000g) resulta suficiente. Por
lo demés, el resto de la técnica Pperativa es idéntico a la

descrita para el método de ultracentrifugacién.
11.3.13. CONDICIONES EXPERIMENTALES

[ os ensayos de fijacién han sido realizados (mientras
no se especifique lo contrario) en las soluciones tampén si-

guientes:

Fijacién_a ribosomas de_ levadura.- Condiciones stan-

dard, BFY: Maleato aménico (pH 6,5) 50 mM, cloruro
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magnésico 12 mM y 2-mercaptoetanol 5§ mM, Condiciones
de la reaccién del fragmento, FRY: TRIS-CIH (pH 7,4)
50 mM, cloruro magnésico 20 mM y cloruro potdsico 400 mM,

Fijacidn a ribosomas de amigdalas palatinas humanas.-

Condiciones standard BFH: TRIS-CIH (pH 7,4) 50 mM,

cloruro magnésico 11 mM, cloruro potidsico 60 mM y 2-mer

captoetanol 7 mM,

Fijacién a ribosomas de E . coli.- Condiciones standard,
BFB: TRIS-CIH (pH 7,4) 33 mM, cloruro magnésico 13mM

y cloruro potdsico 270 mM, Condiciones de la reaccién del

fragmento, BFB(E): idéntica composicién pero en solucién

de etanol al 33% (v/v).

Las cantidades empleadas tanto de ribosomas como de
antibiético radioactivo en los ensayos de determinaciones cuan-
titativas serén descritas, dada su variabilidad, en los corres- :

pondientes apartados de Resultados.

Sin embargo en los experimentos' de inhibicién de la
fijacién de un antibibtico por otros inhibidores, as{ como en
los ensayos de condiciones Sptimas de fijacién (variacién de
las soluciones tampédn descritas m&s arriba) las condiciones

empleadas fueron:

v . 3 . . . )
Fijacién de ~H anisomicina.- Ribosomas de S.cere-

visiae 2,5 X 10_6M 6 3,5X 10-6 M para ribosomas huma-

. . 3 . . .
nos, mientras que la concentracién de ~H anisomicina fué

6

siempre de 100 M. Todo ello en un volumen final de 0,1 ml

del que eran tomadas alicuotas de 0,025 ml para estimacién
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de radicactividad, antes y después de la centrifugacién.

e e, 3 . .
Fiacién de ~H gougerotina.- Ribosomas de S.cere-~

.6M y 10—6M para 3H gouge--

visiae y de E_ coli 3,5X 10.—
rotina. Volumen final y alicuotas para radioactividad como

en el apartado anterior,

e . 14 . . .
Fijacién _de C_tricodermina. - Ribosomas de S.ce-

6

revisiae y de amigdalas palatinas humanas 2,5X 107 M.

6

C tricodermina 3X 10~ M. EIl resto como en apartados

" anteriores,

[La técnica de ultracentrifugacién ha sido empleada
para estos experimentos. En aquello§ otros en los que el
etanol estuvo pl;esente en condiciones variables (ver Resul-
tados) se siguié dicha técnica tan solo para; proporciones
inferiores al 20% (v/v) y la sedimentacidn por etanol para
las superiores. EIl resto de las condiciones fué tal y como

se describe mas arriba.
[1.3.14. CALCULOS

[La interaccién de un éntibiético con un ribosoma (en
general un ligando con una macromolécula) cumple las le-
yes de los cquilibrioé 4cido-base (para un tratamicento com -
pleto ver Edsall y Wyman ,’ 1958) obteniéndose para el ca-

so de un tipo Gnico de fijacién la expresidén:

nKa (A)
1+K (A)
a

Y =
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donde Ka es la constante de asociacién del equilibrio

K
R +nA —i‘ R.nA

312 Kd es la constante de disocia~

.’ , a ~
cién que serd la comunmente empleada a lo largo del pre-

I a

cuyo valor inverso

sente trabajo. ) nos da el grado de saturacién, es decir
los moles de antibiético unidos por mol de ribosoma. (A)
es la concentracién de antibiético libre en el equilibrio y n

el ntmero de sitios de fijacién de antibiético en el ribosoma.
'\Cuan.do existen m tipos distintos de fijacién, la expre-
sién anterior se generaliza en la forma:

— _ m n. Ky, (A)
)J - z .‘_l : ,l :
: =1 1+ Ky (A)

donde un tipo de fijacién m, posee n. moléculas de ligando
por ribosoma, todas ellas equivalentes e independientes vy
con una afinidad dada por su correspondiente constante de

asociacién Kai .

De las multiples representaciones gréficas en que
pueden ser expresadas las ecuaciones anteriores (Edsall
y Wyman, 1958) hemos escogido la dada por Scatchard

(1949) por ser estadisticamente la mas fideligna.

En ella se_cumple que:
m

_ ) m - m
lim —— = }_ n. Ki y lim) = ;Zlni

es decir que si los distintos m tipos de fijacién son realmen-
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te indecpendientes entre si, asi como los distintos sitios de
fijaciéon n, se obtendré una serie de m rectas a partir de
las cuales puéden calcularse directamente sus correspon-
dientes valores de n (interseccién con el eje de abcisas) y
de Ka (pendiente de la recta cambiada de signo). Cualquier
desviacién de la linearidad de estas rectas implicaré due las
suposiciones de independencia hechas mas arriba no se cum-

plen experimentalmente.

Un estudio mas detallado y completo de los apartados
II.3.10 a 11.3.14 ha sido llevado a cabo por Ferné&ndez-Mu-
floz en los trabagjos de referencias: Fern&ndez-Mufioz, Mon-
ro y Véazquez (1971), Fernindez-Mufioz y cols. (1971) y
especialmente e.n su Tesis Doctoral (1971) (Facultad de Far-

macia, Universidad de Madrid).
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.1, PREPARACION. DE 3H ANISOMICINA

m.1.1. PROCESO DE MARCAIJE

Este proceso, dadas sus caracteristicas técnicas es-
pecialmente las altas cantidades‘de radioactividad man.ejadas,
no ha sido posible realizarlo en nuestro laboratorio, No
obstante y puesto que es el punto de partida de esta Tesis
creo interesante su inclusién. Se enviaron 100 mg del an-
tibidtico al servicio de Quimica Orgénica del Radiochemical
Centre (Amersham, Inglaterra) donde fueron tratados de la
siguiente forma: se mezclaron con 100 mg del catalizador de
Adams en su forma reducida a los que se afiadieron 3 ml
de agua tritiada con un contenido en radioactividad de 300 Ci.
Esta mezcla se introdujo en una ampolla que fué cerrada al
vacio y posteriormente calentada a una temperatura entre 90
y 100°C durante 16 horas. Trascurrido este tiempo se eli-
mind el exceso de agua tritiada por liofilizacién y el residuo
sélido fué redisuelto en 25 ml de una solucién acuosa de &-
cido clorhidrico diluido (alrededor de pH 5) y filtrado para
eliminar el catalizador. L a solucién, que contenfa un total
de 115 mCi, serd denominada a lo largo de esta Tesis

"crudo radioactivo',

. 1.2, DETECCION DE 3H ANISOMICINA EN EL
CRUDO RADIOACTIVO, '

Cualesquiera de los métodos empleados en la detec-
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cién de posible 3H anisomicina existente en el crudo radio-
activo han de considerarse tan solo a modo informativo ya
que, logicamente, ninguno de ellos serd enteramente espe-
cifico. Si a esto unimos las consideraciones hechas en
Discusidn acerca de la naturaleza de los productos conta-
minantes, se comprenderd que los resultados expuestos en
este apartado solo tendrian caracter definitivo en el caso

que resultasen negativos.

De la misma forma, detecciones basadas en princi-
pios enteramente distintos ser&dn mayor garantia de existen-
cia del antibidtico radioactivo. Para H anisomicina se han

empleado:

a) anillos de inhibicién del crecimiento de la levadura

S . cerevisiae.

b) Inhibicién de la sintesis de polifenilalanina en un

sistema acelular de este microorganismo.

c) Perfil electroforético del crudo radioactivo.

En los dos primeros casos se trazd previamente una
curva patrén y por interpolacién de unas cantidades cono -
cidas de crudo radioactivo, se ca‘lculé la existencia de 3H
anisomicina. Los resultados (Fig. IlI.1) fueron muy dispa-
res. Asi en el caso dé anillos de inhibicién de crecimiento,
considerando que todo el producto con actividad antibidtica

3 . . . , : ‘s
fuese H anisomicina se encontraria en una proporcién del
9%. Sin embargo haciendo el mismo tipo de consideraciones

para el segundo de los ensayos, tan solo existiria un 1,5%
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el crudo radioactivo.

A. Anillos de inhibicién del crecimiento de la levadura
S.cerevisiae sobre agar.

B. Inhibicién de la sintesis de polifenilalanina en un
sistema acelular de levadura.
Los circulos blancos (o) corresponden a la interpolacién

del resultado obtenido con determinadas cantidades del
crudo radioactivo.
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del antibiético en el crudo .radiocactivo.

El tercer método se fundamenta en la especifidad que
presenta la movilidad electroforética de anisomicina en cier-
tas condiciones (ver apartado IlI.1.3). Asi en una solucién
tampén compuesta por trietanolamina 50 mM-CIH (pH 8,6)
(siendo 90 V/em y 1 hora el resto de las condiciones ex-
perimentales empleadas), un crudo radiocactivo standard pre-
senta 4 méaximos de radicactividad perfectamente definidos.
El primero de ellos en el origen del electroforegrama y los
otros tres M1, M2 y M3 a unas distancias de 11, 20 y 32
cms, respectivamente, hacia el cdtodo (Fig. 1lI.2). La pre-
sencia del méximo M2 es indicativa de existencia de 3H a-

nisomicina.

Hay que considerar que esta zona del electroforegra-
ma descrita como M2 contiene ademd&s otros productos de
degradacién, sin embargo se ha comprobado que presentan
unas caracteristicas de estabilidad enteramente paralelas a

las del antibiético.

Este método es a lo sumo estimétivo no pudiendo ser
considerado en ningn caso como cuantitativo. No obstante,
aventaja considerablemente a los anteriores en facilidad de-
realizacién y en la minima cantidad de crudo radioactivo ne-
cesario: 2 X 10_3 ml,

. 1.3. ESTUDIOS SOBRE LA MOVILIDAD ELEC-
TROFORETICA DE ANISOMICINA

Se ha estudiado la movilidad electroforética de ar}iso—
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micina en un rango de pH comprendido entre 5,5 y 10,5
unidades (pK‘51 (anisomicina)= 7,9). Ante tan amplio mar-
gen, hubieron de utilizarse diversas soluciones tampén.
[LLas condiciones experimentales que aparecen entre parén-
tesis han sido las empleadas en esta Tesis mientras no se

especifique lo contrario. -

5,5-7,6: Cacodilato sédico 50 mM-CIH (45 V/em y 1 hr)

7,2-8,6: TRIS 50 mM-CIH ' (60 V/em y 1 hr)
. 8,4-9,8: Trietanolamina 50 mM-CIH (90 V/em y 1 hr)
9,5-10,5: Etanolamina 50 mM-CIH (60 V/em'y 3 1/2 hr)

Para aquellos valores de pH comprendidos en los in-
tervalos de dos soluciones tampdn, ambas fueron empleadas,

obteniéndose idénticas movilidades.

L os resultados aparecen expresados en la figura lII.
3. En ella existen 3 zonas claramente diferenciadas. A va-
lores de pH infefior*es a 7,5 nos encontramos con la velo-
cidad migratoria méxima de la molécula, que corresponde a
un estado de plena carga. EI valor absoluto de esta movili-

dad es 1,4 X 10-4 em/V.seg y fué tomada como 100%.

A medida que se aumenta el pH el valor de la movi-
lidad de anisomicina decrece segGn una relacién lineal (in-
tervalo pH 7,5-9,0). Sin ‘embargo a partir de pH 9,0 apa-
rece una seguhda pendiente y puesto que anisomicina posee
un Gnico grupo ionizable (el anillo pirrolidinico) su presen-
cia debe ser explicada sobre la base de un efecto de induc-

cién producido por el tampén (Zweig y Whitaker, 1967).
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C. Trietanolamina 50 mM-CIH 1 hr, 90 V/cm
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100% de movilidad corresponde a 1,4 X 10 4 cm /V.seg
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Estas dos pendientes van a ser de gran utilidad en el pro-

- . 3 . . .
ceso de purificacién de H anisomicina.

Se comprobdé que en aquellas condiciones en que la
movilidad del antibiético es 100%, esta dista mucho de ser
especifica y el grado de purificacién obtenido es bastante |
mediocre. Sin embargo a medida que la carga iénica del
anillo pirrolidinico va siendo neutralizada, anisomicina va
adquiriendo un notable incremento de especificidad siendo
"teoricamente" total a aquellos valores de pH correspon-
dientes a la segunda pendiente de la figura IlI.3 (pH mayor

de 9,0).

El entrecomillado de la palabra teoricamente se debe
a que si bien a pH 10 anisomicina, como tal sustancia po-

see una movilidad electroforética totalmente especifica (ver

pie de pdgina), cuando se encuentra en el crudo radiocac-
tivo tal significado pierde su intrinseca validez dadas las
multiples interacciones entre los contaminantes, lo que dis-
minuye considerablemente su resolucién. Todo ello sin con-
tar con la enorme cantidad de radioactividad distribuida ines-
pecificamente a lo largo del electroforegrama. Resumiendo,
esta especifidad a pH 10,0 podria ser véilida desde un pun-

to de vista analitico pero nunca con fines preparativos.

[La figura llI.4 presenta los perfiles electroforéticos

del crudo radioactivo en las condiciones de:

Méxima movilidad (llI.4.A) cacodilato sédico-CIH
(pH 6;0) y 2 horas; primera pendiente (IlI.4,B) trietanol-

NOTA. Esta afirmacién ha sido comprobada "a posteriori®

una vez que 9H anisomicina fué obtenida en forma totalmen-
te pura (ver III1.1.7).
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B. Trietanolamina 50 mM-CIH (pH 8,6) y 1 hr.

C. Etanolamina 50 mM-CIH (pH 10,0) y 1,5 hr.
Voltajes como en Figura IlI.3. Aplicacién 2 X 10_3 ml
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amina-CIH (pH 8,6) y 1 hora; segunda pendiente (III.4.C)
etanolamina-CIH (pH 10;0) y 1,5 horas. En esta experien-
cia se han variado los tiempos de corrida (manteniendo cons-
tantes los voltajes) con objeto de hacerlo comparativo con
las condiciones en B (90 V/em y 1 hora) tomadas como

unitarias.

L.as manchas negras r-epr‘esentah los controles de
anisomicina no radioactiva. Una vez apuntados los proble-
~mas planteados en una purificacién en un solo paso queda-
ba la posibilidad de realizarla mediante dos é més etapas.
Se determind que el pico de radioactividad correspondiente
a anisomicina en A (pH 6,0) se desdobla en los dos picos
de méxima movilidad presentes en B (pH 8,6) mientras que
los otros dos (en el origen y a 12 cms de este) pefmane—
cen insensibles a esta variacién de condiciones experimen-
tales. Asf mismo se comprobdé que la pureza del pico
correspondiente a anisomicina en B (pH 8,6 y movilidad
20-22 ecms) no presentaba diferencias si se aislaba directa-
mente en estas condiciones 6 a_partir del pico de méxima

movilidad segin A (pH 6,0) purificado previamente.

Asi una vez obviado el paso AB quedaba por saber
si BC resultaria o no definitivo. Para ello se aislé a esca-
la semipreparativa (0,1 mi de crudo radioactivo en papel
Whatman 3 MM) la radioactividad de movilidad 20-22 cms en
las condiciones descritas para pH 8,6 (mé&ximo M2 en figu-
ra llI.2) y se corrié en las correspondientes a pH 10.0.

El resultado aparece en la figura lll.5, La zona punteada
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B. Etanolamina (50 mM)-CIH (pH 10,0), 60 V/cm vy
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. . . 3 . . .
en la parte inferior de la figura resulté ser H anisomicina

pura segin criterio electroforético.

Asi pues este método de purificacidn en dos etapas
(electroforesis a pH 8,6 y pH 10,0) parecia idoneo. Sin
embargo tan prometedores resultados en la escala semipre-
parativa no tuvieron correspondencia cuando se intenté la
purificacién de 2,5 ml de crudo radioactivo (equivalentes a
10 mg de anisomicina original). La resolucién a pH 8,6 fué
muy inferior, apareciendo interferencias entre los méximos
de radioactividad. Esto es, al purificar M2 y volverlo a
correr en.las mismas condiciones pero a escala analitica,
aparecifan contaminaciones (incluso superiores al 10%) de
M1 y M3. Esto influyé en el grado de pureza conseguido
tras la segunda electroforesis (pH 10,0) ya que en ningln

caso se consiguié superar el 85%.

Dado que el método era teoricamente correcto (re-
sultados analiticos o semipreparativos) se pensé en susti-
tuir el primer paso (electroforesis a pH 8,6) por una téc-
nica de similar fundamento y de una mas amplia capacidad
preparativa: cromatografia en columna de intercambio iénico
utilizando una resina cambiadora de cationes (carboxi-metil

celulosa).

m.1.4. ETAPAS DE PURIFICACION.,
COLUMNA DE INTERCAMBIO IONICO

Todas las etapas de la purificacién de ~H anisomici~

. o .
na fueron realizadas a la temperatura de 0-4 C mientras no
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se especifique lo contrario.

Se tomaron 10 ml de crudo radicactivo equivalentes
a 40 mg de anisomicina inicial y se liofilizaron. EIl residuo
fué redisuelto en 4 ml de solucién tampdn inicial, carbona-
to aménico 2 mM, pH 8,6 (con la que habia sido previa-
mente estabilizada la columna de CM—celulosa,_ 1.2.1) y
aplicados en la parte superior del lecho cromatogréfico. Se
pasaron a continuacién 150 ml de solucién inicial con obje-
to de eluir de la columna toda aquella radioactividad no re-
tenida que resulté ser un 45% del total. Esta operacidén fué
seguida por la elucién de los compuestos retenidos, median-
te 320 ml de un gradiente lineal de la misma composicibén,
esto es carbonato aménico, desde 2 mM hasta una concen-

tracién 50 mM manteniendo constante el pH.

Finalmente 100 ml de carbonato aménico 250 mM sir-
vieron para eluir de la columna cualquier radioactividad re-
sidual que permaneciera aln unida, quedando asi r‘egenef‘a-
da para nuevo uso previa estabilizacién con solucién tampén
inicial,

Otras condiciones experimentales fueron: flujo de sa-
lida de la columna 100 ml/hora recogiéndose fracciones de
7,5 ml, que contenfan 1,5 milimoles de &cido férmico con
objeto de disminuir el pH del eluido y evitar innecesarias

degradaciones del antibidtico.

El perfil de radiocactividad (Fig. IlI[.6) fué determina-

3

do tomando alicuotas de 3 X 10"~ ml de cada fr-accién‘; tal

y como se describié en Métodos (1I.3.5). Puede observar-
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se un gran paralelismo con el perfil electroforético obtenido
en las mismas condicioneé de alcalinidadv,‘ (ver Fig. Il1.2 6
Fig. ll1.4.B) pues si bien el pico M1 es eluido con la so-
lucién inicial debido a su debil carga positiva, aparece lige-
ramente retrasado de aquellos productos sin carga alguna
que eluyen en el frente y que se corresponden con el pico

en el origen del electroforegrama.

A pesar de estas similitudes se hizo necesario iden-

_ tificar cuales de estas fracciones contenian 3H anisomicina.
El método empleado fué el electr'ofor*ét.ico (cuyas ventajas
han sido descritas en IlI.1.2) bajo aquellas condiciones de
méxima resolucién y especifidad para el antibidtico, esto es
solucién tampé}l trietanolamina 50 mM-CIH (pH 8,6) 90 Vian
durante 1 hora y etanolamina 50 mM-CIH (pH 10,0) 60 Vem
durante 3 1/2 horas. Las fracciones ensayadas correspon-
dieron a la radioactividad eluida a las concentraciones de

10-12 mM, 20-25 mM y 30-32 mM de carbonato aménico.

Los resultados gAr‘éficos expresados en la figura III.6
son de por si explicativos. Las fracciones 10-12 mM y 30-
32 mM no contienen en absoluto 3H anisomicina, demostréin-
dose al mismo tiempo la identidad del pico de méxima carga
positiva (eluido en dltima posicién) con M3 (méxima movili-
dad en éstas condiciones). Las manchas negras represen-
tadas en los electroforegramas corresponden a los controles

de anisomicina no radioactiva.

En cuanto al pico central se ensayaron por separado

su parte anterior (fracciones 43-44), central (45-46) y
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Parte superior: Perfil de radioactividad del eluido
Parte inferior : Identificacién de las fracciones conte-
niendo “H anisomicina por electroforesis

Fracciones 43-46 (en negro) fueron tomadas para
continuar la purificacién.
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posterior (47-48), observéindose que segin el ensayo a

pH 8,6 las tres contenian 3H anisomicina.,v si bien la frac-
cién mas pura era logicamente la central. Sin embargo el
anélisis a pH 10,0 revelé de forma inequivoca que la par-
te posterior del pico tenia una proporcién minima del anti-

biético por lo que fué descartado.

Asi se tomaron las fracciones 43-46 (en negro en
la Fig. Ill.6) y se liofilizaron con objeto de ser corridas

~ electroforeticamente en la segunda etapa de purificacién.

Previamente al proceso preparativo, se realizaron
pruebas analiticas con objeto de encontrar las condiciones
éptimas de elucién. Para ello se aplicaron a la misma co-
lumna empleada en la purificacién 0,1 ml de crudo radio-
activo y una cantidad suficiente de anisomicina no radioac-
tiva para poder ser detectada por espectroscopia ultravioleta.
Cuando las condiciones experimentales fueron las descritas
mas arriba, se encontré que el perfil de radioactividad era
idéntico al obtenido posteriormente a escala preparativa, asi

como las fracciones en las cuales eluye el antibiético.

Im.1.5. ETAPAS DE PURIFICACION.
ELECTROFORESIS DE ALTO VOLTAIJE.

El material obtenido en el apartado anterior, 13% de
la radioactividad inicial, fué redisuelto en un minimo volumen
de agua destilada y aplicado sobre una tira de papel Whatman

17 tal y como se ha descrito en Métodos (I1.2.2).
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La electroforesis fué llevada a cabo en solucién tam-
pén de etanolamina-CIH (pH 10,0) aplicando una diferencia
de potencial de 40 V/em durante 4 1/2 horas. La disminu-
cidén del voltgje aplicado se debe a la elevada conductividad
que presentan los papeles preparativos (Whatman 17) res-
pecto de los analiticos dada la hayor cantidad de tambén

que absorben.

El perfil de radicactividad aparece en la figura III.7
segin fué deducido de los controles laterales. Las zonas a
eluir, en este caso la comprendida entre 25 y 27 cms de
distancia del origen hacia el cétodo (-en negr*o’en la figura)
vienen marcadas por los controles paralelos de anisomicina
no radioactiva.. Es conveniente tomar la zona correspondien-
te al centimetro anterior y posterior por si algun efecto de
distorsién hubiera provocado diferencias de movilidad entre
la zona central y las laterales. L.a elucién (11.2.4) se rea-
liz6 con &4cido férmico 10 mM (con objeto de mantener el
pH siempre inferior a 6,5) durante toda la noche. Los 9-
10 m! de eluido fueron liofilizados y redisueltos en 0,25 ml

de é&cido clorhidrico 10 mM.

Con objeto de comprobar la pureza de la prepara-
cién de 3H anisomicina, fué analizada en las distintas con-
diciones electroforéticas descritas en Ill. 1.3, encontréndose
pura en todos los casos excepto a pH 8,6 donde aparecié

una contaminacién ligeramente inferior al 5%.

Independientemente de este tipo de criterio resulta muy

conveniente en toda purificacidn emplear como ensayos de
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FIG.1lI.7. Purificacién de 3H anisomicina. Fracciones
43-46 de la columna de CM-celulosa. Electroforesis de

alto voltaje. -
Condiciones experimentales: Whatman n? 17, etanolami-
na 50 mM-CIH (pH 10,0), 40 V/cm durante 4 1/2 ho-
ras. El material de movilidad 25-27 ecms (en negro) fué
eluido para la siguiente etapa de purificacién,
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pureza otros cuyos fundamentos sean totalmente distintos de

los hasta ahora expuestos.

l.1.6. ETAPAS DE PURIFICACION.
CROMATOGRAFIA SOBRE ACIDO SILICICO-
FIBRA DE VIDRIO,

Se desarrollaron una serie de solventes siendo tres

los utilizados:

Solvente 1.- sec-butanol : bencina de petrdleo 40-60°C : a-

moniaco 2 N (25:5:4)
Solvente 2.- n-butanol: agua: &cido acético (60:10:3)
Solvente 3. - étanol:agua (1:1) en atmésfera de cloroforma.

En ninguno de ellos pudo apreciarse el desdoblanien-
to de 3H anisomicina (purificada electroforéticamente) en
ningin otro tipo de sustancia, Sin embargo aparecieron unas
ciertas cantidades de radioactividad distribuidas de forma
inespecifica y que en el caso de solvente 1 llegaron a re-

presentar hasta un 10% de contaminacién.

L a dltima etapa de la purificacién de anisomicina tri-
tiada fué mediante cromatografia en ChromAR Sheet 500
cuyas ventajas sobre otros medios cromatogréficos fueron

descritos en Métodos (11.2.3).

Se empled el solvente 1 por ser el que habia puesto
de manifiesto un mayor porcentaje de impurezas. EIl desarro-
llo del cromatograma realizado a temperatura ambiente tenia

una duracién aproximada de 1,5 horas. Una vez alcanzados
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FI1G.IlI.8. Purificacién de 3H anisomicina. Material puri-

ficado por electroforesis. Cromatografia en ChromAR Shest 50C

Condiciones experimentales: Solvente 1, sec-butanol:

bencina de petroleo (40-60°C):amoniaco 2 N (25:5:4).

El desarrollo del .cromatograma (ascendente) fué rea-
lizado a temperatura ambiente. Fracgiones en negro
fueron eluidas y consideradas 100% “H anisomicina (III. 1.7

I.a deteccidn se realizé mediante luz ultravioleta.
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los 16 cms de desarrollo se secéd el cromatograma proce-
diéndose a la determinacién del perfil de radioactividad (Fig.
I11.8) segtin los controles paralelos. La zona a eluir se to-
mé segiin observacién directa a través de la lampara de

luz ultravioleta (11.3.3).

La elucién, mediante &cido férmico 10 mM, tuvo lu-
gar durante toda la noche a 0°C. Con objeto de eliminar
interferencias en la determinacién de pureza mediante es-
pectroscopia ultravioleta debidas a pequefios componentes
del medio cromatogréfico arrastrados en la elucién, se elu-
yé paralelamente un trozo de ChromAR Sheet 500 de las .
mismas dimensiones extraido a su vez de un cromatograma
en blanco corrido conjuntamente al que contenia el producto

a purificar.

Ambos eluidos fueron liofilizados y redisueltos en &ci-
do clorhidrico diluido de tal manera qt;e la solucién de 3H
anisomicina 100% pura (ver apartado siguiente) asi obtenida
quedard a un pH final de 6. Separada una alicuota destina-

da a estimaciones de pureza, el resto fué almacenado y

conservado a - ZOOC.

No fué observada ninguna degradacién de anisomicina

durante las tres etapas de purificacidn a que fué sometida,

. 1.7. ESTIMACION DE PUREZA DE LA PREPA-

RACION DE 3H ANISOMICINA

H anisomicina preparada segin se ha descrito en
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los apartados Ill.1.4 al 6 es 100% pura de acuerdo a los

siguientes ensayos:

a) electroforesis de alto voltaje en las siguientes soluciones

tampdn:

Piridina al 5% — 4cido acetico pH 6,0
Cacodilato sédico 50 mM -CIH pH 6,5
TRIS 50 mM -CIH pH 8,0
Trietanolamina 50 mM -CIH pH 8,6
Etanolamina 50 mM -CIH pH 10,0 y 10,5

b) Cromatografia en papel Whatman 1 y 3 MM con solven-
tes 1 y en ChromAR Sheet 500 con solventes 2 y 3.

c) Fijacién hasta saturacién a ribosomas de S.cerevisiae.

d) Espectrosco;ﬁfa ultravioleta en el intervalo 205-320 nm.

Estos dos Gltimos criterios requieren cierta amplia-
cidén; el de fijacién estd basado en la suposicién de que tan
solo el antibibético debe interaccionar con el ribosoma mien-
tras que las posibles impurezas, de hacerlo su afinidad seria

despreciable.

Asi se escogieron unas condiciones experimentales
extremas (7,5 X 10-6M de ribosomas y 10-6M de 3H ani-
somicina) tales que se fijara alrededor de un 75% del anti-
biético. Una vez realizada la centrifugacién se tomé el so-
brenadante, al que se le volvié a afiadir la misma cantidad

de ribosomas repitiéndose el experimento. En esta segunda

fase- se utilizé un tubo control que contenia ribosomas
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- . . 3 .
(7,5X 10 6M) y una cantidad de la preparacién de H ani-
somicina tal, que su contenido en radioactividad fuese idén-
tico al del sobrenadante obtenido tras la primera centrifuga-

cién.

Si la cantidad de producto fijado en esta segunda par-
te del experimento es idéntica en ambos tubos serd indica-
cién de pureza total segGn el criterio sefialado més arriba.
Por ejemplo, suponiendo un 5% de impureza, tras la prime-
ra etapa se habria convertido en un 20% que frente al 5%
del tubo control dela segunda parte del .exper-imento seria fa-
cilmente detectable. En esta exper‘iehcia todos los tubos se

hicieron por duplicado.

El criterio definitivo resulté ser la espectroscopia ul-
travioleta . ldentidad total del espectro de absorcién (205-
320 nm) entre anisomicina no radioactiva y tritiada revela
100% de pureza (Fig. 111.9). Pequefias contaminaciones (2%)
debidas a los productos eliminados en la Gltima etapa de pu-
rificacién provocan elevaciones en los minimos a 242 y 208nm
(especialmente en este ftltimo) perfectamente detectables. En
todos los casos el espectro debe realizarse frente al blanco

de elucién.

' . 3 . . .
L. a preparacién de . H anisomicina fué ensayada en
su . capacidad de inhibir la sintesis de polifenilalanina en un

sistema acelular de S.cerevisiae mostrando entera correla-

cién con el antibibtico no marcado (Tabla Ill.1). Sin embar-
go la inexactitud de este tipo de experimentos no los hace

aptos para estimaciones cuantitativas de pureza.



TABLA 1II. 1

ACTIVIDAD BIOLOGICA DE 3H ANISOMICINA

SINTESIS DE POLIFE NIL'A'LANINA

Sistema pimnoles 14C Fen %
incorporados Inhibicién
Completo . 3,4 —_
+ Anisomicina 1‘0.-7 M 3,0 12
+ Anisomicina 10-6 M 1,8 47
+ Anisomicina 10'_5 M 0?8 75
+ Anisomicina 10_4 M 0,2 : 94
+ >H Anisomicina 1077 M 3,1 10
+ 3H Anisomicina 10_6 M 1,7 51
+ 3H Anisémicina 10~5 M | 1,0 71

En un volumen final de 0,1 ml la mezcla de reaccién (cond.
ibnicas BFY) contenia: 0,125 micromoles de GTP, 8 micro-
gramos de poli U, 12 pmoles de C FenttRNA y 25 pmoles
de ribosomas 80S de levadura. Incubacién a 30°C durante
30 min. La incorporacién de 0,2 pmoles en ausencia de ri-

bosomas ha sido sustraida en todos los casos.
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H anisomicina asi preparada y conservada (siempre
a pH ligeramente &cido) permanecia 100% pura transcurrido

1 afio desde su obtencidn.

. 1.8, CALCULO DE LA ACTIVIDAD ESPECIFICA

DE 3H ANISOMICINA.

a) Determinacién de la concentracién _de sus soluciones.

Se empled la espectroscopia ultravioleta pues anisomicina po-
see tres méximos de absorcidn a unas longitudes de onda de
224, 275 y 280 nm cuyos coeficientes de absorcién molar son

10.800, 1.800 y 1.600 respectivamente (Index Merck, 198).

b) Detepminacién del contenido en radioactividad.- Se

determiné en un espectrémetro de 'centelleo liquido Nuclear-
Chicago mod.Mark-Il, usando como liquido de centelleo 2,5 ml
de Bray's CAB-O-SIL tal y como se describié en el corres-
pondiente apartado de Métodos Analiticos. La eficiencia del
espectrémetro fué determinada mediante patrones standard de
agua tritiada (New England Nuclear) tratados de idéntica for-
ma que las muestras de 3H anisomcina. L a eficiencia resul-

té ser del 38% en canal automético de tritio. Blancos conte-

niendo agua no radioactiva fueron previamente descontados.

El resultado de estas determinaciones fué una activi-
. 3. . . . .
dad especifica para H anisomicina de 285 mCi/mmol. A
partir de este dato pudo calcularse que el rendimiento de la

purificacién fué del 2,4 %.
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1.2, PREPARACION DE_>H GOUGEROTINA

nm.2.1, PROCESO DE MARCAIJE

Se realizé tal y como se ha descrito en II.1.1 para
la obtencién de 3H anisomicina. En este caso la cantidad
de antibiético enviada al Radioché‘mical Centre fué de 25 mg.
El resto de las condiciones fueron: 50 mg de catalizador de
Adams reducido y 250 Ci de agua tritiada que junto con el
antibiético fueron calentados a 90°C durante 16 horas en una
ampolla cerrada al vacio. La eliminacién del agua tritiada y
del catalizédor' tal y como se ha descrito. El producto final
disuelto en 25.ml de agua destilada contenia 75 mCi (crudo

r‘adioactivo)_.

Im.2.2 DETECCION DE 3H GOUGEROTINA EN EL

CRUDO RADIOACTIVO

El sistema empleado fué la inhibicién de la sintesis de

polifenilalanina en un sistema acelular de S.cerevisiae. Los
resultados aparecen representados en la figura IlI.10 de don-
de se puede concluir que un 15-20% del crudo radioactivo es

H gougerotina, suponiendo que todo el poder inhibidor en él

contenido sea debido al antibidtico tritiado.

A pesar de la poca fiabilidad de este tipo de determi-
naciones la escasez de producto tritiado fué razén suficiente
para darlo por bueno si bien hubo de ser tomado con mu-

chas reservas en su apreciacién cuantitativa.
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1m.2.3. ESTUDIOS DE; LA MOVILIDAD ELECTRO-
FORETICA DE GOUGEROTINA

LLa experiencia adquirida en la purificacién de H a-
nisomicina determind la linea de trabajo a seguir en la puri-

. . 3 .
ficacidn de H gougerotina.

Asi el primer paso consistié6 en estudiar la resolucibén
del crudo radioactivo en las distintas condiciones de pH que
afectan la movilidad electroforética de gougerotina. Dado que
este antibiético posee dos grupos ionizables de‘pKas 3,6 y
8,0 (Fox y cols. 1964) son varias las situaciones que pue-

den darse:

pH 2,0: Carga méxima, ambos grupos amino completamente
jonizados. Tampén: &cido férmico (2% v/v) &cido
acético (7,5% v/v). Condiciones experimentales

70 V/em durante 30 minutos. Movilidad 2 X10_40m%\/.seg

pH 2,8: Teoricamente carga méxima, pero en la zona en
la que debe comenzar a verse afectado el menos
bisico de los grupos amino. Tampén: &cido férmi-
co (1% v/v)-amoniaco. Condiciones experimentales:

70 V/cm durante 30 minutos. Movilidad 1,5X10-4cm%\/.seg

pH 3,7: Carga entre 1 y 2 (zona del pKal). Tampédn: &ci-

do férmico 50 mM-amoniaco. Condiciones experi-
mentales: 70 V/em durante 50 minutos. Movilidad:

1,3 X 10'_4 cmz/V.seg.

pH 6,0: Solamente el segundo grupo iénico (pK, 8) estaré
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ionizado. Tampdn:piridina (1,75% v/v)-4cido acéti-
co (0,25% v/v). Condiciones experimentales: 70 V/cm

durante 60 minutos. Movilidad 1 X 10_4cm2/V.seg.

pH 10,0: La carga idnica debe ser minima. Tampdn : Trietanola-
mina 50mM-CIH. Condiciones experimentales : 105 V/am

durante 80 minutos. Movilidad:0,4 X 10—4cm2/V. sed.

En todos los ensayos ha sido empleado papel Whatman 1.
La aplicacién de crudo radioactivo fue de 2 X 10“3 ml. Los
perfiles de radioactividad obtenidos en estas condiciones apa-
recen en las figuras lll.11.y 12, Las conclusiones que pue-

den deducirse de estos experimentos son:

a) El grupo amino de pKa8 no aporta ninguna contri-
bucidn provechosa a la resolucidn del cr'ud_o radioactivo (Fig.
ll1.12). A diferencia de lo establecido para 3H anisomicina,
cuanto menor es la carga iénica, la movilidad de los compo-

nentes del crudo va tomando valores cada vez mas proximos.

b) A pesar del valor del pKé1 3,6, la movilidad de
gougerotina comienza a ser afectada a pHs netamente inferio-
res (pH 2,8). Hay que tener .pr‘esente que la concentracién
de los electrolitos no es constante para todas las soluciones
tampodn por lo que los valores de las movilidades han de ser

tomados tan solo a titulo indicativo.

c) La figura lll.11 aparece indicativa de un fenémeno
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similar al obtenido con anisomicina (lll.1.3). Es decir a
medida que se ve afectada la carga ibénica del grupo amino
mas &cido, el méximo de radioactividad se resuelve en dos

picos.

Sirva este ejemplo para llamar la atenciédn acerca de
verdaderas o falsas "resoluciones" que en todo momento de-
ben ser comprobadas. Figura Ill. 13 pone de manifiesto, al
aislar los productos de méxima movilidad a pH 2,0 y correr-
los a pH 3,7 (parte A) que el pico de {novilidad ligeramen-
te inferior a gougerotina en estas condiciones no procede de -
una resolucién del méximo a pH 2,0. Asi con este Qr‘upo
iénico sucede exactamente igual que con el de pAKaS, es de-

cir, pérdida de carga iénica implica pérdida de resolucién.

En la parte B de la figura III, 13, donde se han vuel-
to a correr a pH 2,0, aparecen muy claros los fenémenos
de arrastre o interferencias entre méximos de radioactividad
(apuntados en la seccién Ill.1) siendo elevada la contamina-

ciébn debida al pico de movilidad intermedia.

Puede concluirse finalmente que el paso inicial ha de
ser una columna cambiada de cationes, debiendo hacerse la

cromatografia a un pH lo mas bajo posible.

m.2.4. ETAPAS DE PURIFICACION.
COLUMNA DE INTERCAMBIO IONICO.

Segin los requerimientos apuntados en el apartado

anterior fué necesario utilizar una columna de fosfo-celulosa
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cuya preparacién fué llevada a cabo tal y como se descri-
bié en Métodos. A lo largo del presente apartado debe te-
nerse en cuenta que todas las concentraciones de las solu-
ciones tampdn empleadas vienen dadas.en el ion eluyente,
amonio, L a cantidad de 4cido férmico seri la necesaria pa-
ra llevar el tampbén a pH 2,8, Ha sido utilizado este pH de-
bido a las caracteristicas técnicas de la P-celulosa, ya que
a valores inferiores la resina se encuentra en forma proto-

nada.

7,5 ml de crudo radioactivo previamente liofilizados
y redisueltos en 2 ml de soluciédn tampdn inicial: &cido fér-
mico-amoniaco (0,15 M) pH 2.8, fueron aplicados a la co-
lumna siendo lavados con 150 ml de dicho tampén para eli-

minar la radioactividad no fijada (65%).

LLa elucién de 3H gougerotina se llevé a cabo median-
te 300 ml de un gradiente lineal de la misma solucién tam-
pén de concentracién limites 0,15 y 1,5 M en ion amonio.
Finalmente y con objeto de lavar la columna se pasaron

150 ml de una concentracién 2,5 M,

L a velocidad de elucién fué 60 ml/hora. Dado el ma-
yor empaquetamiento de la P-celulosa fué necesario introdu-
cir una ligera presién mediante una bomba peristéltica. Ca-

da una de las fracciones recogidas contenia 10 ml.

El perfil de radiocactividad (Fig. Ill.14) muestra un
méximo contenido en 2-3 fracciones que eluye a 0,85 M de

ion amonio precedido por un "hombro" de radioactividad
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(asf mismo 2-3 fracciones). Esta situacién permanecié cons-
tante a lo largo de las cromatografias efectuadas comprobén-
dose en la realizada previamente, con objeto de determinar
las condiciones idoneas de elucién (ver apartado correspon-
diente en purificacién de 3H anisomicina), que gouger{otina

eluia coincidiendo con el mé&ximo de radioactividad.

No obstante, las fracciones eluidas en este area fue-
ron analizadas mediante eleétroforesis de alto voltaje en las
condiciones descritas para pH 2,0 excepto que el tiempo de
corrida fué 40 minutos. Figura lll.15 muestra que en ambos
casos existe una impureza correspondiente al pico de radio-
actividad inter'rlrledio, sin embargo en aquellas fracciones del
"hombro" (38-40) el grado de contaminacién respecto al
méximo de movilidad 30 cms, es superior al 50%, lo que
unido a los resultados obtenidos con la cromatografia anali-
tica en columna hizo que se desecharan tales fracciones to-
méndose tan solo 41-43 (en negro en la figura) para las si-

guientes etapas de purificacién.

A lo largo de estos resultados parecia obvio que la
siguiente etapa de purificacidn fuera electroforesis de alto
voltaje a pH 2,0. Esta se llevé a cabo en forma semipre-
parativa. En previsién de que sucederia como en la purifi-
cacidén de anisomicina tritiada donde fué necesaria una pos-
terior etapa cromatogréfica para eliminar los ultimos restos
de contaminacién, se desarrollaron simultaneamente una se-
rie de solventes cromatogréficos (6). Estos pusieron de

manifiesto porcentajes del 10 al 20% de impurezas cuando
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. 3 .
se ensayd la preparacién de H gougerotina procedente de

la purificacién por columna y electroforesis de alto voltgje.

Considerando que la purificacién total iba a necesitar
tres etapas se traté, mediante experiencias semicuantitativas,
acoplar los solventes cromatogréficos en forma secuencial
escogidos entre los que mostraran mayor porcentaje de im-
purezas. Esto implicaba el cambio de una electroforesis por
una cromatografia cuyas ventajas en cuanto a identificacién
y aislamiento del producto a purificar han sido puestas de

manifiesto repetidas veces a lo largo de esta Tesis.

Im.2.5. ETAPAS DE PURIFICACION.
CROMATOGRAFIA EN ACIDO SILICICO-FI-
BRA DE VIDRIO,

Todos los ensayos cromatogréficos realizados duran-
ope ., 3 .
te la purificacidn de ~H gougerotina lo fueron sobre ChranAR

Sheet 500. Los solventes fueron:

solvente I : terc-butanol-metiletilcetona-agua-amoniaco (4:
3:2:1) RF= 0,40.

solvente Il : Amoniaco-n-butanol-n.propanol-etanol-agua (9:
8:8:2:2) Rpg= 0,54,

solvente Ill : n-butanol-4cido férmico-n-propanol-4cido tri-

cloracético-agua-acetona (10:5:5:4:4:2) RF.= 0,66.

solvente IV : Metanol-isopropanol-amoniaco-agua (9:6:3:2)

Rp=0,72.
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Solvente V: Agua-n-propanol-amoniaco (90:10:1) RF= 0,72,

Solvente VI : Acetonitrilo-acetato aménico 01 M (7:3) RF=
0,28.

Estos solventes fueron tdmados, con ligeras modifica-

ciones, de sistemas descritos para la separacién de nucle-

ésidos, especialmente citidina y deoxicitidina (Zweig y Whita-

ker, 1971).

Se hicieron pur‘ificacidnes semipreparativas con las
siguientes parejas de solventes: [-VI (2%), I-V (4%) y IV-
VI (0%) . L os nimeros entre paréntesis representan los
pof‘centajes méximos de contaminacién detectados mediante

cromatografias: analiticas en los 4 solventes restantes.

Tras estos r;esultados se procedid a la purificacién
final de 3H gougerotina, mediante 2 cromatografias sucesi-
vas. LLa primera en el solvente 1V, cuyo resultado, dedu-
cido de los controles laterales de radioactividad aparece en
la figura II[.16. La zona marcada en negro fué eluida a
4°C con agua destilada durante, toda la noche. EIl eluido,
tras ser liofilizado y redisuelto en una cantidad minima de
agua fué repurificado mediante una segunda ‘cromatogr'affa
en el solvente VI, Las zonas representadas en negro en la
figura lll. 17 fueron eluidas y consideradas como H gouge-
rotina 100% pura de acuerdo a los criterios expuestos en

el apartado siguiente.
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m.1.6. ESTIMACION DE PUREZA DE LA PREPA-
3

RACION DE "H GOUGEROTINA
., "3, » . .
LLa preparacién de H gougerotina obtenida a partir
de su correspondiente "crudo radioactivo' segiin se ha des-
crito en los apartados anteriores fué considerada como 100%

pura de acuerdo a:

a) Electroforesis de alto voltasje.- 1) pH 2,0. Tam-

pén de 4cido férmico (2% v/v) y &cido acético (7,5% v/v)

y una diferencia de ‘potencial de 70 V/ecm durante 40 minu-
tos. 2) pH 3,7. Tampén 4cido férmico 50 mM-amoniaco,
voltaje 70 V/cm y tiempo 50 minutos. 3) pH 6,0. Tampén
piridina (1,75% v/v)-4cido acético (0,25% v/v), voltaje

70 V/cm y tiempo 1 hora.

b) Cromatografia en ChromAR Sheet 500.- Se em-

plearon los solventes I, 1I, Il y V.

c) Flijacién hasta saturacién _a_ribosomas de S, cere-
visiae.~ Tal y como se describié en la estimacién de pure-
3 . . . . . .
za de H anisomicina. En este’ caso las condiciones emplea-

das fueron 6 X 10‘6M de ribosomas y 0,75 X 10“6M de

H gougerotina.

d) Espectroscopia ultravioleta.- En el rango 200-

320 nm. También en este caso resultd ser el criterio mas
conclusivo y por partida doble puesto que gougerotina pre-
senta dos espectros de absorcién distintos, dependiendo del
pH a que se encuentre (neutro & 4cido). En ambas circuns-

tancias se encontrd total identidad entre gougerotina normal



Absorbancia

1 1 L 1 | 1 AN 1
210 230 250 270 260 310

Longitud de onda (nin)

FIG.Ill, 18. Espectro ultravioleta de 3H gougerotina

—— pH 1,0 en &cido clorhidrico 0,1 M
--- pH 6,0 en solucién acuosa.

Ambos espectros son idénticos a los de
gougerotina no radioactiva. Fueron deter-
minados en un espectrofotémetro Cary 15
frente al blanco de elucién del cromatograma.
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y tritiada (Fig. IlI.18). Pequefias contaminaciones (2-5 %)
producen elevaciones del minimo a 228 nm en solucién a-
cuosa asi como en el existente a 240 nm en solucién 0,1 N
de 4cido clorhidrico, si bien en este caso la sensibilidad es
inferior. Los espectros han sido siempre realizados frente

al blanco de elucién (ver correspondiente apartado 11.3.4).

.y 3 .
Esta preparacién de H gougerotina fué ensayada en
su capacidad de inhibir la sintesis de polifenilalanina en un

sistema acelular de S.cerevisiae mostrando, segin se indi-

ca en la Tabla Illl.2, entera correlacién con el antibiético

no marcado.

. 3 .
L as soluciones de ' H gougerotina fueron almacenadas
a -20°C comprobéndose a los 10 meses de su obtencién
unas degradaciones del 10% detectables, en mayor o menor

grado en todos los solventes descritos.

Poster"ior' purificacién en solvente Vl__condujo a una
preparacién 100% pura por todos los criterios aqui descri-
tos (criterio C no fué empleado). En esta ocasién se con-
servd en nitrogeno liquido no pﬁdiendo ser apreciada ningu-

na degradacién 50 dias despues de esta repurificacién.

n.1.7. CALCULO DE LA ACTIVIDAD ESPECIFICA

a) Deter minacién _de la concentracién de_ las soluciones

de "Hgougerotina.- Se realizé6 mediante espectroscopia ul-
travioleta en las dos condiciones descritas en el apartado an-

terior obteniendo idénticos resultados (lo que es una prueba



TABLA 1II,2

ACTIVIDAD BIOLOGICA DE 3H GOUGEROTINA

SINTESIS DE POLIFENILAL ANINA

Sistema pmoles 14C Fen %
incorporados Inhibicién
Completo 3,8 —_—
+ Gougerotina 10_6 M 2,1 46
+ Gougerotina 1‘0—5 M 3,1 19
+ Gougerotina 10—4 M 3,6 3
+ 3H Gougerotina 10_6 M 2,0 48
+ JH Gougerotina 107° M 3,1 19
3 . -4
+ ~“H Gougerotina 10 M 3,7 1

En un volumen final de 0,1 ml la mezcla de reaccién (BFY)
contenia: 0,125 micromoles de GTFP, 8 microgramos de

poli U, 12 pmoles de 14C Fen-tRNA y 25 pmoles de ribo-

somas 80S de levadura. Incubacién a 30°C durante 30 mi-

nutos. EIl blanco (0,2 pmoles) fué sustraido en todos los casos.
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mas de pureza).

Los coeficientes de extinciédn molar que sirvieron de
base para estas deter minaciones fueron (Fox y cols. 1964)
en solucién acuosa, méximo a 266 nm (E= 9.400) y a
234 nm (E= 8.900); solucién 0,1 N en &cido clorhidrico,

tinico méximo a 276 nm (E= 13.300).

b) Determinacién del‘contenido en_radioactividad. Tal

y como se describid para 3H anisomicina (III.1.8).

El resultado final (tras la repurificacién en solvente
. . 3 .
V1) fué una actividad especifica para H gougerotina de

80 mCi/mmol, siendo el rendimiento final de la purificacién -

del 1,6%.
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I.3. OBTENCION DE 14C TRICODERMINA

I.3.1. SINTESIS DE fl4C TRICODERMINA

14

C Tricodermina se ha obtenido mediante una simplé
reaccién quimica de acetilacién del alcohol tricodermol (ver
Introduccidn) segin método descrito por Godfredsen y Van-
gedal (1965) al que se han introducido las modificaciones

necesarias a la escala micropreparativa en que se ha rea-

lizado esta sintesis. LLa reaccién es:

. 14 14 ) .14
Tricodermol + C AczO — ..~ Ctricodermina+ C AcH

El anhidrido acético isotopicamente marcado (sin di-
solvente) se obtuvo de New England Nuclear Co. La acti-
vidad especifica era segin la casa comercial de 33 mCi/mmol -
(ver apartado III.3.3). La cantidad requerida fu¢ 1 mCi -
(30,3 micromoles) lo que equivalia aproximadamente a
3 X 10_3 ml. Dada la inmanejabilidad de esta solucién se
centrifugd suavémente la ampolla que lo contenia a fin de que
todo el anhidrido acético quedas:e ‘en el fondo, de tal forma
que la reaccién tuviera lugar directamente en este .recipiente.
A el se afiadieron 250 mg de tricodermol (en forma sélida)
equivalentes a 50 miéromo!es y 0,03 ml de piridina, solven-
te en el que habria de ocurrir la acetilacién. Previamente
se comprobd por espectroscopia infrarroja que la prepara-
cién de tricodermol estaba libre de tricodermina (enlaces
ester).

El exceso de tricodermol se debid a un intento de
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mejorar el rendimiento de la sintesis, considerando que su
. ., 14 . . ,
posterior separacién de C tricodermina habria de conse-

guirse sin ningtn problema (ver apartado siguiente).

La ampolla fué cerrada hermeticamente y tras agitar
fuertemente la mezcla se incubé a 30°C durante 22 horas.
Transcurrido este tiempo y previo secado a vacio de la

. e 4 . .
ampolla se procedié al aislamiento de 1 C tricodermina.

. 3.2, AISLAMIENTO DE 14é TRICODERMINA

Con anterioridad se habia desarrollado un sistema
cromatogréfico capaz de separar tricodermina de tricoder-
mol. Las condiciones experimentales fueron soporte croma-
togré&fico ChromAR Sheet 500, Solvente, benceno-acetato
de etilo-pentano (4:1:1) (el resto tal y como se describié
en Métodos). Los RF fueron 0,26 para tricodermol y 0,61

para tricodermina.

El antibiético radioactivo fué eluido con etanol duran-
te toda la noche de la zona del crométogr‘ama sefialada por
los controles paralelos de tricodermina no radioactiva. Se
comprobé que su pureza era del 100% mediante ensayos
cromatogréficos en el mismo solvente de purificacién y en
isooctanol - n-butanol (5: 1) (Fig. 1lI1.19). Dada la estructu-
ra del antibibético no fué posible aplicar la técnica de elec-

troforesis ni de espectroscopia ultravioleta.

Hay que considerar que esta purificacién presentaba

. . L. 3 . .
unas caracteristicas completamente distintas a ~H anisomi-



Radioactividad (cpm x 10-3)

| I- 4 L1t by !

RF

FIG.I.19. Pureza de la preparacién de 1¥C tricodermina

A. Cromatografia en ChromAR Sheet 500.
Solvente benceno: acetato de etilo: pen-
tano (4:1:1).

B. Idem. Solvente isooctano: n-butanol (5:1).
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cina 6 3H gougerotina. Alli se trataba de impurezas mayo-
ritarias y desconocidas, muchas de ellas de estructura ca-
si idéntica al producto a purificar, amen de un gran conte-
nido inespecifico de radioactividad. En este caso tan solo 4
eran los componentes de la reaccién: 14C’ tricodermina,
tricodermol 14,'C anhidrido acético que no hubieran reaccio-
nado y 14C’ 4cido acético procedente de la hidrélisis de su
anhidrido. Controles previos mostrando que ninguno de es-
tos Gltimos corrian cromatogréficamente con el primero eran
ya de buena garantia de la pureza conseguida en la obten-

cién de 140 tricodermina.
1m.3.3. .CALCULO DE LA ACTIVIDAD ESPECIFICA

Es en este punto donde aparece la principal compli-
cacién. Si bien teoricamente habria de ser 16,5 mCi/mmol
se encuentran con alguna frecuencia errores en las activi-
dades especificas de ciertos productos radioactivos. Consi-
derando que en los experimentos descritos en esta Tesis
un valor exacto de la actividad -especifica es esencial, se
ha procedido a su determinacién exacta. Baste como justifi-
- cacibén el que la saturacién Y 6 en otras palabras, el ntme-
ro de moléculas de antibiético unidas por ribosoma, es di-
rectamente proporcional a la actividad especifica del ligando.
E ste razonamiento es suficiente para descartar cualquiera
de los métodos biolégicos basados en la inhibicién de siste-

mas acelulares de sintesis de proteinas.

Sin embargo, en este apartado se describe un pro-
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cedimiento asi mismo biolégico para calcular con limites de
error totalmente aceptables, el valor de la actividad especi-

fica de 14C’ tricodermina.

Su of‘igen estriba en la posibilidad de calcular la afi-
nidad por el ribosoma de un antibiético B no radioactivo,
siempre que se cumplan dos requisitos esenciales: (a) la
existencia de otro antibidtico A marcado con isétopos radio-
activos y (b) que A y B se fijen reversiblemente al riboso-
ma y sean inhibidores competitivos entre si (11.3.14). En
nuestro caso particular tenemos B= 12C’ tricodermina (se
representa asi, el antibiético no radioactivo), AE.14C trico-
dermina, y habiendo demostrado previamente la reversibili-—.
dad de la fijacién de A, quien podria dudar de la dé B,o
mas aun, del caracter de competitividad entre A y B . EIl
problema radica en que no conocemos KA(’TRIC) puesto
que depende del valor de la actividad eswpecffica. Ahora bien
observando la expresién
1 ( Ka-Ka

KB=
[B] LN

Ver 11.3.14

nos encontramos con que el valor entre paréntesis és un
numero adimensional y puesto que KA y K}\ (constante de
asociacidén aparente determinada en presencia de una con-
centracién fija de B) se ven afectadas en la misma propor-
cién por el valor de la actividad especifica, se puede tomar
para esta, un valor arbitrario, por ejemplo el teo/rico

16,5 mCi/mmol, con lo que obtendriamos unos valores de

Ka v K!' distintos a los reales si 16;5 no fuera el valor

A
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FIG.III.ZO. Céalculo de la acéividad especifica real de 14C

tricodermina.

o—e Interaccién de 140 tricoder‘mina_s( de 0,005 a
0,03 ml de una solucién 2 X 10 " M, Segin
A.e. 16,5 mCi/mmol) con ribosomas 803

de S, cerevisiae.

6

o—o0 Idem, en presencia de tricodermina 2X 10 M.

6

Ribosomas 2,5X 10, 0°C y BFY. Explicacién en el

texto (111.3.3).
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K, ~-K!
correcto; sin embargo la expresién ""—"‘—‘—"K, no se veré
A

afectada.

A partir de aqui y cono ciendo el>valor' B podemos
calcular KB que serd la constante de asociacién de la in-
teraccién de C tricodermina con el ribosoma. Obviamen-
te, en este caso K=K , (TRIC). EI parentesis nos ser-

vird para indicar que estamos manejando valores reales.

Finalmente:

KA (TFéIC) Actividad especifica real (TRIC) (1)
/KA 16,5 mCi/mmol
[.os resultados experimentales obtenidos aparecen en la fi-
gura ll1.20. L a escala interior (ntmeros peq‘ueﬁos) repre-
senta la considerada incialmente (A.e.= 16,5 mCi/mmol)

mientras que la exterior (ntmeros grandes) es la obtenida
considerando que el punto de interseccién de la recta e—e
con el eje de abcisas ’.Kf‘ (TRIC) -corresponde a un valor

de escala 0,55 X 10-'6 M, ,

L a relacién entre ambas escalas nos dar4, segin la
expresién (1) el valor real de la actividad especifica de la
. 14 . . .
preparacién de C tricodermina: 15,4 mCi/mmol. El ren-
14

dimiento final de la sintesis fué del 31% respecto al C

anhidrido acético.

L a constante de asociacién, asi como el ntimero de
sitios por ribosoma n= 0,93 seré&n determinados con una
. . o s .
mayor exactitud por los estudios de fijacién posteriores (ver

Capftulo 1V).

L as condiciones experimentales fueron: en un volu-
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men final de 0,08 ml, maleato aménico (pH 6,5) 50 mM,
cloruro magnésico 12 mM y 2-mercaptoetanol 5 mM (BFY),
etanol 5% (v/v) (procedente de la solucién de 14C tricoder-
mina), ribosomas 2,5 X 10_6M y 14C tricodermina de 0,005
a 0,03 ml de una solucién 2 X 10—5M considerando inicial-
mente la actividad especifica de 16,5 mCi/mmol (2,1 X 10_5M
segln actividad especifica real). Estos fueron todos ~los com-
ponentes para la recta e——e mientras due la otra serie de
tubos (representados por o—o0) contenfan ademas 160 pmoles
de 12C tricodermina por tubo (2 X 10“6 M). El experimento
fué realizado a la temperatura de 0°C mediante la técnica de

centrifugacién, toméndose alicuotas de 0,02 ml para estima-

cién de radioactividad.



V.1

V.2

IV.3

"FIJACION DE 3H ANISOMICINA A RIBO

SOMAS EUCARIOTICOS

FIJACION DE 3H CGOUGEROTINA A RI

BOSOMAS

FIJACION DE 140 TRICODERMINA A

RIBOSOMAS EUCARIOTICOS



119

IV.1. FIJACION DE 3H ANISOMICINA A RIBOSOMAS

EUCARIOTICOS

Todos los experimentos de fijacién que aparecen en
esta Tesis, descritos en los capitulos IV y V han sido rea-
. o . .
lizados a la temperatura de 0 C (a excepcién del descrito

en el apartado IV.1.5).

V.11, ESPECIFICIDAD DE LA INTERACCION DE
3H ANISOMICINA CON RIBOSOMAS

Un antibiético inhibidor de la sintesis de proteinas,
solo interacciona con aquellos ribosomas sobre los que es
activo. M&s aun con la subunidad responsable de la activi-
dad inhibidora. Esto fué primeramente demostrado en el afio
1964 por VAzquez en el caso de cloranfenicol, siendo hoy

dia comunmente aceptado.

Anisomicina no habfa de ser una excepcién. Por ello
el primer experimento realizado con este antibiético en for-
ma radioactiva fué confirmar eéte aserto. La tabla V.1
muestra que tan solo la subunidad mayor del ribosoma eu-
caribtico -60S-~ es capaz de interaccionar con anisomicina.
E sto demuestra que la especifidad en su modo de accién
(ver Introduccién) inhibiendo la formacién de enlace peptidi-
co (Battaner y Vézquez, 1971a) es consecuencia directa de
su interaccién con dicha subunidad, portadora del centro ac-

tivo, peptidil transferasa (Véazquez y cols. 1969a).



TABLA IV.1

3

ESPECIFICIDAD DE LA FIJACION DE "H ANISOMICI-
NA A RIBOSOMAS Y SUS SUBUNIDADES

Preparacién

Fuente de
obtencién

3 . . .
mmoles de H anisomicin:
unidos por mol de ribosomas

Ribosomas 70S

Ribosomas 80S

Ribosomas 80S
Subunidad 60S

Subunidad 40S

E.coli

S .cerevisiae

Amigdalas palatinas
humanas
S.cerevisiae

S .cerevisiae

206
84

196

El experimento ha sido llevado a cabo por el método de ultra-

centrifugacién. En todos los casos la concentracién de riboso-

mas o subunidades fué 2,5X 10~

-6

6

M y la de 3H anisomicina

10 M. Las condiciones ibénicas fueron las correspondientes

a cada sistema.
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v.1.2, FIJACION DE 3H ANISOMICINA A RIBOSO-

MAS DE LEVADURA,
EFECTO DE CATIONES Y pH.

Aunque posteriormente se estudiari este efecto en de-
talle se puede adelantar que la fijacién de 3H anisomicina a
ribosomas no se ve practicamente afectada por variaciones
en la concentracién de magnesio, iones monovalentes (amo-
nio y potasio) 6 de pH dentro de aquellos limites que no

provoquen destruccién de la estructura ribosdémica.

Es generalmente conocido que este tipo de condicio-
nes, especialmente la concentracién de magnesio es de su--
ma importancia en aquellos sistemas acelulares que estudian
una 6 varias reacciones parciales del proceso de sintesis
de proteinas, en general a bajas concentraciones de magne-
sio (3-5 mM) los procesos son enziméticos mientras que a
altas (15-20 mM) pueden obviarse muchos de los factores
necesarios en un proceso fisiolégico (factores de iniciacién,
EF T etc.). Sin embargo la formacién de enlace peptidico
ocurre siempre de forma enzimética siendo muy poco afec-
tada por las condiciones iénicas. Independientemente del sis-
tema utilizado, sus limites de viabilidad vienen dados por la

interaccién de los distintos sustratos con el centro activo.

Asi la fijacién de anisomicina, que ha de tener lugar

oy . ‘ ’ . , . . . )
en un sitio préximo, 6 mejor dicho, muy relaccionado con
la peptidil transferasa, presenta unas caracteristicas de in-

sensibilidad a las condiciones idnicas del medio muy acordes
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con esta regién del ribosoma. En posteriores secciones
comprobaremos que estas consideraciones pueden ser ex-

14

trapoladas a la fijacién de ~H gougerotina y =~ C tricodermina.

Figura IV.1 muestra el efecto de cloruro aménico
(A ——0) y cloruro potésico (h—8). Las condiciones iéni-
cas empleadas fueron: solucién tampdn TRIS-CIH (pH 7,4)
50 mM y cloruro magnésico 12 mM. Hay qﬁe tener presen-
te que a las concentraciones de catidn monovalentes expre-
sadas en el eje de abcisas, hay que afiadir 10 mM de amo-

nio que es incorporado a la mezcla de reaccién por la sus-

pensién de ribosomas. Esto tiene especial importancia a con-

centracién 0 del.gréfico, pues es sabido que la ausencia de

iones monovalentes provoca degradacién de los ribosomas.

A partir de valores superiores a 100 mM no existe
variacidén, siendo esta muy debil incluso a concentraciones
netamente inferiores a las empleadas comunmente en los en-
sayos de sintesis de proteinas. (ver relacién de soluciones

tampén emplecadas en esta Tesis) .

Andlogas considef‘acioneé pueden hacerse en cuanto
a la figura IV.2. En A, aparece el efecto de pH entre 6
y 8, limites que no afectan sustancialmente la estructura ri-
bosémica. Las condiciones iénicas han sido: solucién tam-
pdn 50 mM; cloruro magnésico 12 mM e ion amonio 100 mM.
Acetaio aménico (pH 6,0), maleato aménico (pH 6,5) y
TRIS-CIH (pH 7,4 y pH 8,0) fueron los tampones exhplea—
dos. En B, se representa el efecto del ion magnesio; sien-

do maleato amdnico {(pH 6;5) 50 mM el otro componente

—cre
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FIG.IV.1. Fijacién de 3H anisomicina a ribosomas de

S.cerevisiae.

A——-—- A Efecto de. amonio

& — A Efecto de pote‘lsio'

Otras condiciones: TRIS-CIH (pH 7,4) 50 mM, CI
12 mM, 0°C, ultracentrifugacién, 2,5 X 10"6 M y
10-® M, ribosomas y YH anisomicina respectivamente.
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FIG.IV.2. Fijacién de 3H anisomicina a ribosomas 80S de

S.cercvisiae

A. Efecto de pH.- Acetato aménico (pH 6,050 mM,
maleato aménico (pH 6,5) 50 mM y TRIS-CIH
(pHs 7,2 y 8,0) 50 mM. Amonio, 100 mM vy
Cleg 12 mM estuvieron siempre presente.

B. Efecto de magnesio:— Maleato aménico (pH 6,5)

50 mM y las cantidades requeridas de Cleg
Otras condicio_nes:‘ OOC, ultracentrifugacién, 10_6M
de 3H anisomicina y 2,5X 107" M de ribosomas.
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ibnico de la mezcla de reaccién. El resto de las condicio-
nes experimentales aparece descrito en el apartado 11.3.13

(Métodos) .

Si bien las diferencias son minimas (observese la
ampliacién de las escalas en ordenadas) aparece un "mé-
ximo" de fijacién a pH 6,5 asi como una creciente inhibicién
a medida que se incrementa la concentracién de magnesio en
el medio. No obstante, dado el caracter cualitativo de estas
- experiencias, no puede afirmarse si estas ligeras variacio-
nes se deben a un efecto en la afinidad, en el nimero de

sitios por ribosoma, 6 en ambos.

3

IV.1.3. INTERACCION “H ANISOMICINA-RIBOSOMAS

80S (S.cerevesiae)

Se ha estudiado en las condiciones ibénicas descritas
como BFY y consistentes en maleato aménico (pH 6,5) 50mM,
cloruro magnésico 12 mM y 2-mercaptoetanol 5 mM. A la
vista de los resultados obtenidos‘ en él apartado anterior la
eleccién de estas condiciones n;> presentaba ningin valor es-
tricto pudiendo oscilar en un amplio margen. Las elegidas
lo han sido sobre la base de haberse utilizado en la des-
cripcién del primer éistem,a acelular de levaduras capaz de

sintetizar polifenilalanina (Ayuso y Heredia, 1968).

El resto de las condiciones empleadas fueron: riboso-
mas 1,5X 107" M para aquellos tubos con concentraciones

de 3H anisomicina entre 10“'7 a 10_6M; 3X 10-.6 M para el
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rango 10-6 a 10—5 My 6X 10—6 M para concentraciones de

antibiético superiores a 10 M. Los volumenes de reaccién

fueron 0,1, 0,08 y 0,06 ml -respectivamente.

El método empleado fué el de centrifugacién (OOC ’
38.000 rpm durante 2 horas) toméndose alicuotas de .30, 20
y 10 microlitros (respectivamente) para determinacién de
radioactividad antes y después de la centrifugacién tal y co-

mo se describié en Métodos.

Dado que la interaccién anisomicina-ribosomas (en
general todos los antibiéticos que no se fijan irreversible-
mente) es prdacticamente instantanea, no hubo ningtin perio-
do de incubacién, puesto que el tiempo transcurr'ido en to-
ma de alicuotas para radioactividad (antes de la centrifuga-
cién) y acondicionamiento de la centrifuga (vacio) para su
funcionamiento, representan un periodo de tiempo infinitamen-

te superior al requerido para alcanzar el equilibrio.

Los datos obtenidos de este experimento fueron repre-
sentados segin Scatchard (194?) obteniendose la figura 1V.3.
De ella pueden deducirse segGn se especificé en el aparta-
do de "célculos" (1I.3.14) que la que la aparicién de una
familia de m rectas significa la existencia de m tipos de fija-
cién, con sus correspondientes n.y Kdi’ distintos e indepen-

dientes entre si,

En nuestro caso tenemos que m= 2, Sin embargo
esto no significa que todos los ribosomas de levadura sean

capaces de fijar anisomicina de dos formas distintas e in-
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dependientes, La clave para explicar este resultado nos la
da el eje de abcisas. Vemos que la saturacién méxima pa-
ra infinita concentracién de anisomicina libre en el equilibrio,
alcanza un valor ligeramente inferior a 1. Considerando qe
siempre hay una pequefia proporcién de ribosomas inactivos
(proceso de aislamiento, posterior degradacién) podemos
concluir que cada ribosoma 80S de ']evadur‘a,fija una molé-
cula de anisomicina. Entonces el significado de las dos pen-
dientes aparece trivial: hay dos poblaciones de ribosomas,
unos -28% del total- fijan 3H anisomicina con alta afinidad,

dada por la inversa del valor de la pendiente cambiada de

. °C -7
signo que en este caso resulté ser Kgl =4,3X10 My
otros - 56% del total- qué interaccionan con el antibiético con

. g e 0°C_ -6
una afinidad menor definida por Kdz =5,8X 10 "M,

E ste resultado difiere sustancialmente de los encontra-
dos al estudiar la interaccién de inhibidores con ribosomas
de bacterias (Fernédndez-Mufioz y cols. 1971), (Mao vy
Putterman, 1969) (Fernéndez-Mufioz y V4zquez, 1973) en
donde todos los ribosomas se comportaban homogeneamente

dando un complejo equimolecular.

Con efecto de comprobar la no artificialidad de este
resultado se sustituyd la técnica de ultracentrifugacidén por
didlisis de equilibrio. L as condiciones ibnicas fueron logica~-

mente las mismas, mientras que las concentraciones de ri-

6

bosomas y antibidtico variaron ligeramente: 1,6 X 10~ de

los primeros para 10_7-—10_6M de 3H anisomicina y 3,2 X

-6 -5

100" M para el rango 10-6—10 M. Puede observarse que
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las concentraciones mas elevadas, tanto de macromolécula
como de ligando, no han sido empleadas. Ello se debié a
que la viscosidad provocada por soluciones superiores a
5X 10—6

rio a ambos lados de la membrana de didlisis. Consecuen-

M de ribosomas podia alterar el equilibrio necesa-

cia directa de esta limitacién fué detectar tan solo la fijacién

de alta afinidad.

El resto de las condiciones experimentales fueron:
- 0,1 ml de volumen final en cada lado de la membrana de
didlisis y 7 horas de agitacién (ver Métodos) en un bafio
mezcla de hielo y agua. En un experimento previo se com-
probé que afiadiendo inicialmente 3H anisomicina a ambos
compartimentos de la camara de didlisis, el equilibrio se al-

canzaba a las 6 horas de agitacién.

El resultado, siempre segtn la representacién de
Scatchard, aparece en la figura IV.4, Como ya se indicé
anteriormente limitaciones técnicas impidieron la deteccibén de
la fijacidn a ribosomas de baja afinidad. Sin embargo la i-
dentidad total entre el método de ultracentrifugacién y el de
diilisis en el rango de concenbtr'aciones utilizado da total va-

lor al experimento en la figura IV.3.

IV.1.4. INTERACCION 3H ANISOMICINA CON SuBU-

NIDADES RIBOSOMICAS DE S.cerevisiae.

. . . 3 . . .
El primer experimento realizado con ~H anisomicina,

consistente en su interaccidn con el ribosoma 80S de leva-
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dura, ha dejado planteada una serie de incdgnitas. La més
importante y a su vez més dificil de contestar es, que sig-
nificado tiene esta diferencia ribosdmica detectada segin su
afinidad por este antibiético. De esto nos ocuparemos en la
Discusién. Por ahora me limitaré a tratar de‘ responder a
otra pregunta mas inmediata y con mas posibilidades de ser

contestada: donde radica esta heterogeneidad.

Considerando que 3H anisomicina solo es capaz de
interaccionar con la subunidad 60S del ribosoma eucariéti-
co, parece evidente tratar de localizar en ella los resulta-
\dos obtenidos con el ribosoma completo. Asi repitiendo el
experimento descrito en el apartado anterior para 80S (mé-
todo de ultracéntr‘ifugacién) se obtuvo la figura IV.5, des-
pués de procesar convenientemente los datos obtenidos de
las estimaciones de radioactividad. La afinidad se ha redu-
cido a KSOS=

tante aportado por este experimento, consiste en mostrar que

1,7X 10.-6M sin embargo el dato mas impor-

todas las subunidades 60S son homogeneas en cuanto a su
afinidad por 3H anisomicina. El hecho de que el nimero de
sitios por ribosoma sea 0,67 es una consecuencia normal

de la degradacién provocada en la obtencién de las subuni-
dades. Este fenbmeno es asi mismo comin a las subunida-

des procaribticas de estabilidad mas acusada.

Se puede concluir que la distinta afinidad ribosémica
para la interaccién con anisomicina no radica en el "sitio de
fijacién" del antibiético, puesto que todas las subunidades 60S

que permanecen activas tras su obtencién (67%) fijan una
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FIG.IV.5. Interaccién de 3H anisomicina con subunidades

60S de S.cerevisiae. Representacién de Scatchard.

L as condiciones experimentales fueron idénticas a
las descritas en la Figura IV.3 a excepcién del
tiempo de centrifugacién: 6horas.

L.as subunidades no fueron pretratadas en modo alguno.
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molécula de anisomicina con una afinidad comin para todas

ellas, definida segin el valor de KgOS= 1,7 X 10_6M, a-
o°cC ’

proximadamente 3,5 veces inferior a Ky y superior a
0°C 1
Kdz .

Una vez descartada la subunidad 6OS‘ como respon-
sable de la heterogeneidad ribosémica aparecieron de nue-
vo dos posibilidades para explicar el fenémeno: (a) un com-
ponente no ribosémico, que se eliminaria en la centrifuga-
cién zonal (I[.2.11) mediante la que se obtenfan ambas su-
bunidades y (b) la subunidad 40S introducia de una forma
indirecta, el cardcter heterogeneo del ribosoma 80S. Para
responder a esta cuestién fué necesario hacer un experimen-
to de “reconstitucién", es decir formar particulas 80S a par

M)

tir de cantidades equimoleculares de subunidades (1,3 X 10~
y analizar su comportamiento en cuanto a la fijjacién de 3H
anisomicina. Se incubaron, para su reactivacién durante 15
minutos a 30°C. Una vez enfriadas a 0°C se afiadieron las

cantidades requeridas de antibiético y se realizé el experi-

mento segln la técnica clasica de ultracentrifugacién.

El resultado aparece en la figura IV .6 donde puede
apreciarse que retornamos a la situacién obtenida con ri-
bosomas intactos, es decir la hipétesis (b) en la que se
atribuia la heterogeneidad a un efecto indirecto de la subu-
nidad 40S parece ser correcta. No obstante deben tenerse

en cuenta una serie de puntualizaciones.

- L.a segunda pendiente (en linea discontinua) no ha podido

ser detectada con toda la precisién requerida para quedar
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(previamente incubadas 30°C durante 15 minutos)

1,3X 10-° M,
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completamente caracterizada, debido a las grandes cantida-

des de subunidades necesarias.

- El nimero total de ribosomas reconstituidos activos es li-
geramente inferior a los Wintactos" pero superior al de las
subunidades 60S aisladas. Dos e xplicaciones pueden justifi;
car este fenédmeno. L a apuntada anteriormente 6 una reac-
tivacién producida por la incubacién a 30°C en presencia de

la subunidad complementaria.

. . 3 . .
. - El porcentage de ribosomas capaces de fijar ~H anisomi-

cina ha incrementado ligeramente (de un 28 a un 35%).

- Frente a esta hipétesis podria argumentarse que la expli-
cacién a la figura IV.6 estribaria en una degradacién &6 mac-
tivacién de subunidades 60S, debido a condicionés experimen-
tales o mejor aun a "atrapamiento" por subunidades 40S
inactivas que provocarian ribosomas 80S "inactivos" siendo
la fijjacién detectada, la correspondiente a subunidades 60S
de caracter homogeneo tal y como aparecié en la figura IV.5
pero donde tan solo un 35% de ellas Quedaran activas, mien-
tras que la segunda fijacién podia ser un artefacto dado los
pocos puntos que la definen. Esta interpretacién de cierta
viabilidad atendiendo a los resultados en "el eje de abcisas"
pierde totalmente su valor al considerar las afinidades obte-

nidas en este experimento. Para fijacién de mas alta afinidad:

- o -

KR = 5,7%X 107" M (frente a KO, = 4,3% 107" M y K205-
1l 6 R 6 ooc_
1,7X 10 M) y Kd2= 5,6 X107 M (frente a Kdz = 5,8X

- o
10 6M). Vemos que a pesar que KdR > Kg c sus valores
1" “leos

estan mucho mas préximos que respecto a Kd . Ademés
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hav que considerar que una pequefia disminucién en el va-
Jor de 'a afinidad puede ser perfectamente exolicada por

pérdida de algin componente no ribosémico o mejor aun

por un relajamiento de la eétructura ribosdmica, fenédmeno
generalmente admitido en particulas que han sufrido las drés;
ticas condiciones de disociacién (BDY, ver relacién de so-
luciones tampén) . Sin embargo, un incremento de 3 veces
en afinidad (KgOS= 3 X K?l) solo puede ser explicado por

un cambio profundo en la estructura ribosémica: reasocia-

cién de 408 y 60S para dar lugar al ribosoma 80S.

Respecto al incremento en el valor de n para la fija-
cién de alta afinidad apuntado un poco mas arriba, se hi-
zo el siguiente experimento. Se tomaron una determinada
cantidad de ribosomas que fué dividida en 2 porciones. Una
de ellas se diluyd en BFY mientras que la otra lo fué en
tampédn de disociacién BDY. Se incubaron 1 hora a 0°C y
a continuacién se afiadieron las cantidades de sales necesa-
rias para convertir el tampén BDY, en que se encontraban
la mitad de los ribosomas, en BFY. A continuacién se in-
cubaron 15 minutos a 30°C y: se realizé un estudio de fija-
cién de 3H anisomicina tal y como quedé descrito en 1V.1.3.
En realidad lo que se hizo fué disociar ribosomas en sus
subunidades y r‘easociarlos., es decir un experimento similar
al descrito en la figura IV .6 excepto que aqui no han sido
aisladas las subunidades. Paralelamente se hizo un ensayo
standard de fijacién con los otros ribosomas (Idéntico al

descrito en IV.1.3). Los resultados aparecen en la figura
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A. Experimento control, ribosomas no tratados

B. Ribosomas disociados, mediante incubacién en
BDY a 0°C durante 1 hora y reconstituidos en
BFY por incubacién 15 minutos a 30°C.

Condiciones experimentales: BFY, OOC', ultracentri-
fugacién.
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IV.7 . Vemos que mientras el ensayo standard (Fig. IV.7A)
es idéntico al presentado en la figura IV.3 (este resultado
se repiti4 con 4 preparaciones distintas de ribosomas) los
ribosomas disociados y reasociados (Fig. IV.7B) han incre-
mentado ligeramente el tanto por ciento de ribosomas activos
(n= 0,36) coincidiendo con lo' obtenido en el experimento de
reasociacién a partir de subunidades aisladas, mientras que
los vaiores de las afinidades han sufrido variaciones menores,
st bien puede apreciarse una ligera disminucién en los ribo-
| somas disociados (de 4,3 a 5,0X 10_7M) . El significado de
estas variaciones obtenidas al disociar el ribosoma serén dis-

cutidas posteriormente.

Antes de concluir este apartado conviene sefialar que
cuando se hizo el experimento de''reconstituciédn'" empleando
concentraciones de subunidades préximas a 3 X 10-—6 M  se
obtuvo una situacién similar (en el valor de n y de Kd) a
la correspondiente a subunidades 60S. Este resultado dada
la cantidad de material necesario no ha sido aun confirmado
y se basa tan solo en una representaciédn gréfica de 4 pun-
tos. Sin embargo, es muy probable que sea debido a que
tan altas concentraciones de subunidades (muy lejos de las
fisiolégicas) no puedan reasociar convenientemente. Es siem-
pre recomendable, atn en el caso de ser imprescindible
usar tales concentraciones ribosémicas, que la reconstitucién

tenga lugar en condiciones mas diluidas siendo concentradas

posteriormente.
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IV,1.5. CORRELACION FIJACION 3H ANISOMICINA -

INHIBICION DE LA ACTIVIDAD PEPTIDIL
TRANSFERASA.
1.- REACCION DE LA PUROMICINA.

L a interaccién de inhibidores en forma radioactiva
con el ribosoma presenta la ventaja de suministrar datos
cuantitativos. Asi hemos podido determinar en cada caso,
el porcentaje de ribosomas con una (alta afinidad) u otra
(baja afinidad) caracteristica. Sin embargo presenta el in-
conveniente de no tener ningin dato acerca de la funciona-
lidad de estos ribosomas dentro de alguna de las etapas de

la sintesis de proteinas.

Los eXperiméntos descritos en este y en el siguiente
apar‘tado, son un intento de correlac¢ionar los datos cuanti-
tativos de fijacidén, con una medida de la actividad ribosdmi-
ca peptidil transferasa, presentada por los dos tipos de ri-

bosomas diferenciados segGn su interaccién con H anisomicina.

El fundamento es el siguiente, aislando la formacién de
enlace peptidico del resto de‘las etapas necesarias para la
biosintesis de proteinas, se puede correlaccionar la inhibicién
causada por anisomiciné con la afinidad que esta posee por
el ribosoma y de esta forma distinguir'; si es que hubiera al-
guna diferencia, entre la actividad de ambos tipos de ribosomas
en esta reaccidén especifica.

El método seguido ha sido: 1) estudiar la fijacién de

3

H anisomicina a ribosomas 80S de levadura en las condi-
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ciones de formacién de enlace peptn’dico segln la "reaccién
de la puromicina" (ver I1.3.8). Estas son sustancialmente
las mismas que las descritas en IV.1,3 excepto que la tem-
peratura fué de 30°C durante todo el proceso. 2) Calcular
las curvas tedricas de inhibicién deducidas a partir de los

o o
valores de Kg(l) c 'y K?ig C. 3) Analizar la cinética de

. . . . 14
reaccidn con puromicina del complejo N.:Ac = C Fen-tRNA-
Poli U-ribosomas en su forma postranslocada, con objeto
de estudiar la inhibicidén del antibiético en condiciones de ve-

locidad inicial. 4) Estudiar el efecto de anisomicina sobre

la "reaccién de la puromicina" a velocidades iniciales.

Los experimentos realizados y los resultados conse-

guidos se describen a continuacién.

Todas las condiciones experimentales fueron idénticas
a las descritas en IV,1,3 a excepcién de que los tubos de
reaccién se incubaron 15 minutos a 30°C antes de iniciar la
centrifugacién, Asi mismo, el rotor se encontraba a esta
temperatura y la sedimentacién tuvo lugar a 30°C durante
3 horas. Esto se debid a que esta temperatura los sedimen-
tos de ribosomas no eran de>masiado estables cuando la cen-

trifugacién duraba tan solo 2 horas.

Los resultados aparecen en la figura IV.8. La situa-
cién es similar a la obtenida a 0°C si bien los parémetros
han variado: la fijacién de alta afinidad la poseen un 37% de
los ribosomas y su intensidad viene dada por Kgooc= 1,2 X

-6 . . . o
100" M (aproximadamente 3 veces inferior a Kdl ") mientras

que un 43% de ribosomas interaccionan con anisomicina. se--
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Todas las condiciones experimentales como en la Figu-
ra IV.3 a excepcién de la temperatura y 3 hr, de cen-
trifugacién (ver texto).
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: 30°Cc_ -6
'gn una fijacién de baja afinidad (Kdz = 6,6 X 10 "~ M) li-
-, . ) o
geramente inferior a la correspondiente a 0 C.
30°C 30°C

A partir de estos valores de Kdl y Kdz pucden
trazarse las curvas teéricas de inhibicién admitiendo una
premisa inicial: un ribosoma formando complejo con aniso-
micina es inactivo en cuanto a su actividad peptidil transfe-
rasa y como consecuencia, frente a una concentracién da-
da de antibiético, el porcentaje de inhibicién respecto a los
.controles seria idéntico al tanto por ciento de ribosomas a-
complejados en el equilibrio. lL.uego, conociendo el valor de
las constantes de afinidad (en forma de constantes de aso-
ciacién) y la concentracién inicial de ribosomas, sc¢ puede
calcular mediante un sencillo sistema de dos ecuaciones el
valor de la saturacién D es decir, el porcentgje de inhibicibn

para cada concentracién de anisomicina.

Suponiendo que n= 1 pucsto que todos los ribosomas
denominados de alta afinidad fijan 1 molécula de antibidtico y

R = n, X R.. donde R.. son los ribosomas afiadidos a la
o M7 B T :

mezcla de reaccibén y ny el porcentaje de los que fijan ani-
. . . 30°C
somicina segan Kdl , tenemos:

o, _ (RA) _ K(A)
Y= "Ry T1rK(A)

Ao = (A) + (RA) -

: OC o
donde K es KA (1/K§i(1) 16 1/K§g C). A, concentracidn

total de anisomicina y el resto, segin I1.3.14,

Resolviendo este sistemma para (RA) tenemos:

K (R/\)z - [1’*‘}( (Ao + Ro)] (RA) + K AgRe= 0
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de donde: :
- \ 2 . .2
1+K(A _+Ro) + [1+K(A+Ro)] - 4K'A R,

Y = % de inhibicién=
2KR
o
ecuacién en la que la solucién + no es viable pués entonces

(RA)> R,,.

Se aplicé una correcién a estos cdlculos basada en
la cantidad de anisomicina que quedaria eliminada de la mez-
cla de reaccién por el otro tipo de ribosomas. Se obtuvo
idéntico resultado habida cuenta de la pequefia concentracidn
de ribosomas empleada frente a las elevadas cantidades de

anisomicina. l.os resultados aparecen en la figura IV. 10,

. 300C

[.a linea de trazo grueso corresponde a Kd? y la de tra-
. 30°C . . - .

zo fino a Kdz mientras que los circulos blancos, unidos

por la linca discontinua, representan el valor experimental
obtenido segiin se describe a continuacién. Previamente fué
necesario determinar el tiempo de incubacién requerido para
estudiar auténticés velocidades iniciales, puesto que dada la
reversibilidad del complejo, este requisito es fundamental pa-
ra admitir como buena la premisa enunciada al trazar las
curvas tebricas de inhibicién. Como puede observarse en la
figura IV.9A, por encima de 2 minutos se pierde la linea-
ridad. En el caso de que el complejo hubiera sido congela-
do y almacenado durante 24 horas esta cinética era un po-
co mas lenta, encontridndose linearidad aun a los 4 minutos

de incubacién.

Una vez en posesidén de este dato se procedié a de-

terminar la curva de inhibicién de esta reaccién por canti-
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FIG.IV.9A. Cinética de la reaccién de la puromicina a

partir del complejo ribosomas 80S (S.cerevisiae)-poli U-

N-Ac 4C Fen-tRNA.

Condiciones experimentales: BFY, 30°C de tempe -
ratura y una cantidad de complejo cquivalente a .
28,2 pmoles de Fenilalanina. A—— & puromicina
1mM y A—— A sin puromicina.



135

dades crecientes de anisomicina. L as condiciones iénicas

fuero;l idénticas a las empleadas en los estudios de fijacién
(BFY): Maleato aménico (pH 6,5) 50 mM, cloruro mag-
nésico 12 mM y 2-mercaptoetanol 5 mM. La incubacién du-
ré 2 minutos a 30°C deteniéndose la reaccién y extrayén-
dose el producto N-.Ac 14C .Fen-PM formado, de acuerdo

al método de Leder y Bursztyn (1966) seglin se ha des-

crito en la seccién 1.3 de Métodos.

Es muy importante recordar la necesidad de hacer
para cada concentracién de anisomicina empleada, un tubo
control idéntico sin puromicina. Esto se debe a que el an-
tibidtico provoca a altas concentraciones un incremento en
la liberacién de N-Ac 14C fenilalanina (Fig. IV.9B) que es
extraida mediante el acetato de etilo. Estas cantidades son
minimas, pero en aquellas condiciones en que debido a la
presencia de altas concentraciones de anisomicina el porcen-
taje de reaccibn es pequefio, puede producir considerables
variaciones. Este fenédmeno encontrado tan solo con aniso-
micina recuerda los resultados .de Caskey y cols. (1971)
cuando estudiaron el efecto de este antibibético sobre la libe-
racién de formil-metionina en su ensayo de terminacién (ver

mas adelante, 1V.,1.9).

El resultado, una vez tenidas en cuenta estas condi-
ciones, aparece en la figura IV.10 representado por los
circulos blancos unidos por la linea discontinua. L a inhibicién
producida por anisomicina segn se observa. corresponde a

30°C

una.fijacién definida por Kd1 . Esto quiere decir que los
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ribosomas de baja afinidad no poseen. : actividad peptidil
transferasa puesto que el producto‘sintetizado por ellos hu-
biera sido inhibido por anisomicina en una extensién mucho
menor que la encontrada experimentalmente (linea de trazo
fino), y aln considerando que ambos tipos de ribosomas
hubieran sido capaces de formar enlace peptidico, una sim-
ple consideracién matemética nos dice que el resultado es-
perado hubiera sido una recta, combinacién lineal de las dos
teéricas y situada a una distancia relativa de ambas, direc-
" tamente proporcional al nimero de ribosomas que componen

. L. .. 3 . .
cada uno de los grupos de distinta afinidad por ~H anisomi-
. 30°C 30°C
cina, esto es ny y n, .
Asi podemos concluir que tan solo los ribosomas (o
una parte de ellos) capaces de interaccionar con anisomici-

na con alta afinidad poseen actividad formadora de enlace

peptidico en el sistema aqui utilizado. Esto no excluye que
un pequefio porcentaje de ribosomas del tipo de baja afini-
dad no posea esta actividad debido a los limites de error de

estas experiencias.

Puede observarse en la figura IV, 10 que a altas con-
centraciones de anisomicina existe una ligera desviacién de
la curva teérica. Esto no puede explicarse por ningln efec-
to de los componentes de la reaccién sobre anisomicina pues-
to que entonces la desviacién debiera haberse producido a
bajas concentraciones del antibiético. Tampoco puede ar-
guirse una diferente afinidad pore complejo postranslocado

(Kdi y Kq, (30°C) han sido determinadas sobre el riboso-
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ma) puesto que el resultado hubiera sido una curva de in-
hibicién paralela a las tebricas. Asi solo podia ser expli-
cado por efectos de agregacién del antibiético a altas con-
centraciones que rebajarian su concentracién real en la
reaccidén aunque esta versién es muy improbable. Mucho
mas acorde con la realidad resulta suponer que a pesar
del efecto inhibidor de anisomicina se permita, en muy pe-
quefias cantidades, una cierta sintesis de N*Ac-Fen-PM
debido a que el complejo ribosomas-anisomicina no es est4-
tico sino dindmico. Esta sintesis se haria tanto mas osten-
sible cuanto mayor fuera el grado de inhibicién, es decir,
menor sintesis debida a la poblacién de ribosomas no unida
al antibiético. Esta explicacién resulta tanto mas factible en
cuanto consideremos el equilibrio R+ A == RA desde un

punto de vista termodinamicamente estadistico.

I as conclusiones obtenidas en este apartado han sido
confirmadas mediante el otro ensayo especifico para la for-
macién de enlace peptidico: "LLa reaccién del fragmento"

(Battaner y Vazquez, 1971a)

IV.1.6. CORRELACION FIJACION 3H ANISOMICINA -

INHIBICION DE LA ACTIVIDAD PEPTIDIL
TRANSFERASA,
2.- REACCION DEL FRAGMENTO.,

El proceso seguido fué paralelo al descrito para la
reaccién de la puromicina. Asi mismo todas las considera-

ciones hechas entonces son aplicables ahora.
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Figura IV .11 muestra el efecto de concentraciones
crecientes de etanol sobre la fijacién de 3H anisomicina a
ribosomas 80S de levadura en condiciones idnicas standard
(BFY). No parece existir ningtin efecto hasta aquellas
concentraciones que producen precipitacién del material ri-
bosémico. A partir de entonces hay una suave, per'o' cons-—
tante disminucién de la afinidad. Tras este ensayo previo
se pasé al estudio cuantitativo. LLogicamente, las condiciones
idnicas fueron las correspondientes al ensayo de la reac-
cién del fragmento (11.3.9): TRIS-CIH (pH 7,4) 50 mM,
cloruro magnésico 20 mM, cloruro potésico 400 mM y eta-
nol 33% (v/v). Para un intervalo de concentraciones entre
10-'7 y 10-6M’ de 3H anisomicina se empleé 2 X 10-6 M de
ribosomas, mientras que una concentracién dos veces supe-
rior fué necesaria cuando el antibibtico tritiado se encontrd
entre 10—61 y 10—5 M. 6X 10_6 M fué la concentracién ribo-
sémica en aquellos tubos cuyo contenido en 3H anisomicina
era superior a 10'5M. El método empleado fué el de pre-
cipitacién por etanol (II.3.12) y la temperatura del proceso
0°C. EIl resultado aparece en ia figura V.12 segln una
representaciébn de Scatchard. Tan solo fué posible detectar
una fijacién de caracter homogéneo, que dados los valores
de saturacién n= 0,41 resulta lélgico suponer que en pre-
sencia de etanol aquellos ribosomas de baja afinidad, o han
perdido toda capacidad de interaccionar con anisomicina, o
bien esta es tan pequefia que no puede ser detectada por

los métodos clasicos de fijacién. Mientras tanto, aquellos

otros de alta afinidad, a pesar de verla reducida considera-
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blemente KStOH= 3,6 X 10—6 M, son los responsables de la

fijacién detectada en esta experiencia.

El incremento en el porcentaje de los ribosomas "ac-
tivos" en esta interaccién puede ser debido a la presencia
del solvente orgdnico. Sin embargo no debe descartarse la
posibilidad de interconversién de ambos tipos de ribosomas.
Desgraciadamente esto solo podria ser demostrado si fuese-

mos capaces de separarlos fisicamente.

El problema de la correlacién entre fijacién y activi-
dad ha quedado en esta ocasién muy simplificado. En la fi-
gura IV.13 la linea continua representa la curva de inhibi-
cién tedbrica calculada segin se describié en el apartado an-
terior. El ensayo necesario para obtener la correspondien-
te curva experimental fué realizado segin se describié en
la seccién de Métodos Anah’ticds. La incubacién a 0°C fué
iniciada por la adicién de etanol (33% v/v) y terminada 20
minutos después mediante reduccién del pH a 5,5 por sul-
fato de berilio 0,1 M (saturado con sulfato magnésico). Pre-
viamente se habia comprobado, 'de acuerdo a los resultados
obtenidos por Battaner (1971) que durante este tiempo, la
velocidad de reaccidn permanecia lineal. En este caso no
fué necesario hacer los controles sin puromicina para cada
concentracién de anisomicina pues no se observé. el fenéme-
no descrito. en el apartado anterior debido, siempre siguien-
do un paralelismo con los resultados de Caskey y cols.
(1971), a que en presencia de etanol no se libera, N-Ac

H leucina sino que se forma el etil ester (cuya sintesis es



[o] .
v 100 - : , .
0 \7\ .
(o) v
©
[§]
o 80 -1
[a]
- v
=
o
| 60 - -
P v
J
g
wrke 40 - -
_
b
v
£ 20 | \ i
v\
L 1 1 Y

T -G8 ~8 -4
10 0 : 10 10

[AniSOMICINA] M

FIG.1V, 13. Inhibicién por anisomicina de la reaccién del

fragmento catalizada por ribosomas de S, cerevisiae.

(V) Resultado experimental (en % de reaccién)
para cada concentracién de antibidtico.
EtOH

d

Incubacién 20 minutos a OOC. Otras condiciones
segtn 11.3.9. 4

~—— Curva tebrica de inhibicién segin K



140

inhibida por anisomicina) siguiendo un mecanismo idéntico
a la reaccién con puromicina si bien en una proporcién

autenticamente despreciable en las condiciones del ensayo.

El resultado aparece expresado en la figura IV.13
por los triangulos invertidos. Su perfecta interpolacién en

la curva tedrica no requiere mas comentarios.

El hecho de que en estas condiciones, 33% de etanol
(v/v) y especialmente 0°C de temperatura, no se haya pro-
ducido ninguna disminucién de la curva experimental a alas
concentraciones del antibiético, favorece la hipbtesis hecha

- . . rd .
en el apartado anterior basada en consideraciones estadisticas.

Concluyendo, solo aquellos ribosomas (como méximo)
capaces de fijar anisomicina con una afinidad definida por
K?tOH poseen actividad peptidil transferasa ensayada segin
la reaccién del fragmento. L a posibilidad de que algunos ri-
bosomas de aquellos que no fijan anisomicina (o lo hacen

4 .. -
M) posean actividad peptidil trans-

con Kd superiores a 10
ferasa es mucho mas reducida que utilizando el ensayo de

reaccién de la puromicina (ver apartado anterior).

Iv.1.7. FIJACION A RIBOSOMAS CITOPLASMATICOS
HUMANOS.,

Si bien para el trabajo desarrollado en esta Tesis se
han utilizado preferentemente ribosomas de levadura dado el
mayor rendimiento en sus obtenciones, se pretendié genera-
lizar los resultados a otros tipos de ribosomas eucaridticos

y ninguno mejor que los extraidos de amigdalas palatinas



141

humanas, es decir procedentes del extremo opuesto a las

levaduras en la escala filogenética.

No ha sido en ningun momento nuestro propdsito re-
petir los experimentos realizados con ribosomas de S.cere-
visiae sino encontrar una situacidon similar en las condicio-
nes mas generales de estudio. Por ello se decidid realizar
un experimento de fijacidn a OOC y en las 'éondiciones idnicas
standard empleadas en el sistema de sintesis de polifenilala-
nina, esto es BFH: TRIS-CIH (pH 7,4) 50 mM, cloruro
magnésico 11 mM, cloruro potdsico 60 mM y 2-mercaptoe-
tanol 7 mM. La técnica fué la de ultracentrifugacidon y las
cantidades de ribosomas empleadas 2,2 X 10'-6 M para el

rango de 3H anisomicina 10—7— 10_6 M, 4X 10"6 M para el

6_ 10-—5

intervalo 10~ M y finalmente GX 100~ M para concen-

. . _5 . ) o, .
traciones superiores a 10 del antibidtico tritiado.

Expresando los resultados obtenidos segun la repre-
sentacidn grafica de Scatchard (Fig. IV.14) se observa
una situacidn similar a la obtenida con levaduras, aunque

existen ciertas diferencias en cuanto a las proporciones de

ambos tipos de ribosomas. Los de alta afinidad, K’c}*} 1,6 X
6
10

KE{ZFI; 6,6 X 10“6 M son un 35%. Asi nos encontramos en

M representan un 37% del total y los de baja afinidad

este caso con cantidades idénticas de ambos, mientras que

en levadura (en estas mismas condiciones) la proporcién de
o

los ribosomas definidos por ngc era exactamente el doble.

[La significacién de estos resultados es todavia desconocida.

Sin embargo ha quedado demostrada la generalidad del fe-

nédmeno de heterogeneidad de los ribosomas eucaridticos en
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FIG.IV.14. Interaccién de H anisomicina con ribosomas

80S procedentes de amigdalas palatinas humanas.

Cond. experimentales: BFH, OOC', ultracentrifuga-~
cién 2,2; 43y 6X 10°M de ribosomas para los
rangos de H anisomicina, 107°-10"° M, 10-°-
10-°M y > 107°M respectivamente. Representa-
cién de Scatchard. '
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cuanto a su afinidad por anisomicina.

IV.,1.8. ESPECIFIDAD ESTRUCTURAL DE LA IN-
TERACCION DE 3H ANISOMICINA CON RI-

BOSOMAS EUCARIOTICOS DE LEVADURA

Habia sido descrito por Grollman en 1967 que desa-
cetilanisomicina (2-p metoxifenilmetil-3,4 -dihidroxipirrolidina)
(Fig. IV.15) era inactiva en sistemas acelulares de levadu-
o reticulocitos. En este apartado sé ha tratado de investigar
las razones de esta pérdida de actividad. El punto de aten-
cién ha sido comprobar si desacetilanisomicina era capaz
de interaccionar con el ribosoma 6 no, dicho en otrasipa-
labras, si el grupo acetato eliminado formaba parf:e de los
requerimientos estructurales de la molécula de anisomicina
para interaccionar en un sitio éspeciﬁco del ribosoma o es-
taba implicado en su afinidad. LLos motivos que nos induje-

ron a realizar este estudio son comentados en la Discusién.

Si la segunda hipétesis era la correcta habriamos de
encontrar un comportamiento‘id(’;ntico entre anisomicina y su
~derivado desacetilado en cuanto a inhibicién de los sistemas
acelulares ensayados si bien las concentraciones necesarias
para producir un determinado porcentaje de inhibicién serian

mucho mas favorables al antibiético intacto.

La figura IV.16 muestra el efecto comparativo de am-
bas sustancias sobre A, sintesis de polifenilalanina dirigida
por &cido poliuridilico y ’B, reaccién del fragmento. Segin

el ensayo de sintesis de polifenilalanina la diferencia entre
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R= CHy CO ANISOMICINA
R=H DESACETILANISOMICINA
FIG.IV.15. Estructura de anisomicina y su derivado

desacetilado.

Segtin Butler (1968)
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ambos compuestos es abismal, puesto que incluso puede
considerarse que desacetilanisomicina no posce efecto algq—
no, Sin embargo en la reaccién del fragmento se compor-
tan paralelamente, si bien para concentraciones iguales, el
efecto de anisomicina es 300-350 veces superior. Segin
estos resultados pareceria confirmarse cada una de las hi-
pbétesis que se dibujaron anteriormente, dependiendo de la
presencia de etanol. Es bien conocido que’el sistema de
polifenilalanina presenta unas particularidades tan especiales
que antibidticos como cloranfenicol o eritromicina se mues-
tran como mal y nulo inhibidor respectivamente. Esta incdg-
nita podia desvelafse estudiando la reaccién de la puromi-
cina, sin embargo preferimos utilizar un método mas direc-
to, esto es, el efecto de desacetilanisomicina sobre la fijacién

3 ) . . .
de H anisomicina a ribosomas.

La figura IV, 17 muestfa en una primera aproxima-
cibébn un experimento cualitativo, Dado que el antibiético tri-
tiado se encuentra a una concentracién de 10 M podemos
observar que aun en ausencia de etanol (este experimento
se realiz6 en condiciones standard, BFY) desacetilanisomi-
cina tiene un efecto directo y proporcional sobre la fijacién
de 3H anisomicina. Este experimento demuestra tanto la ar-
tificialidad del sistema de poli U para desacetilanisomicina
como la capacidad de ésta para interaccionar con el ribo-

soma eucaridtico.

L. a hipétesis sostenida en un pr‘incipio; de que el gru-

po acetato es responsable de la afinidad de anisomicina por
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FIG.IV.17. Efecto de deSécefiIanisomicina sobre la
interaccién de 3H anisomicina con ribosomas 80S de

S.cerevisiae.
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Cond.Experimentales: 100 M de 3H aniso-
micina y 2,5 X 10~ M de ribosomas. oecC,
BFY y ultracentrifugacién.
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el ribosoma pero no interviene en la estructura necesaria
para el reconocimiento por el antibiético de su 'sitio de fi-
jacién"' solo puede ser demostrado si desacetilanisomicina

es un inhibidor competitive de la fijacién de anisomicina.

Para ello se realizé el correspondiente experimento
tal y como se describié en los apartados 11.3.14 y III.3.3.
El resultado aparece en la figura 1V.,18. Las rectas en au-
sencia Opr'ese;nciada desacetilanisomicina se cortan en un mis-
. mo punto del eje de ordenadas. Esto, como es generalmen-
te sabido, significa competividad entre la fijacién de 3H ani-
somicina y su derivado desacetilado. LLa concordancia en-
tre el valor de. la constante de disociacién obtenido a par-
tir de las curvas correspondientes a 0,3 mM (A—D8) y a
0,8 mM de desacetilanisomicina, esto es Kd (DAN)= 1,5X
100" M, éonfir*mé la validez del experimento. E.ste valor es

. . 3 .
350 veces superior al obtenido en el control de "H aniso-

micina (K (ANIS)= 4,2 X 1077 M)

[.as condiciones experimentales fueron las descritas

en IV.1.3 a excepcién de que tan solo se emplearon ribo-
cr g -6

somas a una concentracién final de 2,5X 10 " M para un

rango de 3H anisomicina 0,5-5X 10—6M.

A la vista de estos resultados se puede concluir que
el grupo hidroxido situado en el carbono 3' del anillo pirro-
lidinico es responsable de la elevada afinidad de anisomicina
por el ribosoma pero no forma parte de la estructura reque-

rida por el antibidtico para reconocer su sitio de fijacién en



K (ANIS)=4.2x107" M
Ks(DAN)= 15%10°% M
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LA v +03mM DAN
A& o +08mM DAN

FIG.IV.18. Caélculo de la afinidad de desacetilanisomicina

por el ribosoma 80S de S.cerevisiae. Medida indirecta a
partir de su efecto sobre la fijacién de H anisomicina.

Representacién doble reciproca.
o—o0 “H anisomicina 0,5-5X 10"6 M

A——0O Idem + desacetilanisomicina 3 X 10--4 M

A—A Idem, 8X 10"4M.

Ribosomas 2,5 X 10—6M, OOC, BFY vy ultracen-
trifugacién fueron las restantes condiciones.
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el ribosoma.

Finalmente la correlacién obtenida entre los valores
de las constantes de disociacién (en condiciones iénicas
standard) y el resultado en la inhibicién de la reaccién del
fragmento hacen suponer que la presencia. de etanol no al-

- tera sustancialmente .estas conclusiones.

L
2

IV.1.9. FIJACION DE 3H ANISOMICINA A RIBOSO-

MAS DE LEVADURA EN PRESENCIA DE
ACETONA |

La inclusién de este apartado requiere una pequefia
introduccién. Caskey y colaboradores han desarrollado unos
sistemas acelulares. para estudiar el proceso de terminacién
sepa}-ado de las otras etapas de sinteis de proteinas. Para
ello utiliza ribosomas, AUG (triplete iniciador) y f-Met-tRNAL
(aminoacil-tRNA iniciador). Forma un complejo ternario que
si bien corresponde a una etapa de iniciacién no es menos
‘cierto que asemeja la situacién que ha de tener un riboso-
ma en un estado de terminacién’ sustituyendo el peptidil-tR NA
por formil-metionil tRNAF y el triplete terminador (ej: UAA)

por la ausencia de triplete.

A partir de este complejo puede estudiarse tres tipos

de reacciones:

a) en presencia de puromicina, ocurre la sintesis de enla-
ce peptidico o reaccién de la puromicina, interviniendo el

centro activo peptidil transferasa.
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b) en presencia de etanol, se forma el etil ester de for-
milmetionina siendo asi mismo responsables de este proce-
- so peptidil transferasa. Ambas a) y b) son inhibidas por

todas aquellas sustancias capaces de inhibir enlace peptidico.

c) Caskey observé que en presencia de acetona (30% v/v)
ocurria una liberacién de formil-metionina, dependiente de
la adicién de tRNA deacilado.. (En realidad la rcaccién se
" corresponde con la estimulacién producida por tRNA puesto
que en su ausencia tiene lugar una considerable hidrdlisis
de fo.r‘mil—metionina); Con objeto de comprobar si intervenia
peptidil transferasa en el proceso terminacién tal y éomo
habfan sugerido otros autores (Vogel, Zamir y Elson, 1969},
estudié el efecto de los inhibidores de este centro activo en
esta reaccién. Sorpredentemente encontré que mientras to-
dos inhibian, anisomicina (y lincomicina en el caso de ribo-

somas procariéticos) estimulaba esta hidrélisis.

Ante la imposibilidad de explicar este resultado con
los conocimientos actuales acerca del mecanismo de accién
de anisomicina se pensd en estudiar su interaccién con el
ribosoma en presencia de acetona, incluso en las mismas

condiciones ibnicas a las descritas por Caskey para su sis-
tema de reticulocitos: TRIS CIH (pH 7,4) 50 mM, cloru-
ro magnésico 11 mM, cloruro potdsico 50 mM asi como la

o
temperatura-de 24 C.

[.os resultados aparecen en la tabla IV .2, mostrén-
dose-una disminucién de afinidad que no puede en absoluto

explicar el difecrencial comportamiento del antibiético. Anélo-



TABLA V.2

3

FIJACION DE “"H ANISOMICINA A RIBOSOMAS

EFECTO DE ACETONA

Sistema : pmoles de 3H anisomicina
fijjados

Completo : - 36,5

+ Acetona 0°C - 4.8

Completo . 31,4

+ Acetona 24°C | | 10,4

Experimento de ultracentrifugacién en las condiciones iénicas
descritas en lV.41.9 (Caskey y cols. 1971). Cuando acetona
estuvo presénte (30%, v/v) la centrifugacién se realizé en
centrifuga de mesa durante 15 minutos (max.velocidad) en
viales cerrados hermeticamente. 3H anisomicina 10 M. Ri-

bosomas 80S de S.cerevisiae 3,5X 10-6M.
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go resultado negativo se obtuvo cuando se caracterizé, tan-
to el producto libre en el sobrenadante, como el unido a
los ribosomas en el sedimento que resulté ser anisomicina

sin ningln tipo de modificaciones.

E stos experimentos debido a la evaporizacién de la
acetona se realizaron en viales 1-1,5 ml de capacidad her-
meticamente cerrados. La centr‘ifugaéién se hizo durante 15
minutos en una céntr'ifugacién de mesa a la méxima veloci-
dad (alrededor de 4.000 rpm) a temperatura ambiente. Pre-
viamente los viales habfan sido incubados 5 minutos a 24°C.

También se realizd este experiencia a 0°C (Tabla IV.2).
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V.2, FIJACION DE 3H GOUGEROTINA A RIBOSOMAS

IvV.2.1. ESPECIFICIDAD DE LA INTERACCION DE |

3H GOUGEROTINA CON RIBOSOMAS.

Al igua;l que sucedié con 3H anisomicina, el primer
paso al estudiar la interaccién de un antibiético con riboso-
mas es demostrar que esta es especflica, esto es, que so-
lo ocurre con aquéllas estructuras responsables de la fun-

‘cidén inhibida por el antibiético.

Inicialmente gougerotina debe fijarse a ribosomas pro-
caribticos y eucaribticos puesto que es activa en ambos sis—
temas y consecuentemente, a la subunidad mayor 50S 6 60S,
. respectiva'mente,v puesto que inhibe formacién de enlace pep-

tidico.

E stos resultados aparecen confirmados en el experi-
mento de sedimentacién descrito en la Tabla IV.3. Sin em-
bargo es remarcable la diferencia existente entre el riboso-
ma y su subunidad. Este tema se tratard en esta seccién

mas adelante,

I_as soluciones ibénicas empleadas fueron BFY en el
'caso de levaduras, BFH en el de amigdalas palatinas huma-
nas y BFB en el de bacterias. El resto de las condiciones
fué: concentracién 3X 100 M ribosomas 80S .de levadura y
sus correspondientes subunidades y 2,5 X 10_6M para los
procaridticos, mientras que los ribosomas humanos se em-

6 M. 3H gou-

plearon a una concentracién final de 3“,5 X 10~



TABLA IV.3

ESPECIFICIDAD DE LA FIJACION DE 3H GOUGERO-

TINA A RIBOSOMAS Y SUS SUBUNIDADES

Preparacién ~Fuente de mmoles de 3H gougerotina
ribosémica obtencién unidos por mol de ribosomas
Ribosomas 70S .E.coli 171
Ribosomas 80S S.cerevisiae 76
Ribosomas 80S -Amigdalas palatinas 45
-humanas :
Subunidad 50S E . coli 28
Subunidad 308 E . coli . - 0
Subunidad 60S S .cerevisiae 12

Subunidad 40S S.cerevisiae : 0]

El experimento ha sido llevado a cabo por el método de ul-
tracentrifugacién. En todos los casos la concentracién de ri-

6M y 10‘6M la de

bosomas o subunidades fué de 3 X 10
H gougerotina. l.as condiciones iénicas fueron las corres-

pondientes a cada sistema.
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6

gerotina estuvo siempre presente a 10 M.
IV.2,.2, EFECTO DE SALES Y ETANOL

a) Efecto de sales. Este estudio fué realizado tan

solo con ribosomas 80S de levadura S.cerevisiae, debido

a que en el caso de E_.coli se adoptaron desde un princi-
pio las condiciones iénicas empleadas por Fernéndez-Mufioz
y cols. (1971) al estudiar la fijacién de cloranfenicol, linco-
micina y eritromicina al ribosoma 70S, con objeto de dar
un valor comparativo y uniforme a los resultados aqui des-
critos. Al‘ igual que ocurrié en el caso de anisomicina, las
variaciones son minimas y ademdés ocur"ren en un sentido
totalmente paralelo (Fig. IV.19). Dado que ambos antibié-
ticos interaccionan cbn el ribosoma en sitios totalmente inde-
pendientes (Capitulo V) esta pr‘bpiedad de inalterabilidad an-
te las concentraciones de magnesio y amonio (6 potasio) em-
pleadas, parece ser un rasgo caracteristico de todo el cen-
tro peptidil transferasa mas que de los propios sitios de fija-

cidén de los antibibéticos.

b) Efecto de etanol. Se ha estudiado en las condicio-

nes idnicas de la reaccién del fragmento. Esto es FRY,
TRIS-CIH (pH 7,4) 50 mM, cloruro magnésico 20 mM y
cloruro potdsico 400 mM para ribosomas eucaribticos y BFB,
TRIS-CIH (pH 7,4) 33 mM, cloruro magnésico 13 mM y
cloruro potédsico 270 mM para ribosomas y subunidades pro-
caribticas. El resto de las condiciones experimentales apa-

recen descritas en el correspondiente apartado de Métodos

.
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FIG.1V.19. Fijacién de 3H gougerotina a ribosomas de

S . cerevisiae

e——e Efecto de magnesio

Otras condiciones: Maleato aménico (pH 6,5)
50 mM, 0°C. '

o—o0 Efecto de amonio

Otras condiciones: TRIS-CIH (pH 7,4) 50 mM,
ClyMg 12 mM, 0°C. Experimento de ultracentrifu-.
gacién. 3,5 X 10 M de ribosomas y 107" M de
3H gougerotina.
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(11.3.13).

Al igual que sucedib en el caso de anisomicina, con-
centraciones de etanol inferiores al 20% (v/v), es decir a-
quellas que no provocan precipitacién del ribosoma, no afec-
tan sustancialmente kb afinidad de gougerotina por el riboso-
ma eucaribtico. Sin embargo al sobrepasar este punto cri-
tico de precipitacién se produce un dramético descenso de
afinidad hasta un 35% (v/v) para luego seguir disminuyendo

mas lentamente.

Uniendo este resultado (Fig. IV.20A) al obtenido es-
tudiando ei efecto de icationes podemos deducir que la dife-
rencia de afinidad de gougerotina en las condiciones standard
(BFY)y la de reaccitn del fragmento (FRY) son de 5 veces a favor
de las primeras, suponiendo que se mantengan aproximada-

mente constantes los valores de saturacién.

Una situacién paralela se presenta en ribosomas pro-
caribticos (Fig. IV.20B). A partir de 10% (v/v) (Obsér-
vese que en este caso la caida comienza antes de las con-
diciones de precipitacién) existe una disminucién lineal en la
afinidad hasta llegar -a valores del 30-35% (v/v) donde si
bien sigue decreciendo lo hace mas lentamente tal y como
sucedié en ribosomas 80S. Dado que las condiciones iéni-
cas empleadas son idénticas para experimentos standard o
de "reaccién de fragmento", las diferencias encontradas en-
tre ambos deben ser atribuidas {nica y exclusivamente a la
presencia del etanol. El valor cuantitativo deducido de este

experimento fué de 3,6 veces a favor del sistema standard.
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E stos valores aqui obtenidos seran correlacionados poste-
riormente con estudios de actividad de formacién de enlace

peptidico.

El efecto que el etanol, y en general otros solventes
orgénicos tales como metanol, acetona etc., producen en
la estructura ribosémica es desconocido en su esencia, aun-
que hayan sido empleados para estudiar reacciones parcia-
les de la compleja maquinaria de la sintesis de proteinas,
que sin su presencia no hubiera sido posible llevarlas a ca-
bo. Asi la reaccién del fragmento, donde ha sido eliminada
la funcién del RNA mensajero asi como del tRNA a excep-
cién del trinucleétido 3' terminal CCA (comin para todas '
las especies), requiere la presencia de alcoholes primarios
de cadena corta (Monro, 1967). Acetona es imprescindible
para la hidrélisis de f-Met-tRNA en el sistema descrito por
Caskey y cols. (1971) (ver IV.1.9). Asi mismo Ballesta
y Véazquez (1972a) han observado que lka GTPasa del fac-
tor de polimerizacién EF T ('T'u+'T's) tiene lugar en pre-
sencia de 20% de metanol, an en ausencia de aminoacil-tRNA,
siendo esta hidrdélisis de GTP resistente a tiostreptén, un
antibiético que la inhibe cuando esta tiene lugar a partir del
complejo ternario GTP-EF. Tu—aminoacil'tR NA. En todos
estos sisiemas se ha ~en(zontr'ado que la subunidad 50S (cuan-
do podfa actuar por si sola) se comportaba de la misma
forma que el ribosoma completo; es decir la respuesta al
solvente orgénico ocurria en una estructura de esta subuni-

dad ,’independientemente de que la presencia de la subundad.



152

menor tuviera o no influencia (Berman y Monier, 1971).

Sin embargo nos encontramos que al estudiar la fija-
cién de 3H gougerotina a la subunidad 50S de E.coli, in-
dependientemente de la baja afinidad encontrada en ausencia
de etanol (este tema se tratard en IV.2.4), vemos que el
efecto de este solvente es practic;amente nulo (incluso a con-
centraciones del 25% (v/v) existe un incremento en la fija-
cién del 50%). Al igual que en los casos anteriores no es-
tamos capacitados para explicar el efecto del etanol en la
estructura de la subunidad 50S, sin embargo no es aventu—-
rado suponer que esta subunidad posea dos conformaciones
distintas, una aislada y otra formando el ribosoma 70S. En -
esta ultima el sitio de fijacién de gougerotina se ve favore-
cido por una determinada estructura que al ir variando a
cbnsccuencia de la presencia de etanol va ejerciendo un e-
fecto negativo sobre la afinidad de antibibético. Mientras tan-
to la subunidad 508 aislada ha perdido, al separarse de la
subunidad 305, esta conformacidén favorable y asi, el etanol,
si bien tendrd su cfecto directo sobre la estructura total de
la subunidad, no ejerce su accién inhibidor‘a‘ sobre la inter-

accidén de gougerotina con el ribosoma.

Finalmente la subunidad menor 30S no es capaz de
interaccionar con H gougerotina independientemente de la

concentracién de etanol empleada (Fig. IV.20B).

IV.2.3. INTERACCIONDE 3H GOUGEROTINA CON RI-
BOSOMAS. '

Mediante un experimento clédsico de ultracentrifugacién
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se estudié de forma cuantitativa la interaccién de gougero-

tina con el ribosoma eucaribético de levadura.

L as condiciones experimentales fueron: Maleato amé-
nico (pH 6,5) 50 mM, cloruro magnésico 12 mM, 2-mer-
captoetanol 5 mM (es decir BFY), ribosomas 2,5, 4 y 6 |
X 10T M para los intervalos de concentracién de antibidti-
co 10~7—],O-6M, 10_6—10-5M y 10—5—8X 1~O—5M respecti-
vamente, siendo 0°C la temperatura a la que se realizb la

~ experiencia. Volimenes finales y alicuotas para estimacién

de radioactividad como en IV.,1.3.

Los resultadoé, porcesados de acuerdo aScatchard
(1949), aparecen en la figura IV.21A, De nuevo nos en-
contramos con la situacién de heterogeneidad ampliamente
comentada para anisomicina. Si bien pudiera tratarse de
un fenémeno casual no deja de ser sorprendente la coin-
cidencia entre la proporcién de ambos tipos de ribosomas

entre estos dos antibiéticos, La afinidad principal Kg?s

9,1 X 10—7M corresponde a un 29% del total de ribosomas

(28% en el caso de Kglc(ANIS) mientras que la fijacién

secundaria o de baja afinidad Kggs— 1,2 X 10-5M parece

ser responsable de un 55% (56% para ng (ANIS).

Tal y como se esbozb en el estudio del efecto de ca-
tiones sobre la fijacién de anisomicina y gougerotina, este
nuevo dato aporta evidencia de que la heterégeneidad .r'ibo-
sémica no estd localizada en el sitio de fijacién del antibié-
tico, sino en aquella regién responsable, al menos, de la

actividad peptidil transferasa. El hecho (ver Capitulo V) que
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FIG.IV.21A. Interaccién de 3H gougerotina con ribosomas

80S de S.cerevisiae. Representacién de Scatchard.

Cond. experimentales: OOC, BFY vy ultracentrifuga-
cién. 10-7-10-6 M, 10-9-10-9M y 10-5-8 X 10-° M
de 3H ougerotina correspondientes a 2,5; 4 y

6 X 107° M de ribosomas eucaribticos.



154

estos dos inhibidores interaccionen en sitios totalmente inde-

pendientes del ribosoma de una mayor validez a este aserto.

Géugerotina, dado su caracter de inhibidor comin a
sistemas procariéticos y eucaridticos (Pestka, 1971; ver
‘Introduccidén) se presenta como un magnffico instrumento pa-
ra dilucidar si el caré&cter heterogéneo de los ribosomas
eucaridticos ensayado segin su afinidad por antibibticos, es
una propiedad de estos, o bien se trata de una caracteris-

tica diferencial entre ribosomas eucaridticos y procariéticos.

El experimento es sencillo, basta estudiar cuantitati-
vamente la fijacién de 3H gougerotina a ribosomas procarié-
ticos tal y como se hizo anteriormente para ribosomas 80S
empleando (como incontrol mas) las mismas condiciones iéni-
cas en las que los ribosomas se encuentran homogeneos fi-
jando cloranfenicol, lincomicina o eritromicina, esto es BFB:
TRIS-CIH (pH 7,4) 33 mM, cloruro magnésico 13 mM y
cloruro potdsico 270 mM. L as concentraciones de riboso-
mas 70S de E,.coli fueron entre 4 y 6,5X 10_6M para los
rangos de 3H gougerotina comprendidos entre 0,4-4 X 10"6 M
y 0,5-4 X 10_5 M respectivamente. VolGimenes finales de
0,08 ml (0,02 ml) y 0,06 ml (0,012 ml) respectivamente.
[.os valores entre paréntesis corresponden a las élfcﬁotas
tomadas antes y después de la centrifugacién para estima-

cién de radioactividad. El experimento se realizé a una tem-

peratura de 0°cC.

/
El resultado se encuentra expresado en la figura IV.

21B. La conclusién es inmediata, la heterogeneidad puesta
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procaribticos. :
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de manifiesto en los r‘iboso;*n.as eucaridticos por su interac-
cién con 3H gougerotina es una propiedad caracteristica
suya, puesto que los ribosomas procaridticos inter‘acciohan
con este inhibidor de forma totalmente homogénea al igual
que sucedia con todos los inhibidores de peptidil transfera-
sa estudiados anteriormente por otros autores. Esta conclu-
sidén acerca de los riE;osomas' 80S puede hacerse extensi-

ble a anisomicina.

[La afinidad de gougerotina por los ribosomas bacteria-

70S - : . .
nos resultd ser Kdo = 1,5X 10 M, précticamente igual a
S ‘ . co e e s
Kg(l) . La saturacién extrapolada a concentracidn infinita de
gougerotina libre en el equilibrio resulté ser n= 0,7. Ex-

perimentos realizados por A.Contreras en nuestro labora-

torio con este mismo lote de ribosomas dieron idénticos va-
. . A 14

lores de saturacién al estudiar la fijacién de C cloranfe- -

. 1 . . .
nicol y = C tiamfenicol (Contreras, Barbacid y Vazquez,

1973).

IV.2.4. FIJACION DE 3HAGOU‘GEROTINA A SUuBU-

NIDADES RIBOSOMICAS.,

Ya quedd especificado en la tabla IV .3 la poca afini-
dad de gougerotina -por la subunidad mayor del ribosoma
eucaridtico. Esto impidié realizar un estudio cuantitativo de
fijacidén, anédlogo al descrito en IV.1.4. Se traté al menos,
de realizar el experimanto de reconstitucién de subunidades
con objeto de comparar estos resultados con los obtenidos

3 . . . . ..
en el caso de ~H anisomicina. Sin embargo la adicibén de
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subunidades 40S en proporciones equimoleculares no pro-
dujo ningln incremento en la afinidad por 3H gougerotina.

Gradientes de sacarosa mostraron que ambas subunidades
eran capaces de reasociarse dando un producto que sedi-
mentaba como 80S. Estos controles tienen el incoveniente

de realizarse en un rango de concentraciones muy ini"er*ior-
al empleado en experimentos de fgaciédn, no obstante el exi-
to obtenido en los ensayos de reconstitucién para anisomi-
cina hacen pensar que este sea un fenbmeno particular de
gougerotina y no una consecuencia de inactivacién de las

subunidades ribosémicas.

Ante el paralelismo encontrado con la subunidad 50S
(Tabla 1V.3) ‘se traté de comprobar si esta "ausencia de
reconstitucién'" en cuanto a afinidad por gougerotina se re-
fiere, era comin al ribosoma procaribtico. El resultado
fué afirmativo pues la adicién de cantidades equimoleculares
de subunidades 30S produjo un incremento de 6 mmoles de
gougerotina por ribosoma lo que frente a los 28 obtenidos
con subunidades 508 significa tan solo un aumento del 20%.
" Dada la mayor facilidad operativa que reprenta trabajar con
‘material bacteriéno se estudié este fendmeno con subunida-

des de E.coli.

Se enfocbd el problema desde un punto de vista de
autoincapacidad por parte de las subunidades; para formar
ribosoméas 70S idénticos a aquellos de los que provenian.
Asi se pensé que la adicién de RNA mensajero (dcido po-

liuridilico) y (&) de tRNAT®? o5 decir, tRNA capaz de
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ser codificado por este mensajero, permitirian la for*maciéri
de una particula 7058 de caracteristicas similares a aquella
implicada en el proceso de traduccién del mensaje genético
y principal componente de la preparaciéon de 70E con lo que
se obtuvo el resultado representado en la figura IV.21B al

estudiar su interaccidon con gougerotina.

Dado lo costoso que resulta realizar experimentos
cuantitativos (representaciones de Scatchard) para cada una
de las situaciones posibles segun el anterior esquema de tra-
bajo se han empleado ensayos semicuantitativos, esto es, pa-
ra una concentracidn fija de gougerotina (10_6 M), concentra-
ciones variables de ribosomas (& subunidades) de tal forma

gue se trabaje en la etapa lineal de la curva de saturacidn.

El resultado (0°C) aparece en la figura IV.22. (X—X)
representa la curva de saturacidn dada por subunidades ais-
ladas. La linea discontinua que une los circulos blancos (o---0)
corresponde a la adicidn de subunidades 30S. Hay que indi-
car que en todos los casos el material ribosédmico fué prein-
cubado 15 minutos a 30°C antes de realizar el experimento.
Es interesante observar que a medida que la concentracidn
de subunidades es menor, la curva pierde su proporcionalidad,
‘indicando que cuando la concentracién es muy bagja (alrede-
dor de 0,5 micromolar) la reconstitucién es mas favorable.
De todas formas dado el pequefio indice de seguridad que se
titene trabajando a niveles tan bajos de ﬁjacién‘ no debe de

hacerse ninguna conclusidon al respecto.

Los cuadros blancos indican que el acido poliuridilico
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no mejora la situacién. No, sucede lo mismo cuando ademés
se afiade tRNAFen deacilado, especifico para fenilalanina,
es decir tGnica especie codificada por poli U (A---8), Ve-
mos que si el incremento provocado por la adicién de 30S
es de un 50%, la adicién del tRNA provoca una estimula-
cién en la fijacién de un 110% respecto al sistema 30S.50S +
poli U y de un 230% respecto a la subunidad 50S. Final-
mente la relaccién entre fijacién a ribosomas 70S no trata-
dos y al complejo 30S-50S:poli U-tRNAFen es de 1,8 en
la zona lineal. De estos resultados parece evidente que la
fijacién de gougerotina requiere una conformacién ribosémi-

ca similar a la que esta macromolécula posee cuando se

encuentra en la fraccién polisédmica.

Como continuacién a este experimento se realizaron
los siguientes controles. Una porcién de ribosomas 708 no
tratados fueron dializados a 0°C frente a un volumen mil
veces superior de solucién tampén de discciacion de riboso-
mas de E.coli: TRIS-CIH (pH 7,4) 20 mM, cloruro mag-
nésico 1 mM, acetato amédnico 500 mM y 2-mercaptoetanol
5 mM. Transcurridas 4 horas, una porcién se llevé a so-
luciones iénicas standard (BFB) mientras que la otra fué
sedimentada por ultracentrifugacién (6 horas a~150.000 g)
siendo resuspendida finalmente en BFB., A continuacién se
incubaron 15 minutos a 30°C y se pasd a estudiar su afini~
dad por 3H gougerotina. Mientras que los ribosomas diso-
ciados, pero que conservan todos sus componentes origina-

les (R —®) muestran un comportamiento muy similar a las
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Fe

subunidades reasociadas en presencia de poli U y tRNA

(8--0), aquellos que han sido centrifugados (A---8) es de-
cir, que han perdido todos aquellos componentzs de bajo
peso molecular disociados del ribosoma durante la ‘diélisis,
(tRNA, mRNA o ‘protefnas) se comportan préacticamente
igual que las subunidades reasociadas por si solas (o en

presencia de Poli U) (o---0).

Numericamente la pendiente de los ribosomas disocia-
dos es 1,15 veces superior a la del complejo 305-50S. Po-
Fen

li U.tRNA mientras que los que ademés fueron sedimen-

" en la fijacidén de

tados aparecen 1,26 veces mas "activos
gougerotina segin el mismo criterio respecto del complejo.
30S-50S. Finalmente conviene sefialar que la pérdida su-
frida por los ribosomas al ser disociados, a pesar de la

posterior reactivacién a que se les sometid, es de 1,6.

Aungue no tenemos evidencia directa es muy proba-
ble que la situacidén existente entre ribosomas disociados y
el complejo 50S-30S. poli U-tRNAFcn o entre ribosomas
disociados y centrifugados, y.el complejo 50S-30S (+ poli §))
sea idéntica. Esta afirmacién si bien solo podria ser confir-
mada mediante estudios plenamente cuantitativos tales como |
los descritos en el apartado anterior, no parece aventurado
suponer que el factor que los diferencia (tan préximo a 1)
sea consecuencia de la degradacién que sufren las subuni-
dades durante el proceso de obtencién. Fernandez-Mufioz

708

y cols. (1971) encuentran un factor de 1,16 entre n Y

50S 14
n

al estudiar la fijacién de C cloranfenicol (ver apar-
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tados IV, 1.3 y 4) No es mi intencién sacar conclusiones
definitivas de estos resultados, sin embargo no puede ne-
garse que merced a la aplicacién de los estudios de fijacitn
de 3H gougerotina se han planteado una serie de problemas
muy a tener en cuenta a la hora de estudiar la estructura

del ribosoma.

- Las subunidades 30S y 50S no son capaces de reasociar-
se por si solas en una particula 70S de idéntica estructura

a la de los 708 de la fraccién polisémica.

- Los ribosomas 70S obtenidos segin métodos standard vy
lavados 3 veces con alto amonio (1 M) contienen unos com-
ponentes no identificados de bajo peso molecular cuyo efec-
to resulta equivalente a la adicién de tRNA codificado por

&cido poliuridilico.

- La disociacién de estos ribosomas 70S provoca una pér-
dida de algiin componente o alternativamente un cambio con-
formacional, en ambos casos de forma irreversible segin se
pone de manifiesto por una disminucién de 1,6 veces en su

afinidad por gougerotina.

NOTA.- Cuando se estudia una reaccién aislada y se mi-
den inhibiciones a velocidad inicial, se cumple que el valor
de la concentracién de inhibidor capaz de dar un 50% de in-
hibicién es idéntico a su K, en las condiciones en que tie-
ne lugar la reaccién.

Seg(mf): K (A) ~ -1 de donde K, (A)= 1, es decir Kd-_—(A
1+Ka (A) 2 A —a -

Dadas las pequefias concentraciones de ribosomas
empleadas en estos ensayos puede suponerse que Ag= (A+RAF=
(A) de donde Kg= A_. Estas consideraciones solo son vé-
lidas para interacciones equimoleculares, (Ver IV.2.5).
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IV.2.5. CORRELACION FIJACION 3H GOUGEROTI-~

NA- INHIBICION DE LA ACTIVIDAD PEP-
TIDIL. TRANSFERASA.
1.- REACCION DE LA PUROMICINA,

Tal y como ha sido nérma general a lo largo de es-
ta seccién se inicia la descripcién de los resultados en sis-
temas eucaridticos. Ha sido descrito que gougerotina né in-
hibe formacién de enlace peptidico, ensayado segin la reac-
cién de la puromicina en levaduras (Battaner y Véazquez,
1971a) y en amigdalas palatinas humanas (Carrasco, 1973).
Se ha cémprobado .que estas aseveraciones no son del to-
do ciertas a .altas concentraciones del antibiético (Fig. IV.
23A). Este experimento se ha realizado a par‘t'ir- del com-
plejo N. Ac- 14C Fen-tRNA-poli U-ribosomas en su forma
postranslocada (ver 11.3.8). 'La incubacién a 30°C duré 2
minutos con objeto de medir velocidades iniciales de reac-
cién tal y como se describié en el correspondiente aparta-

do para anisomicina (IV.1.5). A partir de esta experiencia

308 (30°C) es del

M lo que justifica que. no sea posible detec-

(Fig. IV.23A) puede calcularse que la K
orden 4 X 10“4
tar ninguna interaccién del antibibético con el ribosoma a es-
ta temperatura con los métodos de fijaciédn actualmente exis-

tentes. (Ver NOTA en pagina anterior).

Con ribosomas procaridéticos encontramos resultados
similares (Fig. IV.23B) si bien los efectos son menos pro-
5

nunciados, 50% de inhibicién para 6 X 10°° M es un dato evi-

dente del dréastico efecto que posee la tefnperatur*a sobre la
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afinidad de este antibiético por el ribosoma. En este caso
la incubacién fué de 30 segundog debido a la cinética mas
répida que presentan los ribosomas bacterianos. Si bien
esta es mucho mas lenta a cero grados este ensayo per-
mitird correlaccionar el valor de K, con la inhibicién so-
d

bre el centro activo peptidil transferasa tal y como se hizo
para anisomicina. En este caso, este experimento tiene ade-
més otro sentido. Se ha preparado el complejo ternario
comunmente emp]eaﬂo en este ensayo a partir de las subu-
nidades ribosémicas. Dado que la presencia de poli U y de

N-Ac 14C Fen-tRNA semejan la situacién definida en el a-

. . F .
partado anterior por 50S-30S-Poli U-tRNA N se podré
comprobar si la diferencia de 1.8 veces en afinidad a favor
de los ribosomas intactos (suponiendo que fijen igual que el

complejo) tiene su correspondencia en cuanto al efecto del

antibiético sobre la formacién de enlace peptidico.

Mediante una clasica reaccién de puromicina (II.3.8)
y tras incubar 10 minutos a 0°C se obtuvo la figura 1V.24,
Puede comprobarse que hay una perfecta correlacién entre
la afinidad calculada segin expérimentos de fijacién, KZ]OS=
1,5X 10_6 M, y el resultado experimental de inhibicién tanto
segin la curva teérica de inhibicién (linea continua) como
en el valor de la constante de disociacién deducido de esta

experiencia tal y como se ha descrito més arriba.

. a linea discontinua representa la curva de inhibicidn
obtenida cuando el complejo ternario que habia de reaccionar

con puromicina fué. preparado a partir de las subunidades
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. o
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o—o0 Complejo formado a partir de ribosomas 703,
Ac- 14C _Fen-tR NA y poli U.

~0---o0 Ildem, a partir de subunidades 305, 50S.

Incubacién 10 minutos. Resto de las condiciones ex-
perimentales segin 11.3.8.
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aisladas previamente. Es interesante observar que se tra-
ta de una linea paralela con la definida por los circulos ne-
gros (o curva tedrica de inhibicién segtn KZIOS) que repre-
senta el resultado obtenido empleando ribosomas intactos.
La relaccién entre ambas es de 1,7 lo que evidencia una
perfecta correlaciédn entre el efecto de gougerotina sobre

la actividad peptidil transferasa y su interaccién con el ri-
bosoma, tanto cuando se trata de ribosomas intactos o re-
constituidos a partir de sus subunidades, teniendo lugar la

reasociacién en presencia de tRNA (aminoacilado é no) y

RNA mensajero.

IV.2.6. CORRELACION FIJACION 3H GOUGEROTI-

NA- INHIBICION DE LA ACTIVIDAD PEPTI-
DIL. TRANSFERASA., ,
2.- REACCION DEL FRAGMENTO.

Por Gltimo se han querido hacer extensibles estas
correlaciones fijacién-actividad (o mejor dicho inhibicién de
actividad) al ensayo de la reaccién del fragmento. Puesto
que con este antibiético no han sido realizados medidas cuan-
titativas precisas con objeto de determinar su constante de
disociacién en presencia de etanol, los resultados presenta-
dos en este apartado tendrdn un valor meramente informa-
tivo. Asf en el caso de ribosomas eucariéticos (Fig. IV, 25A)

se obtendria una KgOS(EtOH) de un valor alrededor de

6

7X 10 "M es decir unas 8 veces superior a la determina-

da en condiciones standard lo que concuerda, siempre es-
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timativamente, con los datos presentados en el apariado

IvV.2.2.

Andlogas correlaciones aparecen en la parte B de
g P

;OS (EtOH)= 4 X
lohbM estimada a partir del valor del 50% de inhibicién,

tenemos una K;OS(EtOH)= 5X 10—6 M deducida a partir

de la figura IV.20B tomando siempre como referencia el

705

valor de Kd determinado cuantitativamente. Finalmente

esta figura IV .25 donde frente a una K

podemos deducir de la curva de inhibicién obtenida utilizan-
do subunidades 50S que KZOS (EtOH)= 6 X 10—6M que si
lo comparamos con el valor de Kd(EtOH)= 4 X 10-6M ob-
tendremos ‘una relacién numerica muy similar a la obtenida
en el caso de la fijacidbn de gougerotina en presencia de e-
tanol (Fig.lV.ZOB) para un valor del 33% (V/Q). Todos

estos datos deben ser considerados tan solo desde un pun-
to de vista estimativo y nunca como v.alor‘es exactos siendo
su funcidn principal correlacionar los resultados proceden-

tes de experimentos de fijacidn con el efecto inhibidor sobre

una determinada actividad ribosdémica.

e ey o . A 2 R



165

V.3, FUACION DE 146 TRICODERMINA A RISOSO-

MAS EUCARIOTICOS

IV.3.1. FIJACION DE 14C TRICODERMINA A RIBO-

SOMAS 80S DE LEVADURA. EFECTO DE
CATIONES Y DE pH,.

Una vez establecida la especifidad de la fijacién de
tricodermina, que como cabia esperar de su modo de ac-
cién, presenta las mismas caracteristicas que en el caso
de anisomicina, se pasd a estudiar el efecto de los cationes
monovalentes, magnesio, pH y etanol en una serie de ex-

perimentos idénticos a los descritos en los apartados IV.1.

2 y IV.2.2,

Los resultados, figuras IV.26 y 27, confirman la hi-
pbtesis hecha en el apartado correspondiente a gougerotina
(pag.149). La propiedad de inafectabilidad encontrada en los
antibidticos estudiados, dadas las peculiares caracteristicas
de cada uno, no puede ser una prépiedad intrinseca de sus

respectivos !

'sitios de fijacién" sino de todo el centro activo
con el gue interaccionan. No obstante existen algunas peque- .
fas diferencias que conviene sefialar. Mientras crecientes
cantidades de magnésio producian una ligera fnhibicién, en
el caso de tricodermina no tienen efecto (o incluso una mi-
nima estimulacién). También puede apreciarse un menor

requerimiento de iones monovalentes especialmente a bgjas

concentraciones, Conviene recordar que a la escala de la
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B. Efecto de amonio.- TRIS-CIH (pH 7,~4) 50 mM,
C’leg 12 mM y el CINH4 equerido.
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A. Efecto de pH.- Acetato aménico (pH 6,0) 50 mM;
Maleato aménico (pH 6,5) 50 mM; TRIS-CIH
(pH 7,2-8,0) 50 mM. 1én amonio 100 mM y ClI
en todos los casos, 12 mM.

Mg

B. Efecto de etanol.- Maleato aménico (pH 6,5) 50 mM

Cleg 12 mM y el etanol (v/v) requerido.
6

Otras condiciones: OOC6 ultracentrifugacién, 2,5X 100 M
de ribosomas y 3 X 107° M de ‘14C tricodermina. '



166

figura hay que afiadir una concentracién 10 mM de ion a-
monio procedente de la solucién de ribosomas . Por lo de-
mas nos encontramos con una total independencia respecto
del pH (en el rango 6-8) y un efecto muy poco pronuncia-
do de etanol, pues si bien a altas concentraciones paresce
haber una pequefia inhibicibén, esta se ve precedida por wn
incremento a niveles intermedios, 15-35% (v/v) del solven-

te orgénico.

E stos resultados permitieron aplicar las condiciones
ibnicas standard de fijacién (‘BFY) 'a los estudios de inter-
accién de 14C tricodermina a ribosomas de levadura, mien-
tras que cuando se traté de ribosomas humanos se utiliza-

ron las descritas en la seccibn correspondiente de anisomi-

cina, esto es BFH (11.3.13).

IvV.3.2. INTERACCION DE 14C TRICODEZRMINA CON

RIBOSOMAS DE S, cerevisiae,

En el caso de ribosomas de levadura las condiciones
experimentales fueron 2, 4_ y'5X 100~ M para intervalos de
antibidtico 0,3-5X 10—6 M, 0,5-3X 10_5M y 3-8 X 10“5 M
‘reSpectivamente. I as concentraciones idnicas maleato améb-
nico (pH 6,5) 50 mM, cloruro magnésico 12 mM y 2-mer-
captoetanol 5 mM, Dada'la menor actividad especifica de es-
te antibidtico, fue necesario emplear mayores volimenes de
reaccién, especialmente en ‘aquellos tubos de bajas concen-
traciones. As{ fueron 0,15 ml, 0,1 ml y 0,08 ml correspon-

diendo a los tres grupos sefialados anteriormente y las ali-
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cuotas tomadas por radioactividad 0,04, 0,02 y 0,015 ml

respectivamente.

L a técnica empleada fué la de centr‘ifugacién, la tem-
peratura 0°c y los datos procesados de acuerdo a Scatcharc
(1949) tal y como se hizo anteriormente para 3H anisomi-
cina y H gougerotina. Los resultados aparecen en la figu-
ra IV.28. Se habia admitido, una vez conocidos los resul-
tados de la fijacién de 3H gougerotina a ribosomas proca-
ridticos y eucaridticos que la heterogeneidad ribosémica
(establecida segln distinta afinidad pbr el antibidtico) era
una propiedad de la macromolécula y no del inhibidor, da-
do el diferencial comportamiento de ambos tipos de riboso-
mas. Sin embargo, ante los resultados obtenidos con 1A'C
tricodermina, si bien no modifican en lo absolutc estas con-
clusiones, limitan el cardcter general‘ de heterogeneidad que
en un principio podia haberse pensado atribuir a los riboso-
mas eucaridticos. Mas alGn, considerando que tricodermina
es un inhibidor competitivo de la fijacién de anisomicina (co-
mo se ha demostrard en apartado siguiente) resulta factible
pensar que el fenomeno de heterogeneidad, depende también
de la.naturaleza del antibidtico. Estos dos asertos, si en-
un principio podian. parecer contradictorios, en realidad se
complementan y aunque éste tema se tratard con mas deta-
lle en la Discusién se puede lanzar la siguiente afirmacidén:
Hasta el presente momento todos los ribosomas pr‘ocariéti—i
cos se comportan homogeneamente en cuanto a la fijacién

de inhibidores de la actividad peptidil transferasa, mientras
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2,4 y 5X 10" M de r‘ibosbm‘_as para 140 trirc:odérmir{a
0,3-5X 10-®M, 0,5-3 X 10-5M y 3-8 X 105 M respec-
tivamente, 0°C, BFY

_ y ultracentrifugacién, Representa-
cidén de Scatchard,
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que los ribosomas eucaribticos presentan alternativamente
un fendmeno de heterogeneidad (empleando siempre el cri-
terio de fijacién) dependiendo de las caracteristicas intrin-
secas del antibiético y no del sitio de interaccién. En el
Capitulo V se demostrard que los sitios de fijacién de ani-
somicina y tricodermina estan - relacionados entre si mientras
que gougerotina se fija a un sitio ribosédmico totalmente in-

dependiente.

Al mai"gen de estas consideraciones, tricodermina
interacciona equimolecularmente con los ribosomas, tal vy
como ha venido sucediendo cén todos los inhibidores activos
en la subunidad mayor ribosémica, siendo el valor experi-
mental obtenido n = 0,9. La afinidad resultdé ser“Kz -+ (TRIC)
1,8 X 10_6M lo que representa una afinidad alrededor de 2

veces inferior a la fijacién principal de gougerotina y 4 res-

pecto a la de anisomicina.

IV.3.3. DETERMINACION DEL SITIO DE FIJACION

RIBOSOMICO DE ‘14C TRICODERMINA RES-

PECTO AL DE 3H ANSISOMICINA.

L os trabgjos realizados en el laboratorio del Dr.Véz-
quez acerca del modo de accién de tricodermina (ver Intro-
duccién) tuvieron su or‘iger.l en un ensayo de inhibicién de
la fijacién de 3H anisomicina que resultd positivo, Sin em-
bargo, alterando elyor‘den cronoldgico experimental por ra-
zones de un mayor orden y claridad en los trabajos expues-

tos en esta Tesis, se ha preferido agrupar todos los ensa-
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yos de inhibicién de la fijacién de los tres antibidticos ra-
dioactivos en un capitulo tGnico (Capitulo V). Este resulta-
do obligaba a estudiar que tipo de relacién existia entre
ambos antibidticos. Tal y como se describié en el aparta-
do de Célculos (I1.3.14), si un determinado compuesto es
inhibidor competitivo de otro existente en forma radioactiva
y que por consiguiente podemos medir su interaccién direc-
ta con el ribosoma, se puede calcular la constante de afi-
nidad de aquel, aunque no exista en forma radioactiva, me-
diante los valores de la constante de asociacién apatente
obtenidos para la fijacién del inhibidor radioactivo en presen-

cia de cantidades constantes del primero.

E ste tipo de estudio que ya fué de gran utilidad a la
hora de determinar la actividad especifica real de 1 C tri-
codermina (IlI.3.3) vuelve a tener aplicacién a la hora de
caracterizar su sitio de accidén respecto a anisomicina, sin
mas operacién que invertir los razonamientos del apartado
anterior, esto es, una vez conocida Kz (TRIC) por medi-
da directa, se puede calcular por medida indirecta de su
efecto sobre la fijacién de 3H anisomicina. Concordancia
de ambos valores serén indicacién de competitividad, amen
de la consideracién gréfica de la interseccién en el eje de

ordenadas, de las rectas resultantes.

L as consideraciones experimentales fueron solucién
ibnica standard para fijacién a ribosomas de levadura (BFY),
. - 3 . . . o A
ribosomas 3 X 10 6 M y "H anisomicina 0,5-4 X 10 6M pa-

’ ) . .
ra la recta de circulos negros (e——e) mas la adicién de

tricodermina no radioactiva hasta una concentracién final de
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3X 107 M en la recta de tirculos blancos (o—o0) . Con
0,1 ml de volumen finél, 0,025 ml para estimacién de ra-
dioactividad, 0°c y métodos de ultracentrifugacién, se com-
pletan los datos experimentales de este ensayo que aparece
expresado en la figura V.29, EIl cruce de las rectas en
‘el eje de ordenadas en ausencia y presencia de tricoder-
mina, esto es, para concentracién infinita de anisomicina

libre en el equilibrio, es significativo de competitividad. No

obstante a partir de los valores de Ka (ANIS)= 2,2 X 106 1

M-
(lo que corresponde a un valor de la constante de disocia-
cién a 0°C de 4,5X 10—7 M que comparando con 4,3 X 10-7M
asf como el valor n= 0,26 frente a n= 0,28 determinado
en IV.1.3 son un control perfectamente valido del experimen-
to) vy K‘,'c\ (ANIS)= 6,9 X 106M—16(constante de asociacibén
aparente en presencia de 3X 10 M tricodermina) se obtie-

ne el valor de la constante de asociacién de tricodermina

segln la expresién:

6 6
S 2,2X 10 -0,9X 10
K (TRIC)= 57577576 ( 0,9 X 10° )
de donde KZ- g = 2,1X 10'6M. COmpar‘ando este valor
ind,

con el obtenido por medicién directa fijando 14C tricodermi-
na a ribosomas de levadura (KZ (TRIC)= 1,8X 10-6M)
podemos establecer sin ninguna duda que este antibibtico es

un inhibidor competitivo de la fijacién de H anisomicina.

Sin embargo se hace necesaria una aclaracién. En
IV.1.3 (y apartados siguientes) se puso de manifiesto una

heterogeneidad ribosédmica en cuanto a la afinidad por ani-
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Ribosomas 3 X 10° M. Otras condiciones 0°C,
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somicina. En los intervalos de concentracién empleados
en este experimento se ha obtenido tan solo una de las
dos fijaciones, la de alta afinidad (KA= 2,2 X 106 M“1 y

n= 0,26) luego tan solo se debe afirmar, que tricoder-

mina es inhibidor competitivo de la interaccién de alta afi-
nidad de anisomicina con el ribosoma citoplasmético de le-
vadura, sin embargo en el proximo capitulo se demostra--

réd que la interaccién tricodermina-anisomicina en su fija-

cién al ribosoma es extensible a ambas fijaciones (alta y

baja afinidad).

vV.3.4. INTERACCION DE 14C TRICODERMINA CON

RIBOSOMAS HUMANOS,

Dado el nuevo rumbo que témaron los estudios de
interaccién de antibiéticos con el ribosoma eucaribtico tras
la demostracién de homogeneidad ribosédmica para la fijacién
de C tricodermina, se ha tratado de extender este resul-

tado a otros tipos de ribosomas del tipo 80S.

Al igual que se hiciera en el caso de anisomicina se
escogieron los ribosomas procedentes de amigdalas palatinas
humanas (IV.1.7). Se realizé un estudio de fijacién direc-
ta, siendo los datos obtenidos procesados y representados
segln Scatchard. La figura IV.30 muestra que los riboso-
mas humanos al igual que los de levadura, son homogeneos
en cuanto a su afinidad por tricodermina. Sin embargo, es-
ta r"esulté ser superior, K?T(TRIC)= 6,7X 10_7M es de-

cir aproximadamente el doble. El nlimero de sitios, n= 0,73,
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vuelve a ser uno por ribosoma, considerando que una pe-
~ .-, . . ’, . .
quefia porcion sean inactivos, segun ha venido sucediendo

con los dos antibidticos anteriormente estudiados.

Por lo demas solo resta enunciar las condiciones ex-
perimentales: TRIS-CIH (pH 7,4) 50 mM, cloruro magné-
sico 11 mM, cloruro poté;sico 60 hM y 2-mercaptoetanol
7 mM en cuanto a las concentraciones idnicas (BFH). 2,5
y 4,5 X 10-°
codermina de 1-5X 10"

M de ribosomas par‘a.inter‘valos de l C tri-
6 My 0,6-5X 1,0_5 M respectivamen-
te. Los volimenes finales fueron 0,1 y 0,08 ml y las ali-
cuotas para estimacion de radioactividad 0,03 y 0,02 ml res-
pectivamente. El resto de las condiciones fueron, método de

ultracentrifugacién y 0°C de temperatura.



CAPITULO V

V.1 EFECTO DE INHIBIDORES
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V.1. EFECTO DE INHIBIDORES

V.1.1. CONSIDERACIONES GENERALES

Para mayor claridad se ha decidido agrupar en un
solQ capitulo el efecto de otros inhibidores de formacién de
enlace peptidico sobre la fijacién de 3H anisomicina, H gou-
gérotina y 14C tricodermina a ribosomas. Nodtese que a lo
. largo del Capftulo V nos referiremos a este tipo de inhibi-

dores aunque no se indique.

En las tablas V 1,2,3 se muestran de forma entera-
mente esquemética los resultados que se han de ir descri-
biendo a lo largo de este capitulo. Se intenta con ello pre-
sentar el esquema general de tal forma, que uné vez loca-
lizado el antibiético (o inhibidor) a considerar, se puedan
conocer los detalles de su accién en los distintos apartados

del capitulo.

Aun teniendo en cuenta la existencia de mas de una
excepcibébn, podemos, a partir del esquema general expuesto
en las tablas anteriormente mencionadas, hacer una serie
de consideraciones generales. Siguiendo la clésica divisién
de inhibidores, atendiendo a su efecto sobre sistemas pro-
caridticos, eucaribticos & sobre ambos (Vazquez y cols.,
199b) podemos establecer las siguientes lineas de compor-

tamiento.

-L.os inhibidores de formacién de enlace peptidico especifi-

cos para'ribosomas eucariéticos (anisomicina, grupo de la
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tricodermina y é4cido tenuazénico) son inhibidores competi-
tivos entre sf (ver IV.3.3 y V.1.4) pero no poseen ningtn

e 3 )
efecto sobre la fijacién de H gougerotina.

-L.a fijacién de estos inhibidores especificos de ribosomas
80S no es précticamente afectada por ningan inhibidor del
grupo comin a ambos sistemas (ni logicamente del grupo

especifico para procaridticos).

-L a situacién inversa apérece en el caso de la fijaciédn de

un antibidtico del grupo de los inhibidores comunes. H gou-
gerotina solo se ve afectada (en mayor o menor forma) por
aquellos ahtibiéticos pertenecientes a su mismo grupo mien-
tras que los especfificos, ya sea de ribosomas procariéticos
o eucaribticos, tienen un efecto précticamente nulo. Asi pue-
de hablarse de dos estructuras diferenciales y caracteristi-
cas dentro del centro activo peptidil transferasa: una que ha
resistido la evolucién procaribétes— eucaridétes y otra espe-

cifica para cada uno de los dos tipos de ribosomas. Todo

ello tomando siempre como criterio la interaccién inhibidor-

ribosoma.

Tras estas breves consideraciones de conjunto y tras
recordar que las condiciones experimentales han sido cons-
tantes para cada antibidtico a lo largo del capitulo y que ya
fueron ‘descr‘itas con todo detalle en el apartado I.3.13 de
Métodos, se pasard a describir los resultados obtenidos con

cada uno de los inhibidores ensayados.



TABLA V.1

INHIBIDORES DEL CICLO DE POLIMERIZACION

SISTEMAS EUCARIOTICOS

C 3
EFECTO SORRE LA FIJACION DE H ANISOMICINA

TOTAL PARCIAL NO AFECTAN
Tricodermina Puromicina Gougerotina
Blasticidina S
Tricodermol Verrucarina A Amicetina
‘ Actinobolina _
Tricotecina ESparsomicina* * ESparsomiciné}
Fusarenén X - Ac.'T‘enuazénico"E * Cicloheximida

Ac. Tenuazénico* ‘ Criptopleurina

¥ pibosomas de amigdalas palatinas humanas

¥ ¥ribosomas de S.cerevisiae

3

T A concentraciones superiores a 10 M



TABLA V.2

FECTO SOBRE LA FIJACION DE “H GOUGEROTINA

TOTAL PARCIAL NO AFECTAN

INHIBIDORES DE SISTEMAS PROCARIOTICOS

Viridogriseina (37) Cloramfenicol 5)

Tiamfenicol (3)
E spiramicinalll (+ 15)
Eritromicina (4)

Oleandomicina (0)
Vernamicina A (+ 30)

Lincomicina (0)

7

INHIBIDORES DE SISTEMAS PROCARIOTICOS
Y EUCARIOTICOS

Blasticidina S (100) (96y) Amicetina (26) (40y)
Esparsomicina (85) (95Y)  Actinobolina(41)(11Y)
Ruromicina (15) (49Y)

INHIBIDORE S DE SISTEMAS EUCARIOTICOS

Anisomicina (0)
Tricodermina (0)
Tricotecina (0)

Fusarendén X (0)
Verrucarina A (0)
Ac.Tenuazdnico (10)
Cicloheximida (14)

En todos los casos 3H gougerotina 10—6M y los inhibidores 10—4M.

En condiciones de la reaccidon del fragmento, viridogriseina (78)

y actinobolina (97)(947).



TABLA V.3

INHIBIDORES DEL CICLO DE POLIMERIZACION

} SISTEMAS EUCARIOTICOS
EFECTO SOBRE LA FIJACION DE 14C TRICODERMINA
TOTAL PARCIAL . NO AFECTAN
Anisomicina Verrucarina A Gougerotina
* * K Blasticidina S
Ac.Tenuazénico Ac. Tenuazébnico Amicetina

Actinobolina

Tricodermol Puromicina T E sparsomicina
Tricotecina Cicloheximida
Fusarenén X Criptopleurina

% ribosomas de amigdalas palatinas humanas

¥ % ribosomas de S.cerevisiae

3

T A concentraciones superiores a 10 M,
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V.1.2, INTERACCIONES MUTUAS ENTRE ANISO-
MICINA, GOUGEROTINA Y TRICODERMINA

Practicamente han sido ya avanzados en el capitulo
precedente los resultados que hubiera correspondido situar
en este apartado; no obstante vamos a exponerlos breve -

mente,

. . e . 3
Gougerotina no tiene efecto sobre la fijacién de H a-
. . . , 14 . . p
nisomicina 6 C tricodermina (Tabla V.4) andloga-
mente, anisomicina y tricodermina no impiden la interaccibén

3 . . . ‘pys
de “H gougerotina con el ribosoma eucariético (Tabla V.2).

Sin embargo, tricodermina inhibe completamente la
fijacién de 3H anisomicina a ribosomas 80S, tanto de leva-
dura como procedentes de amigdalas palatinas humanas, sien-
do el efecto mas marcado en este Gltimo caso (Fig. V.,(1A),
E sta situacién concuerda perfectamente con los valores ob-
tenidos para las constantes de disociacién en cada caso: asfi
mientras que ngc (ANIS)= 4,3 X 10-7M y Kzl’ (TRIC)=
1,8X 10—6M para levadura, KId-{1T (ANIS)= 1,6 X 10—6M y
KZIT (TRIC)= 6,7 X 10_7M en el caso de ribosomas hu-
manos, es decir anisomicina se fija con mas afiﬁidad que
tricodermina en el primer caso mientras que eh el segundo
se invierte la situacién. Ya quedé demostrado en el caso de
levaduras (IV.3.3) que tricodermina es un inhibidor compe-
titivo de la fijacién de 3H anisomicina a ribosomas, al me-
nos en lo que se refiere a su fijacién de alta afinidad defi-

. o
nida por Kglc.



TABLA V.4

INHIBIDORE S DEL CICLO DE POLIMERIZACION

EFECTO SOBRE LA FIJACION DE '140 TRICODERMINA

y. 3H ANISOMICINA

INHIBLDOR 14C’ TRICODERMINA 3H ANISOMICINA
(107% M) levaduras levaduras humancs
ESPECIFICOS EUCAR.

Anisomicina 75 100 i00
Tricodermina . 96 85 96
Tricodermol 62 64 80
Tricotecina 84 92 100
Fusarenén X : 77 76 82
Verrucarina A 40 16 13
Ac. Tenuazénico g % 8 87
Cicloheximida 4 2 1
COMUNES

Esparsomicina - 8 32 12

Puromicina
Gougerotina
Blasticidina S 0 0 0
Amicetina

Actinobolina

3H anisomicina 10—6 M; 14C tricodermina 3 X 10—6 M

* 43% de inhibicién con ribosomas humanos
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Consecuentemente se estudié el efecto de anisomicina
] . 14 . ) .
sobre la interaccién de C tricodermina con ribosomas de

S.cerevisiae. Vemos (Fig. V .1B) que es capaz de pro-

ducir inhibicién total. Esta observacién se suma a los ra-
zonamientos hechos en la seécién IV.1 para demostrar que
los dos tipos de fijacién _existentes en el caso de 3H aniso-
micina ocurren sobre ribosomas distintos; de otro modo y
dada la interaccién de tricodermina con un 90% (al menos)
de ellos no se hubiera podido obtener la inhibicién total an-
tes mencionada. Mas alin, vemos que a pesar de que ngc
(ANIS) L Kﬁ (TRIC) aparece tricodermina como mejor
inhibidor de la fijacién de anisomicina (parte A de la figura).
que anisomicina de la fijacién de tricodermina (parte B)
Esto es consecuencia de que un 56% de los ribosomas fijan
anisomicina segln ngc. que representa una afinidad 3-4
veces inferior a la descrita por Kzl, (TRIC). También hay

que tener presente que mientras H anisomicina se en-

14

) -6 . )
cuentra a una concentracién de 1 X 10 M C tricodermi-

na estd 3 X 10—6M.

Un anédlisis detallado de la curva de inhibicién corres-
pondiente a este Gltimo concuerda con la situacién descrita
para ambos antibiéticos en el Capitulo IV; asi la lenta inhi-
bicién obtenida a bajas concentraciones de anisomicina
(10’6

este antibidtico desplaza a tricodermina del 28% de los ribo-

-5 . .
-10 “ M), se corresponde con una situacién en la que

somas (esto es, ribosomas de alta afinidad), mientras que

no produce ningtn efecto sobre el resto (ribosomas de ba-
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Condiciones experimentales, ver 11.3.13,
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ja afinidad). De esta forma 140 tricodermina veréd incre-
mentada su concentracién en la solucién, lo que provoca
una mayor fijacién a los ribosomas libres (no acomplejados
con anisomicina). Esta situacién a nivel microscépico se ve
reflejada macroscédpicamente por una lenta inhibicién hasta
aquellas concentraciones de anisomicina en que ésta pueda
desplazar a tricodermina de los ribosomas de baja afinidad

. : . -5
(concentraciones superiores a 10 ~ M).

V.1.3. INHIBIDORES DEL GRUPO DE TRICODER-
MINA

Se han estudiado tricodermol, tricotecina, fusarenén X
y verrucarina A cuyas estructuras y principales caracteris-

ticas pueden encontrarse en Introduccién (I.3.3).

Todos ellos se comportan como inhibidores de la for-
macién de enlace peptidico ensayada por la reaccién de la
puromicina é del fragmento (Carrasco, Barbacid y Vazquez,
1973). Este comGn mecanismo de accidn no se correspon-

de con los ensayos que se describen en este apartado.

Segln puede observarse en la tabla V.2 y siguiendo las
las normas generales de "comportamiento! de los antibiéti-
cos especificos para ribosomas eucariéticos, no afectan en
absoluto la fijacién de 3H gougerotina. L as diferencias co-
menzaron a aparecer al estudiar su efecto sobre la fijacién
de 3H anisomicina (Fig. V.2). Mientras que tricodermol (A),
tricotecina (B) y fusarenén X (C) se comportan paralelamen-

te a tricodermina, verrucarina A (D) produce una inhibi-



H] ANISOMICINA

-
=
~

% FIJACION |

A B
100 | ©-9 -
@ ©
e (-]
60 |- \ = \
3\
- - @
o \
20 |- \ - o
® N
] 1 1 | [ 1 1 LILEWN,
00 |- @ C - 0=—0 D
\@\ \Q\
0§. _ )
60 |- ‘\ = \cz«
\
e
20 i~ \ -~
1 J | | ;%) { 1 1 1 1
w0’ 10 w® w0 w0’ i’
~[INHIBIDOR] M
FIG.V.2, Fijacién de H anisomicina a ribosomas 80S

de S.cerevisiae . Efecto de antibiéticos sesquiterpénicos.

A. Tricodermol, B,
renén X y D,

Tricotecina, C. Fusa-

Verrucarina A.

10"6M y ribosomas 2,5 X 10‘6

M.

H anisomicina

Otras condiciones: OOC", BFY y ultracentrifugacién.



178

cién parcial, pero a concentraciones tan elevadas como pa-
ra pensar que este efecto no se corresponde con la fijacién

responsable de la inhibicién de formacién de enlace peptidico.

Figura V.3 muestra 'e] efecto de este grupo de anti-
bidticos sobre la fijacién de 'C tricodermina a ribosomas
de levadura. Mientras tricodermol, tricotecina y fusarenédn X
producen de nuevo inhibiciones totales, verrucarina A pre-
senta un comportamiento muy similar al descrito en el caso
de su interaccidén con la fijacién de anisomicina. Sin embar-
go la situacién es ligeramente distinta, pues si bien la inhi-
biciédn es parcial, esta se produce a concentraciones de
verrucarina A, entre 0,6 y 10X 10_6M que bien se pueden

corresponder con los rangos de inhibicién de enlace peptidico.

Dado que verrucarina A, asfi como fusarenén X fueron
descritos como inhibidores de enlace peptidico sobre la base
de su efecto en la reaccién del fragmento, por otra parte el
efecto mas pronunciado entre los inhibidores hasta ahora co-
nocidos, (Carrasco, Barbacid y Vézquez, 1973) y (Batta-
ner y VAzquez, 1971a) se estudid el comportamiento de am-
bos inhibidores en las condiciones de este ensayo (FRY).
La situacién (Fig. V.4) aparece mucho mas clara ya que
ambos se comportan como buenos inhibidores de la fijacién
de 14C tricodermina pudiéﬁdose deducir que en estas condi-
ciones poseen afinidades mas elevadas, lo que concuerda
con su mayor efecto sobre la reaccién del fragmento. Asi
mismo dada la estabilizacién de la curva experimental (en

un 35% de inhibicién para verrucarina A y en un 80% por
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fusarenén X), parece légico suponer que verrucarina A,
Gnico antibibtico del grupo que posee una estructura amplia-
mente diferenciada del resto (Fig. 1.5), . se fija en un si-
tio muy préximo al de tr*icoc.ler'mina; sin embargo solo un
determinado porcentaje de ribosomas son capaces de inter‘-—A
accionar con el inhibidor (tal y cmo sucedia con 3H anisomi-
cina). Sin embargo en condiciones standard (BFY) es de-
cir en ausencia de etanol, la afinidad de este antibiético pa-
~rece disminuir, siendo su efecto menos claro. La diferen-
cia encontrada para fusarenén X en cuanto a su capacidad
para producir total inhibicién en condiciones standard pero
solo parcial en condiciones de reaccién del fragmento, pue-
de obedecer al mismo fenémeno apuntado anteriormente pa-
ra verrucarina A, es decir, la presencia de etanol imposi-
bilita la fijacidn de fusarenén X a una pequefia porcién de
ribosomas que sin embargo conservan su afinidad por trico-

dermina.

Finalmente la tabla V.5 pone de manifiesto que al
igual que sucedid con el representante de este grupo de in-
hibidores, tricodermina, todos ellos producen una mayor
inhibicién sobre la fijacién de 3H anisomicina a ribosomas
humanos que a ribosomas de levadura. Asi se confirma la
mayor afinidad de estos aﬁtibiéticos sesquiterpénicos por los

ribosomas procedentes de amigdalas palatinas humanas.

V.1.4. ACIDO TENUAZONICO

En 1971, Battaner y Vé&zquez, utilizando un sistema




180

acelular de levaduras, establecieron el mecanismo de accién
de los inhibidores del proceso de crecimiento de la cadena
peptidica en organismos eucaribticos. Esta etapa de polime-
rizacién fué estudiada posteriormente por Carrasco, (1973)
en un sistema acelular derivado de amigdalas palatinas hu-
manas en el que habfan sido aislados todos los componen-
tes de este proceso, es decir ribosomas y factores de po-
limerizacién (EF 1 y EF 2). Al ensayar el modo de accién
de antibibticos en cada una de las secuencias existentes en-
tre la formacién de dos enlaces peptidicos, se encontrd un
gran paralelismo con los resultados que Battaner y Vazquez
habian obtenido en levaduras. Tan solo hubo una excepcién,
el 4cido tenuazdnico, que mientras aparecia como. buen inhi-
bidor de formacién de enlace peptidico catalizado por riboso-
mas humanos, no tenia efecto en levaduras. Posteriores es-
tudios por Carrasco, (1973) han demostrado que este inhibi-
dor solo muestra su accién en ribosomas procedentes de

2}
mamiferos.,

Ante tan sugestiva situacién se traté de estudiar la
interaccién de este antibibético con los ribosomas. Asi en la
figura V.5 aparece su efecto sobre la fijacién de 3H aniso-
micina (A) y 4C tricodermina (B). En ambos casos, las
lineas continuas que unen los circulos expresan los resulta-

dos utilizando ribosomas de S.cerevisiae, mientras que li-

neas discontinuas y los rectangulos corresponden a riboso-
mas humanos. En estos Glkimos la inhibicién es total, mien-
tras que en los primeros solo produce - inhibiciones parcia-

les a concentraciones muy elevadas. Por tanto, la magnitud
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Efecto del &cido tenuazénico sobre la fijacién de

A. H anisomicina a ribosomas 80S de leva-
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Temperatura OOC, experimento de ultracentri-
fugacién. Demés condiciones ver 11.3.13.
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de su interaccién con los ribosomas es la causa del diferen-
cial comportamiento de este inhibidor a lo largo de la esca-
la filogenética tal y como ha establecido Carrasco. Esta
experiencia pone de manifiesto que la capacidad inhibidora
del 4cido tenuazdnico es muy superior en el caso de aniso-I
micina. Esto podria ser explicado ‘por‘ una interaccién de
caracter directo (competitiva) entre ambos antibiéticos (es-
to serd demostrado mas adelante) mientras que con tricoder-
~mina esta interaccién fuera tan solo parcial. Sin embargo
dada la competitividad existente entre énisomicina—tr‘icodermi—
na y anisomicina-4cido tenuazénico no pareceria extrafio que
este tridngulo quedara cerrado con la competicién entre tri-
codermina y 4cido tenuazénico. Si bien no existe una base
experimental que confirme esta hipétesis, la situacién en la
figura V.6B serfa paralela a la encontrada estudiando la in-
teraccién de anisomicina con C tricodermina (Fig. V.1B)
donde el efecto inhibidor era inferior a lo esperado debido a
la heterogeneidad presentada por el primero de ellos. Por
tanto resulta factible suponer que &cido tenuazdbnico presente
unas caracteristicas de fijacién similares a anisomicina (dos
tipos de afinidad). Esta hipétesis solo podria ser confirmada

si este inhibidor fuera marcado con isétopos radioactivos.

Mediante un exper‘im.ento similar a los descritos en Il.
3.14, ll1.3.3 y IV.,1.7, se tratd de establecer si la interac-
cidn anisomicina-4cido tenuazdnico era de caréicter competi-
tivo o no y en el caso que lo fuera, calcular la constante de

disociacién para el &cido tenuazdbnico. El experimento fué
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e es 3 . ..
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o—o H anisomicina 0,5-1,5X 10™° M
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idéntico al descrito en 1l1.3.3 a excepcién de que se emplea-
ron ribosomas procedentes de amigdalas palatinas humanas
(3X 10’6M) lo que implicaba utilizar las condiciones descri-
tas como BFH (ver 1I.3.13 é Apéndice 1). Finalmente, las
concentraciones de anisomicina tritiada fueron 0,5-1,5X 10_6 M.
La figura V.6 muestra en circulos negros (e—e) el resul-
tado control, mientras que los triangulos blancos (A—A)
corresponden a la presencia de 4cido tenuazdnico 10~5M y

los negros (A—A&) a 3X 10—5M. Haciendo los célculos per-
tinentes a partir de los valores de la constante de asociacién
KA (cuya inversa 1,7 X 10-6M se corresponde perfectamen-
te con el valor obtenido en IV.1.8) y constantes aparentes

KL\ y K'A se ‘obtuvo un valor para la afinidad del 4cido te-

HT (TNA)= 2,2X 107" M es decir 13 veces

nuazdnico de K
inferior a la p;r'esentada por anisomicina (K;—IT(ANIS)). La
competitividad de esta interaccién viene seﬁaléda por la inter-
seccién de las tres rectas en un Gnico punto del eje de orde-
nadas (n= 0,4). La puntualizacién hecha en IlI1.3.3 es apli-
cable en este caso. Es decir la experiencia ha sido realiza-
da considerando tan solo la fijacién de alta afinidad de aniso-
micina.

A partir de estos resultados y los obtenidos en V.1.2
y 3 podemos establecer que los inhibidores de enlace peptidi-
co especificos para ribosomas eucariéticos actuan en un cen-
tro comGn (lo que no quiere decir en una estructura ribosé-
mica comn), siendo imposible que un ribosoma interaccione

con dos (4 mas) de estos inhibidores en un mismo instante.
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V.1.5. ESPARSOMICINA

Es un inhibidor de formacién de enlace peptidico ac-
tivo en sistemas procaridticos y eucaribticos, mostréndose
como inhibidor competitivo de puromicina cuando esta induce
la liberacién de polifenilalanina de ribosomas conteniendo po-
lifenilalanil-tRNA (Goldberg y Mitsugi, 1966). Idénticos re-
sultados se obtuvieron al estudiar esta reaccién partiendo
de Ac-Fen-tRNA (Pestka, 1970b). Esparsomicina también
' se comporta como un inhibidor de formacién de enlace pep-
tidico cuando esta actividad es ensayada segin la reaccién
del fragmento (Monro y Vézquez, 1967) y (Battaner y V4z-
quez, 1971a).- Sin embargo la accién de este antibiético no
parece incidir directamente sobre esta r‘eaccién.‘ Asi Herner,
Goldberg y Cohen mostraron en 1969 que la fijacién no en-
zimética de Ac-Fen-tRNA a ribosomas en presencia de poli
U era estabilizada por el antibiético. Mas aun, en 1970 Jime-
nez, Monro y Vazquez encontraron que este sustrato de pep-
tidil transferasa podia fijarse al ribosoma en ausencia de mRNA
siendo esta fijacién dependiente de esparsomicina. Su meca-
nismo de accién quedd establecido como formador de un com-
plejo inerte entre peptidil-tRNA (6 andlogos) y ribosomas, a
partir de los experirﬁentos. de Monro, Celma y Véazquez
(1969) llevados a cabo con fragmentos aminoterminales de
Ac-Leu-tRNA, Recientemente Busiello y Di Girolamo (1973)
han mostrado que esparsomicina no inhibe formacién de en-
lace peptidico cuando en un sistema acelular se coﬁsigue que

el sustrato donador sea aminoacil-tRNA, Harris y Pestka
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(1973) reportaron un efecto inhibidor sobre la fijacién de
fragmento aceptor (CACCA-Fen) a ribosomas a bajas con-
. . -4 .

centraciones, mientras que a altas (10 ~ M y superiores)

producen una estimulacién paralela a la del fragmento ace-

tilado.
Por lo que respecta a su interaccién con los riboso-
. . .y . . 14 .
mas - esparsomicina no inhibe fijacién de C cloranfenicol,
14

C lincomicina ¢ 14C’ eritromicina ( Fernédndez-Mufioz y cols,
1971) pero sf 3H puromicina (Fernén{dez—Muﬁoz y Vézquez,
1973) estudiados en presencia de etanol. Contrariamente a
estos resultados en E .coli, Chang, Siddhikol y Weisblum
(1969) encontraron que esparsomicina era un buen inhibidor
de la inter‘acci‘én de cloranfenicol con ribosomas -de B, Stea-

rothermophilus. Esta diferencia no debe ser atribuida al sol-

vente orgénico pues Contreras (1973) encontré en su ausen-
cia, idénticos resultados (siempre en E.coli). Esta introduc-
cién acerca del mecanismo de accién de este antibidtico no
debe concluir sin situarlo en el contexto general del modo de
‘accién de otros. inhibidores. Si. bien la hipbtesis establecida
por Monro y cols. (hoy generalmente aceptada) lo situa en
un lugar enteramente particular, no hay que olvidar que otros
inhibidores, tales como gougerotina poseen: un efecto cualita-
tivamente similar (aunque cuantitativamente muy inferior), es-
pecialmente en los sistemas de fijacién de fragmento acetilado
(Monro, Celma y Vézquez, 1969) y de Ac-Fen-tRNA en
ausencia de mensajero (Jiménez, Monro y Vézquez, 1970).

Recientemente se ha establecido (Contreras , Barbacid vy
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Vézquez, 1973) que tianfenicol, un derivado de cloranfeni-
col, se comporta de forma similar en los ensayos anterior-
mente descritos incluso desde un punto de vista cuantitativo.
No obstante la interaccién de este Gltimo con el ribosoma

no se ve afectada por esparsomicina. Los resultados obte-
nidos estudiando el efecto de este antibidtico sobre la fijacién
de 3H anisomicina, H gougerotina y 14C’ tricodermina se
presentan a continuacién. Figura V.7 pone de manifiesto un
comportamiento diferencial entre los ribosomas de levadura
y humanos al estudiar la fijacién de 3H anisomicina. En los
primeros, se alcanza rapidamente una inhibicién parcial (30-
35%) a concentraciones muy bajas del antibiético (10-7—10—6M)
lo que concuerda con su alta afinidad deducida de los expe-
rimentos descritos anteriormente y en los que generalmen-

5

te se encuentran efectos saturantes a 10 ° M . A partir de
3 X 10—6M no se producen mayores inhibiciones hasta con-
centraciones superiores a 0,5 mM donde una segunda inhibi-
cién comienza a hacerse patente. Esta situacién se corres-
ponde perfectamente con una accidén inhibidora de esparsomi-
cina sobre la fijacién de 3H anisomicina, pero tan solo en
un cierto porcentaje de ribosoma. Se hicieron célculos con
objeto de correlacionarlos con los ribosomas de alta 6 bagja
afinidad (IV.1.3) pero el tanto por ciento de inhibicién no
se correspondié con el experimental. Esto no descarta que
esparsomicina solo interaccione con ribosomas (en un sitio
exclusivo con anisomicina) de uno u otro tipo pero en pro-

porciones distintas. Pestka y cols. (1972) han mostrado que

en su sistema de sintesis de peptidil- H puromicina cataliza-
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da por polisomas de higado (6 cerebro) de rata, anisomi-
cina y esparsomicina son los Gnicos inhibidores competitivos
de puromicina en esta reaccién. Sin embargo estos resul-
tados obtenidos con ribosomas de levadura no se correspon-
den con los de mamiferos (procedentes de amigdalas pala-
tinas humanas) pues en este caso'(Fig. V.7, m ---®) solo
hay una pequefia inhibicién a concentraciones superiores a
1070

diar su efecto sobre la fijacién de C tricodermina a ribo-

M. Un comportamiento similar fué encontrado al estu-

somas, incluso de levadura. La explicacién a este diferen-

cial comportamiento es desconocido en el presente momento.

Por lo que respecta a la fijacién de 3H gougerotina,
esparsomicina a 100 M inhibe completamente (96%) su inter-
accién con el ribosoma eucariético de levadura (Tabla V.2).
E ste resultado es muy interesante, no solo porque correla-
ciona la fijacién de estos inhibidores que segtin se ha dicho
anteriormente, algunos autores han encontrado cierto pape-
lelismo entre sus modos de accién, sino bor‘que demuestra
que esparsomicina interacciona -con todos los ribosomas (al
menos con todos los que lo hacen con gougerotina, 85%) por
lo que el resultado obtenido con 3H anisomicina no puede ser
explicado por una interaccién total anisomicina-esparsomicina
en la que este Gltimo solo interaccionara con un determinado
porcentaje de ribosomas, habiéndose de admitir una situacibén

mas compleja tal como heterogeneidad ribosémica.

Este ensayo se realizd con ribosomas 70S de E.coli

4

i . . . - 3
estando, al igual que antes esparsomicina 10 "M y “Hgou-

\



100 |gem com o] ome oo om [
G ? '\KE‘
\ i

. .‘ m

<t -

Z g0 + o

(&) \

g o S () s (D emenly “ .

w u\

z 60 - \

<

i o

2

g 40 |-

(&

<

r

- 20 b

*
l . l } | ___,,___l
7 56 —~5 -4 ~3
0" 1o 10 0" 10

[EsparsomIcinA] M

FIG.7. Efecto de esparsomicina sobre la fijacién de

H anisomicina.

@---B ribosomas de amigdalas palatinas humanas

0——o© ribosomas de levadura

6

Condiciones experimentales: OOC, 100" M de 3H aniso-
micina y 3,5X 10-®M (BFH) y 2,5X 10-°M, (BFY)
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gerotina 10-6M. L a inhibicién fué tan solo de un 86% (Ta-
bla V.2). Asi parece quedér establecida la relacién existen-
te entre los sitios de fijacién de gougerotina y esparsomici-
na lo que concuerda con los resultados obtenidos por otros

autores tal y como se ha descrito anteriormente.

V.1.6. OTROS INHIBIDORES DE PEPTIDIL TRANS-
FERASA ACTIVOS EN SISTEMAS PROCA-
RIOTICOS Y EUCARIOTICOS.

Tal y como se indicé al comienzo de este capitulo, el
encabezamiento se refiere tan solo a inhibidores activos en
formacién de enlace peptidico. En este apartado se incluyen

los antibibticos:

Blasticidina S y Amicetina. - Estos dos inhibidores,

junto con gougerotina, pertenecen al grupo de los denomi-
nados aminohexosa nucleésidos de pirimidina. Una revisién
concerniente a sus estructuras y modo de accién fué hecha

en 1970 por Suhadolnik.

Su modo de accidén es muy similar & idéntico al de
gougeroctina (ver Introduccién). Sin embargo y como norma
general, amicetina es mas activo en sistemas procaribticos,
mientras que blasticidina S parece serlo en los eucarioticos.
Ambos antibiéticos inhiben la formacién de enlace peptidico
segln la reaccién de la puromicina a partir de Ac-Fen-tRNA
(Pestka, 1970a). También inhiben la reaccién del fragmento
en sistemas procariéticos (Monro y Vézquez; 1967), mien-

tras que en eucaribticos, amicetina produce tan solo peque-

/
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flas inhibiciones a concentraciones muy elevadas, siendo mu-
cho mas activo cuando se ensaya la reaccién con subunida-
des 60S (Battaner y VQunez,1971a). Al igual que espar-
somicina, aunque en menor extensién, estimulan la fijacién
del fragmento donador CACCA-Leu-Ac en presencia de
etanol (Celma, Monro y VAazquez,' 1970) e inhiben la "reac-
cién de la esparsomicina (Monro; Celma y Vdazquez, 1969),
de donde puede deducirse, tal y como se hizo para gougero-
tina, una estrecha relaccién entre esta familia de antibibticos
y esparsomicina (ver apartado anterior). Ninguno de los dos
posee efecto sobre la fijacién de fenilalanil-tRNA a ribosomas
en presencia de poli U. Al igual que con gougerotina, Pestka
(1972a) ha reportado una inhibicién de tipo mixto sobre la
formacién de peptidil- 3H puromicina con 'polisome;s de E .coli

para ambos inhibidores.

Finalmente y por lo que se refiere a su interaccién
con ribosomas, Kinoshita, Tanaka y Umezawa (1970) tras
aislar 14C’ blasticidina S del caldo de cultivo, han determi-
nado una constante de disociacién a 0°C de 2 X 10--6 M- uti-
lizando ribosomas de E.coli, siendo la estecqumetria de la
interaccion 1:1, Su fijacién solo se vié afectada por gougero-
tina mientras que cloranfenicol, lincomicina, eritromicina vy
puromicina no tenfan efecto (amicetina y esparsomicina no
fueron ensayados). Por lo que respecta a amicetina no se
ha podido estudiar su interaccién directa con el ribosoma
debido a su estructura mas compleja, lo que ocasiona difi-
cultades a la hora de ser obtenida en forma radioactiva (ver

Discusién). Sin embargo se sabe que no afecta la fijacién
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de cloranfenicol a ribosomas de E.coli (V4zquez, 1966)
mientras que tal y como . sucedié con esparsomicina Chang
y cols. (1968) detectaron un resultado positivo (60% de in-
hibicién) cuando los ribosomas de E.coli fueron sustituidos

por los de B.stearothermophilus.

' ¢

Los resultados pr;ese.ntados en esta Tesis concuerdan
con los obtenidos por Kinoshita y cols. puesto que blastici-
dina S se comporta como inhibidor total a 10-4M de la fija-
. cién de 3H gougerotina tanto a ribosomas procariéticos (E.

coli) como eucaribticos (S.cerevisiae) (Tabla V.2). Por

el contrario, amicetina (‘10-4M frente a 10-6M de 3H gou-
gerotina) se rr’xostré como un inhibidor parcial. Si bien el
40% de inhibicién obtenido en el caso de ribosomas 80S po-
dia haber sido explicado considerando el menor efecto que
este antibibtico posee en este tipo de ribosomas, el 26% de in-
hibicién obtenido con ribosomas 70S no puede ser interpre-
tado de ninguna forma, no coincidiendo ademé&s con todos

los resultados anteriormente descritos acerca del paralelis-

mo entre el modo de accién de gougerotina, blasticidina S

y amicetina.

Finalmente y al igual que sucedié con gougerotina,
ninguno de estos dos inhibidores posee efecto sobre la fija-
. -3 . . . 14 . . .
cién de H anisomicina y C tricodermina al ribosoma eu-

caridtico (Tabla V.4).

Puromicina. Es el antibiético de modo de accién mas uni-

versalmente conocido debido a su empleo como anélogo del
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extremo 3'aminoacil adenosina del sustrato aceptor del en-
zima peptidiltransferasa. Su mecanismo de accién consiste
en reaccionar con el peptidil-tRNA, liberando las cadenas
polipeptidicas nacientes. L a definicién de los sitios ribosé-
micos, sitio del peptidil 6 sitio P y sitio del aminoacil-tRNA
8 sitio A, segln que un sustrato sea capaz 6 no de reac-
cionar con puromicina, conserva plena vigencia y es raro
el trabajo sobre sintesis de proteinas que no utilice de una
u otra forma este antibiético. Una detallada revisién de su
modo de accién ha sido recientemente publicada por Pestka
(1971). Su fijacién a ribosomas de E.coli en las condicio-
nes de la reaccién del fragmento ha sido recientemente es-
tudiada por Fernédndez-Mufioz y Vazquez (1973b). Centréan-
donos en el tema que interesa en este capitulo, solo espar-
somicina produce 100% de inhibicién. El grupo de los amino-

glicosidicos no fué ensayado.

En los sistemas descritos en esta Tesis, puromicina
no produce ningin efecto a 100 M, sin embargo a concen-
traciones crecientes hasta 10 mM provoca inhibiciones par-
ciales en un mayor 6 menor grado que no deben ser tenidas

muy en cuenta puesto que no se corresponden con la fijacién

responsable de su modo de accidn.

Asi su mayor efecto lo ejerce sobre anisomicina don-
de llega a provocar hasta un 50% de inhibicién en ribosomas
de levadura a OOC, cuando se encuentra en la proporcién
5000 a 1, esto es 5 mM, Este efecto es similar, aunque:

ligeramente inferior, con ribosomas humanos (Tabla V.5).
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14 . . . .
En el caso de C tricodermina este ensayo ha sido reali-

zado tan solo con ribosomas 80S de S.cerevisiae encon-

trdndose una inhibicién parcial al igual que con H anisomicina.

Finalmente se muestra como debil inhibidor de la fija-
cién de 3H gougerotina, tanto a ribosomas procariéticos co-
mo eucaridticos. Sin embargo su efecto es mas acentuado
en estos ultimos, puesto que siendo en ambas casos la afi-
nidad de gougerétina muy similar (IV.2.3), puromicina 2 mM
causa un 49% de inhibicién, mientras que con ribosomas 70S
tan solo es del 15% (Tabla V.2). Por consiguiente puromi-
cina no interacciona directamente con la fijacién de ninguno
de los antibiéticos aqui estudiados, si bien posee ciertos e-
fectos a altas concentraciones cuya significacién biolégica

(si es que la tiene) no es conocida.

Actinobolina. Se trata- de un inhibidor de sintesis de protei-

nas activo en sistemas procaribticos y eucaribticos muy po-
co conocido (no aparece incluido en ninguna de las revisio-
nes mas actuales sobre inhibidores de sintesis de proteinas,
Weisblum y Davies (1968) y Pestka (1971). Smithers,
Bennett y Struck (1969) mostraron que actuaba en alguna
etapa de la sintesis de proteinas puesto que no afectaba la
activacién de aminodcidos, encontrando que no inhibia la li-
beracién de peptidos nacientes por pur‘omicina; esto es ,‘ for-
macién de enlace peptidico. Contrariamente, Battaner y Vaz-
quez (1971a) han reportado que si bien este aniibiético no
posee actividad sobre la fijacibn de ninguno de los sustratos

de peptidil transferasa, ya sean en ensayos con fragmentos
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é con tRNA intacto, es capaz de inhibir moderadamente la
formacién de enlace peptidico segln el ensayo de reaccién
del fragmento, pero no segin la reaccién de la puromicina.
E sto parece ser debido a un fenémeno de afinidad pues tal
y como aparece en la tabla V.2 actinobolina a 10_4M se
muestra cdmo un parcial inhibidor 'de la fijacién de 3H gou-
gerotina a ribosomas 70S de E.coli (41%) y 80S de S.ce-
revisiae (11%) lo que concuerda con su mayor efecto en
sistemas procaribticos. Sin embargo en las condiciones de

la reaccién del fragmento (FRY) esta inhibicién es total en

ambos tipos de ribosomas.

A pesar de estos resultados, que sugieren, al menos
en las condiciones FRY, un sitio de accién muy relacciona-
do con gougerotina, un mas detallado estudio sobre el mo-
do de accién de este antibiético debe ser hecho antes de es-
tablecer ninguna conclusién definitiva. Finalmente se ha de
indicar que no ejerce efecto alguno sobre la interaccién de

. .. 14 . . . s
H anisomicina & C tricodermina con ribosomas eucaridticos.

Griseoviridina. Si poco conocido era el mecanismo de accidn

de actinobolina mucho menos lo es el de este otro antibidtico.
Mostrado como activo tan solo en bacterias, se ha compro-
bado posteriormente que su falta de efecto sobre levaduras
u otros organismos .superiores pudiera ser debido a imper-
meabilidad puesto que recientes experimentos hechos en el
laboratorio del Dr.Véazquez por L.Carrasco y por mi mis-
mo han mostrado que es un inhibidor de formacién de enla-

ce peptidico segtn la reaccién del fragmento (Fig. V.8).
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Sin embargo resulta evidente su pronunciado efecto sobre
ribosomas de E.coli (0 —0), respecto de los eucaribticos,

humanos (B—8) y S.cerevisiae (e---e). La inclusién de

este inhibidor en esta Tesis, viene justificada por el resul-
tado obtenido al ensayar su efecto sobre la fijacién de H
gougerotina a las tres clases de ribosomas (Tabla V.6).
En el caso de E.coli, se encontr que una concentracién
de 10—4M de inhibidor (frente a 10_6M de 3H gougerotina)
provocaba una fijacién del 434% respecto del control (334%
de estimulacién). Paralelos resultados se obtuvieron en el
caso de levaduras (175% de fijacién) y amigdalas palatinas
humanas (185%). La correlaciédn cuantitativa entre estos va-
lores y los de’ inhibicidn expresados en la figura V.8 dan
una mayor validez a estos experimentos. No obstante su
significacién biolégica permanece desconocida, siendo el pri-
mer caso encontrado de estimulacién de la fijacién de un an-
tibibtico por otro, al menos de esta magnitud. Experimentos

con objeto de determinar posibles fendmenos de sinergismo

habran de llevarse a cabo pr'ox_imamente.
vV.1.7. OTROS INHIBIDORES

a) lnhibidores especificos de sistemas procaridticos. -

R

Se han ensayado a una concentracién de 0,1 mM sobre la
fijacién de 3H gougerotina (10_6M) (ver Tabla V.2). Clo-
ranfenicol 6 tianfenicol no ejercen efecto alguno lo que con-
cuerda con el efecto inverso detectado por Ferndndez-Mu-

fioz y cols. (1971) y Contreras y cols, (1973). Anélogos
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resultados se obtuvieron con el grupo de los macrdlidos,

de los que se ensayaron tres de sus mdas caracteristicos
representantes: eritromicina, espiramicina Ill y oleandomi-
cina. El grupo de las estreptograminas A (Vazquez, 1967),
si bien tan solo representado por vernamicina A, produjo
una ligera estimulacién del 30% respecto del control. Por el
contrario viridogriseina que puede considerarse como perte-
neciente al grupo B de estos antibibticos, provocé una inhi-
bicién (35%) que se vié fuertemente incrementada en las con-
~ diciones de la reaccién del fragmento (76%). Por dltimo, lin-
comicina resulté enteramente inefectiva. Esto contrasta con
la similitud estructural que Smithers y cols. (1969) quisieron

atribuir a este - antibidtico con actinobolina.

b) Inhibidores especificos de sistemas eucaridticos. -

Ya se han descrito las interacciones entre los tres
Unicos inhibidores de formacidén de enlace peptidico especifi-
cos para ribosomas 80S, conocidos hasta el momento (Ta-
bla V.4), Haciendo una excepcién, al igual que en (a)
acerca de las caracteristicas dé los antibiétices estudiados
en este capftulo (respecto a su efecto sobre formacién de
enlace peptidico), se ensayaron los inhibidores cicloheximi-
da, sobre la fijacién de 3H anisomicina y 14C’ tricodermina
y criptopleurina, sobre H anisomicina, no encontréndose

. 2,
ningiin efecto.

c) Otros reactivos.- Andlogos resultados se obtuvie-

ron al ensayar el efecto de N-etil-maleimida (1 mM), un in-

hibidor de grupos sulfidrilo, sobre la fijacién de 3H anisomi-
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cina a ribosomas de levadura lo que parece estar de acwer-
do con el nulo efecto de' este reactivo sobre el centro pep-

tidil transferasa del ribosoma.

Referencias sobre el modo de accién de los inhibido-
res tratados en este apartado pueden ser obtenidas de la
revisién publicada en 1971 por S.Pestka en Annual Review

of Microbiology.



CAPITULO V

DISCUSION
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L a identificacién y medida de un compuesto, ya sea
macromolecular o de bajo peso molecular, es en definitiva
lo que va abriendo poco a poco la posibilidad de conocer
como ocurren los procesos bioquimicos a nivel molecular.
Tomando como referencia la biosintesis de proteinas, el
desarrollo de ciertos ensayos espécificos ha permitido es-
tudiar la mayor parte de los componéntes implicados en es-
te proceso. Reaccién del fragmento para peptidil transfera-
sa, empleo de GDPCP o 4cido fusidico mas GDP para el
factor" de polimerizacién G, hidrélisis de formil-metionina
para los factores de terminacién etc., son ensayos que per-
miten localizar e identificar facilmente estas macromoléculas
alli donde se encuentren, a partir de compuestos radioacti-
vamente marcados de facil adquisiciébn en casas comerciales.
Sin embargo existen procesos mas complicados, como la
iniciacién, donde el acoplamiento entre la funcién de los fac-
tores es tal que no existen ensayos especificos para cada
uno de ellos. Es entonces cuando hay que recurrir a su ob-
servacién directa. Hoy en dia, tal medida o localizacién,
dados los niveles cuantitativos en que se trabaja, solo pue-
de llevarse a cabo mediante el empleo de isétopos radioacti-
vos. Volviendo sobre el ejemplo anterior,el conocimiento
actual de la funcién de los factores de iniciacién ha sido so-
lo posible cuando se han preparado en forma radioactiva
(Sabol y Ochoa, 1971; Benne y cols. 1972 y 1973). No
es necesario encontrarnos ante situaciones tan complejas
para sentir la necesidad de un compuesto en forma radiocac-

tiva, basta que en el ensayo, por muy simple que sea, se



TABLA VI.1

ANTIBIOTICOS ISOTOPICAMENTE MARCADOS

METODOS DE OBTENCION

TOTAL | Cloramfenicol
QUIMICOS PARCIAL Tricodermina
DERIVADOS Dihidrofusidico

E ritromicina
BIOSINTETICOS

Lincomicina

MET WILZBACH

INTERCAMBIO
GAS

CATALITICO

Anisomicina
AGUA Gougerotina

Puromicina
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necesite medir alguno de sus componentes en cantidades del
orden pico o nanomolar y este no sea comercialmente ad-

quirible, el problema queda de nuevo planteado.

He aqui el caso de la interaccién inhibidor-ribosoma.
Una vez estudiados (profusamente .estudiados) los inhibido-
res activos en sistemas procariéticos se planted la necesi-
dad, comén a todos los estudios de sintesis de proteinas,
de extrapolar estas investigaciones a ribosomas eucariéticos
lo que implicaba la existencia en forma radioactiva de algu-

nos de los inhbidores activos en estos sistemas.

Los métodos a seg'\;\ir‘ son tres en lineas generales:
sintesis quimica, biosintesis a partir del microorganismo pro-
ductor e intercambio isotépico (Tabla VI.1). EIl primero de
ellos solo. puede ser aplicado en casos muy especificos. La
sintesis total presenta problemas quimicos de gran enverga-
dura que se ven incrementados por el ehpleo de isétopos
radioactivos por los que solo es aplicable a antibibticos de
estructura muy simple y facilmente sintetizable (cloranfenicol).
L.a sintesis parcial es sencilla cuando se puede llevar a ca-
bo a partir de un derivado que por reaccién con un deter-
minado compuesto radioactivamente marcado se obtenga el

antibiético deseado (tricodermina, seccién IlI.3).

Desgraciadamente la aplicabiiiciad de este método es
muy restringida., La sintesis de un derivado es un método
idéntico a excepcién de que el compuesto de par‘tida.e‘s el
antibidtico en cuestién y el derivado obtenido debe poseer

idéntica actividad biblogica (4cido dihidrofusidico): Los mé-
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todos biosintéticos (lincomicina y eritromicina) requieren,
ademd&s de unas instalaciones adecuadas; (1) poseer el
microorganismo (cosa no siempre facil) (2) conocer el
precursor y (3) que este se incorpore en proporciones

aceptables,

Los métodos de intercambio son los mas rudimenta-
rios . Consisten en el intercambio de los &tomos de hidro-
geno con los del medio, gas (Wilzbach, 1957; Meshi y
Takahasi, 1962) o agua (ver Ill.1.1 y Il[.2.1). No se re-
quiere ningdn conocimiento acerca de la estructura del com-
puesto a marcar y el éxito de la operaciédn es aleatorio pe-
ro es especialmente indicado para compuestos en cuya es-
tructura existan anillos de purina debido a la facil intercam-
biabilidad con el medio, del hidrégeno situado en posicién 8
(Shelton y Clark, 1967). De los 5 antibiéticos que envia-
ron a The Radiochemical Centre (inglaterra) para ser so-
metidos a este proceso (amicetina, anisomicina, blasticidina S,
4cdo fusidico y gougerotina) tan solo las preparaciones de
anisomicina y gougerotina contenian el antibiético tritiado (sec-
ciones lll.1 y IlI.2). Con este método solo puede preverse
que cuanto mayor sea la estabilidad y la simplicidad estruc-
tural del compuesto, mayores posibilidades existen de recu-
perarlo en forma radioactiva, al menos en una proporcidén
apreciable. Logicamente este método de intercambio (pre-
ferentemente en medio acuoso mediante la presencia de un
catalizador adecuado) solo debe ser aplicadeo tras agotar

las posibilidades anteriormente mencionadas, tanto por la
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inseguridad de su resultado final como por lo costoso del
proceso de purificacién del crudo radioactivo cuyo desarro-
llo ha sido ampliamente descrito y razonadoe a medida que
se iban describiendo las etapas puramente preparativas a
lo largo del Capitulo lll. Porl ello no creo necesario hacer
mas incapié en esta parte de la Tesis a excepcién de la
necesidad de obtener los compuestos 100% puros por multi-
pies y variados criterios, ftnica garantia de seguridad res-
pecto de los resultados que posteriormente hayan de obte-

nerse a partir de estos compuestos.

[.os estudios de fijacién desarrollados en esa Tesis

aportan:

a) Célculo de la interaccién de 3H anisomicina (en
distintas condiciones) con ribosomas (y subunidades) de le-
vadura humanos; interaccidén de 140 tricodermina con es-
tos mismos tipos de ribosomas y de 3H gougerotina con ri-
bosomas del tipo 70S o procariéticos (E.coli) y 80S euca-

riéticos (S.cerevisiae) asi como con sus correspondientes

subunidades (si bien de una forma semicuantitativa) .

b) Poner de manifiesto una heterogeneidad ribosémi-
ca, caracteristica exclusivamente demostrada por estos mé-

todos en las particulas eucariéticas.

c) Localizar y deter minar los sitios de accién de los

tres antibiéticos isotopicamente marcados,

d) Relaccionar dichos sitios de fijacién con la inter-

accién del resto de los inhibidores de peptidil transferasa
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con los ribosomas.

[.os apartados a) y d) han sido suficientemente dis-
cutidos en los capftulos correspondientes de Resultados.
LLos valores de las afinidades han sido en todo momento
referidos, no como valores absolutos sino comparados a
aquellas otras interacciones de magnitud conocida. Ademés
en el Apéndice IV se puede encontrar una lista con todos
los valores numéricos de las constantes de disociacién y
~de saturacién determinados en esta 'T'e_sis, E sta discusién
quedaré centrada sobre el problema de la heterogeneidad

ribosémica y el mecanismo intimo de accién de estos inhi-

bidores.

Ha quedado establecido que los ribosomas eucaridti-
cos obtenidos a partir del extracto celular segun técnicas
convencionales, presentan una diferencia en la' capacidad
para interaccionar con ciertos antibiéticos (anisomicina vy
gougerotina) mientras que frente a otros aparecen totalmen-
te homogeneos (tricodermina). La interpretacién de este
fenédmeno se complica por el hecho de que mientras trico-
dermina y anisomicina (homo y heterogeneidad respectiva-
mente) son inhibidores competitivos, anisomicina y gouge-
rotina interaccionan en sitios ribosémicos totalmente inde-
pendientes. LLa homogeneidad presentada por los ribosomas
procariéticos»fr*ente a gougerotina excluye cualquier posible
sugerencia acerca de localizacidn del fendmeno en la pre-
paracién del antibiético. Asi la heterogeneidad de los ribo-

somas eucaridticos detectada en esta Tesis es un hecho
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incontroversible,

Los experimentos realizados con subunidades (IV.1.4)
que han puesto de manifiesto una implicacién directa de la
subunidad menor 40S a pesar de que el sitio de accién de
anisomicina se encuentra sobre la ‘subunidad 60S, entron-
can nuestros resultados con la actual visién del ribosoma
procaridtico (Kurland, 1972; ver Introduccién). Es esta la
primera evidencia presentada en eucariéticoé de la existen-

. cia de dos tipos de subunidades 40S (yer mas adelante) lo-
calizadas en el ribosoma intacto, puesto que otros autores
(Wettenhall y cols. 1973 y referencias alli citadas) han re-
portado diferencias, mas fisicas que de actividad, pero de
subunidades ai‘sladas lo que presenta la posibilidad de que
tales resultados dependan del método de obtencién. En rea-
lidad los experimentos presentados en eéta Tesis no demues-
tran la existencia de dos tipos de subunidades 405, sino que
pudiera tratarse de una sola subunidad 40S y dos formas
distintas de interaccionar con la 60S. La "sefial' para que’
la interaccidén ocurra de una forma u otra pudiera estar lo-

calizada en cualquier de ambas subunidades.

El principal problema planteado emerge del significado
' fisiolégico de la heterbgeneidad ribosémica. Dos hipétesis
pueden ser consideradas: (1) En la célula eucaribtica exis-
ten dos tipos de ribosomas, unos activos en sintesis de pro-
teinas que se corresponderian con los ribosomas de alta afi-
nidad (28%), puesto que quedé demostrado que estos eran

los que posefan actividad peptidil transferasa (IV.1.5 y 6),
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mientras que el resto (60%) estaria implicado en procesos
metabdlicos, pues dado que las levaduras fueron recogidas
en fase logaritmica de crecimiento no hay una reserva ri-
bosémica. (2) Estas diferencias corresponden a dos esta-
dos que puede adoptar el ribosoma dentro de las etapas de
crecimiento de la cadena peptidica*y que provocan un cam-
bio tal en la conformacién ribosédmica que puede ser detec-
tado en cuanto a su afinidad por anisomicina o gougerotina.
Es muy posible y en la actualidad generalmente admitido,
que el ribosoma posea una conformacién distinta para cada
una de las etapas que han de repetirse a lo largo de |los
ciclos de polimerizacién asi como en los procesos de inicia-
cibn, terminacién y etapas no polisémicas. No obstante, la
evidencia existente para lanzar este modelo dindmico del ri-
bosoma se reduce a sistemas procaridticos puesto que muy
poco es conocido acerca de la estructura del ribosoma eu-
caribtico y aun manteniendo un paralelismo entre ambos, re-
sulta evidente que esta situacibn de heterogeneidad deberia

haber sido encontrada con ribosomas 70S de E ., coli.

Se ha de tener presente que los ribosomas tal y co-
mo han sido obtenidos en esta Tesis no se encuentran uni-
dos al mensgjero sino como ribosomas libres por lo que no
existe "a priori" ninguna razén por la que hayan de conser-
var la conformacién qué tenfan dentro de la célula. En rea-
lidad un cambio conformacional deberd desaparecer cuando
cese la causa que lo ha provocado, esto es, si un riboso-
ma en estado postranslocado (peptidil-tRNA en el sitio P)

es distinto de un ribosoma pretranslocado (peptidil-tRNA en
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el sitio A), al desaparecer el peptidil-tRNA ambos riboso-
mas serén indistinguibles. He aqui una posible explicacién
para la diferencia encontrada entre ribosomas procaribticos
y eucaribticos, pues es generalmente admitido que el pepti-
dil-tRNA o bien el tRNA deacilado forman complejos mucho
mas estables con los tltimos que con los primeros. Esto
explicard el hecho de que la heterogeneidad ribosémica se
mantenga aun después de obtenidas las subunidades‘ (el

tR NA deacilado puede continuar en parte unido al ribosoma
después de este proceso). Es conocido (Modolell y cols.
1973; Nombela y Ochoa, 1973) que la deacilacién del tRNA,
situado en el sitio P (formacién de enlace peptidico) provo-
ca un cambio conformacional tal en el ribosoma, que permi-
te la entrada del factor EF G pero no la del EF T, situa-
cidén inversa a la existencia cuando todavia existe el peptidil-

tRNA como tal, en el sitio donador,

Por lo que a la fijacién de anisomicina se refiere, la
posible presencia de ese factor condicionante de una deter-
minada estructura ribosémica no repercute directamente so-
bre la subunidad 60S (tomando siempre como criterio la in-
teraccién con el antibidtico) sino sobre la interaccién entre

ambas subunidades, es decir sobre el ribosoma completo.

A partir de estas consideraciones podria pensarse
que los ribosomas de baja afinidad son aquellos que p‘oseen
tRNA deacilado en el sitio P, es decir, que acaban de for-
mar enlace peotidico. Tales ribosomas serfan inactivos en

dicha reaccién al igual que lo son los de baja afinidad (IV.
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'1.5). Es conocido que el tRNA posee una mayor afinidad
por el sitio P y que tan solo se fija al A cuando aquel es-
‘ta ocupado. Otro punto interesante a considerar es que los
lavados con alta concentracién de sales am&nicas eliminan
de forma practicamente completa el residuo peptidico. Asi
'la obtencién de subunidades o la mera disociacién del ribo-
'soma habrian de provocar una cierta eliminacién de este
tR NA dcacilado lo que redundaria en un incremento de la
proporcién de ribosomas de alta afinidad lo cual se pone de
manifiestc en los experimentos expresados en las figuras
IV.6 y 7. El hecho de que sea en este Gltimo caso cuando
el incremento es mayor es tan solo aparente, pues un 35%
de ribosomas de alta afinidad obtenido tras la preparacién
de subunidades y posterior reasociacién, representa res-
pecto del total de ribosomas activos, una proporcién mas
elevada que el 36% del experimento descrito en la figura
IV.7B y por supuesto que el 28% del experimento standard.

No obstante estas hipétesis requieren una base experimental.

Como resolver este problema?. E xisten varias posi-
bilidades, siendo siempre el factor limitante las consideras«
ciones técnicas debido a la gran cantidad de material nece-
sario para estos experimentos. Asi, trabajando en un sis-
tema, tal que la extraccién de los componentes intracelula-
res produjera pocas alteraciones en su estado (lisis de re-
ticulocitos) podria eliminarse una de las dos hipétesis ante-
riormente trazadas sin mas que comprobar si esta situacidn

presentada por la fraccién ribosémica total en la célula no
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lo era por la fraccién polisédmica. L a posibilidad de que
anisomicina o gougerotina pudieran distinguir entre dos es-
tados ribosédmicos de esta fraccidédn es suficientemente suges-

tiva como para intertar resolver esta incégnita,

Admitiendo la existencia de ese factor condicionante
"de la heterogeneidad eucariética podria sugerir‘sé un defi-
ciente lavado de los ribosomas que provocara su eliminva-
cién en una deter'minada poblacién pero no en otra, mien-
tras que el lavado fuera total para el tipo 705. Esta posi-
bilidad debe ser excluida debido a la perfecta constancia de
los resultados encontrada a lo largo de todas las prepara-

ciones ribosédmicas ensayadas, lo que refleja una situacibén

real y no una parcial o deficiente manipulacién preparativa.

Otro aspecto interesante a deducir del efecto que la
interaccién de la subunidad 40S con la 60S provoca en su
afinidad por anisomicina (Kl§1= 5,7X 10—7M frente a K30§
1,7X 10_6 M,i amén del fenédmeno de heterogeneidad) (ver
figuras IV.5 y 6) es la relacién de la menor de las subu-
nidades con el centro activo peptidil transferasa, lo que con-
cuerda con otras observaciones llevadas a cabo por otros
grupos de investigadores (Berman y Monier, 1971) (Vogel,
Zamir y Elson, 1969) acerca de la influencia de la subuni-
dad menor 30S sobre la formacién de enlace peptidico, cu-
yo méximo exponente puede ser considerado el modelo ribo-
sémico de Spirin (1969) - en que situa este

centro activo en aquella zona de la subunidad 5058 que in-

teracciona con la 30S repartiendo entre ambas la localiza-
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cién de los sitios ribosédmicos P y A respectivamente,

Otro problema a considerar es la pequefia fraccién

1 in

de ribosomas activos existentes en las preparaciones
vitro'!, Este fenédmeno puesto de manifiesto alin en sistemas
procaridticos, adqﬁier'e magnitudes alarmantes en eucaridti-
cos. No es extrafio encontrar publicaciones donde los tra-
bajos han sido llevados a cabo con poblaciones de riboso-
mas activos tan solo en un 5-15% aGn en ensayos tan sim-
ples como fijacién de aminoacil-tRNAs (suponiendo comple-
jos equimdleculareé) . En los experimentos descritos en es-
ta Tesis aparece claramente demostrado en IV.1.6 que co-
mo méximo, solo aquellos ribosomas capaces de 'fijar‘ ani-
somicina en las condiciones de la reaccién del fragmento se-
gtn K?tOH (41%) son activos en este ensayo, adicional
‘evidencia aporta el hecho de que verrucarina A, un poten-
te inhibidor dei la reaccién del fragmento catalizada por ribo-
somas de levadura, solo es capaz de interaccionar en es-
tas condiciones con un 35% de los ribosomas, segtn se de-
duce de la inhibicién de la fijacién de 14C tricodermina '(V.
1.3). Estos resultados concuerdan con los de Celma (1971)
y Harris y Pestka (1973) mostrando que los fragmentos

3! terminales de aminoacil-tRNA interaccionan con una frac-

cién minima de ribosomas (10-12 %) segin experimentos au-

tenticamente cuantitativos.

Un punto a considerar y que aportaria mucha luz a-

cerca de las diferencias estructurales de los dos tipos de
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ribosomas puestos de manifiesto en esta Tesis seria su se-
paracién fisica. Hasta el presente momento solo se ha con-
seguido, en cantidades aprecfables, separar fisicamente su-
bunidades nativas de ribosomas nativos y de la fraccién po-
lisémica habiéndose encontrado entre estos componentes di-
versas diferencias estructurales asi como funcionales (ver
Introduccién). Sin embargo la separacién de ribosomas ac-
tivos en ciertas funciones de los no activos, presenta pro-
blemas técnicos de cardcter cuantitativo. Se requiere la
aplicacién de nuevas técnicas para solventar este problema.
L a cromatografia por afinidad presenta un gran provenir.
Si pudieran fijarse a soportes sélidos ciertas moléculas que
interaccionen diferencialmente con los ribosomas (principal-
mente por su mayor sencillez estructural, aminoacil-tRNA)
podrian separarse y aislarse aquellos ribosomas activos en
esta fijacién y con ello lograr (1) determinar las diferencias
estructurales entre ribosomas (o subunidades) “activos" e
"inactivos", (2) trabajar con poblaciones ribosémicas homo-
geneas y 100% activas. Esta técnica aplicada a la interaccién
anisomicina-ribosoma esté siendo actualmente considerada

en cuanto a la posibilidad de su aplicacién.

Anisomicina, gougerotina y tricodermina interaccionan
. . . -
equimolecularmente con el ribosoma en una determinada region
de poca variabilidad frente a las condiciones iénicas del me-
dio, a pesar de que gougerotina tiene un sitio de fijacién

completamente independiente al de los otros dos, lo que im-
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plica una interaccidén de tales antibiéticos con un centro co-
mian, peptidil transferasa, de poca flexibilidad estructural
dada su poca dependencia de las condiciones iénicas del me-
dio. Esto concuerda con el nulo caracter regulador que la
etapa de formacién de enlace peptidico posee dentro del con-
texto general de sintesis.de proteifias. De esta forma se po-
ne de manifiesto una estrecha relaccién entre procesos re-
gulatorios. Tales como iniciacién, entrada de factores ‘de
polimerizacién etc. con cambios conformacionales en el ri-
bosoma mientras que una caracteristica de rigidez parece
presidir aquellas situaciones en que el ribosoma se compor-

ta como una particula inerte.

Por lo ;que respecta a gougerotina fué propuesto un
mecanismo de accién que consistia en una inhibicién de la
fijacién del extremo 3'terminal (CCA) del aminoacil-tRNA
baséndose en la similitud estructural existente entre gougero-
tina y citidina. (Coutsogeorgopoulos, 1967; éer‘né, Lichten-
thaler y Rychlik, 1971). Esta hipbtesis se apoyaba ademés
en la inhibicidn por gougerotina de la fijacidén del fragmento
aceptor, pero no del aminoacil-tRNA lo que justificaba su
Gnica efecto sobre el extremo CCA final (ver Introduccién).
Sin embargo, recientemente Harris y Pestka (1973) han
desarrollado un sistema para calcular las afinidades de una
serie de antibidticos de una forma indirecta a partir de su
efecto sobre la fijacién de CACCA 14C ~-Fen al ribosoma.
En el caso de gougerotina resulté una constante de disocia-

cién de 1,2 X 10_4M que frente a 2,1X 10_6M (Kd para
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20% de etanol) determinadq por nosotros por medida direc-
ta de fijacién, pone de manifiesto una disparidad de 50 ve-
ces. EIl niimero de sitios por ribosoma fué idéntico, 0,73
frente a 0,70. Estos resultados ponen de manifiesto que
gougerotina afecta de algin modo la fijacién del extremo
CCA terminal del aminoacil-tRNA: Sin embargo esta. inter -
accidén se produce de forma indirecta y como consecuencia
del efecto de gougerotina sobre la formacién de enlace pep-
tidico tal y como quedé demostrado en el apartado IV.2.5
mediante la correlacién de los valores de Kziosy la inhibi-
cién provocada sobre la reaccién de la puromicina ensaya-
da a OOC, pero no existe una competicidn directa entre
gougerotina y ‘cualesquiera de los dos residuos citidilicos 3!

terminales del tRNA, al menos segfin este tipo de ensayo.

Asimismo anisomicina y tricodermina producen un e-
fecto directo sobre la formacién de enlace peptidico. No obs-
tante su interaccién provoca una distorsién en el centro ac-
tivo peptidil transferasa que se ve reflejada por la parcial
inhibicién que estas drogas provocan sobre la fijacién de
fragmentos 3' terminales del tRNA como sustratos (Batta-

ner y Vézquez, 1971a) (Carrasco y cols. 1973).

Gougerotina, segin se desprende de los experimentos
presentados en IV.2.4 puede ser un magnifico til de traba-
jo a la hora de determinar la asociacién entre las subunida-
des ribosémicas. Tal y como se ha demostrado en esta Te-
sis, gougerotina es capaz de discernir entre diversos gra-

dos de asociacién del ribosoma dependiendo de la presencia



210

de tRNA deacilado o de productos eliminados del ribosoma
cuando este se disocia en sus subunidades. De esta forma
se podria determinar, de acuerdo a Vournakis y Rich
(1971 y 1972) si la estructura de los ribosomas nativos se
corresponde o no con la de los ribosomas polisémicos.
Siempre hay que tener en cuenta que la concentracién de
macromoléculas es muy superior en estos ensayos de fija-
cibn a la que debe existir en la asociacién 30S-:50S dentro
de la bacteria por lo que es muy posible que la situacién

" final no sea la misma. Tal y como sucede en multitud de
ensayos, la correlacién "in vivo" "in vitro" debe ser toma-

da con grandes precauciones,

La temperatura (30°C) produce una disminucién de
afinidad de los antibidéticos por el ribosoma. Este fenémeno
parece ser general; sin embargo en el caso de gougeroti-
na y especialmente en ribosomas eucaribticos esta disminu-

cién es dramdética, KiOS (30°C) estimada alrededor de 4 X
10—4M. [.os resultados presentados por Pestka y cols
(1972) en su sistema de liberacién de péptidos nacientes
por 3H puromicina revelan una afinidad para este antibibti-
co de una magnitud un orden superior. Esto puede deber-
se, tanto a la menor temperatura empleada en este ensayo
(24°C) como a la gran sensibilidad que presenta la afinidad
de gougerotina por los distintos estados de asociacién ribo-

sémicos, segin se ha demostrado en esta Tesis,

[_as relaciones existentes entre los sitios ribosdémicos

de fijacién de los inhibidores de formacién de enlace pepti-
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dico han sido suficientemente detalladas en el Capitulo V.
Por ello me limitaré a resumirlas brevemente: (a) Exis-
tencia de una regién comin al ribosoma procaridtico y eu-
cariético donde se fijan los inhibidores activos en. ambos
sistemas interaccionando entre si de forma mas o menos
efectiva. (b) Existencia .de una regién especifica del ribo-
soma eucaribtico, independiente de la anterior, donde tie-
nen su sitio de fijacién, exclusivo,. los inhibidores del cen-
tro activo peptidil transferasa eucariético. (c) Diferencias
estructurales entre los ribosomas eucariéticos detectadas
en cuanto a su afinidad por el 4cido tenuazébdnico (d) Hete-
rogeneidad ribosédmica para otros antibiéticos distintos de
anisomicina y gougerotina, tales como verrucarina A y po-

siblemente esparsomicina.

El estudio estructural llevado a cabo con anisomicina
obedecib tanto a la oportunidad que su sencillez quimica pro-
porcionaba como al auge que en aquellos momentos tomé la
técnica del marcgje por afinidad, tanto para la identificacién
de las estructuras responsables de la fijacién de antibiéticos
como para sustratos de peptidil transferasa (ver Introduccién).
El alto grado de ines_pecificidad obtenido por Bald y cols.
(1972) en cuanto a la fijacién covalente de un derivado mo-
nobromado de cloranfenicol y especialmente, en el caso de
un derivado monoiodado de puromicina (Pongs, 1973, comu-
nicacién personal]l nos sugirié que antes de realizar este
tipo de ensayos era necesario asegurarse que el grupo

reactivo se encontrara en una estructura responsable de
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la interaccién inhibidor-ribosoma tal y como ha quedado de-
mostrado para el grupo acetato que esterifica el grupo hi-
droxilo en posicién 3 del anillo pirrolidiniéo de anisomicina
(IV.1.3). Sin embargo los contradictorios resultados obte-
nidos por Pongs y cols. (1973) y Sonenberg y cols. (1973)
usando el mismo compuesto, y el elevado nimero de pro-
teilnas marcadas en los experimentos de Kuechler y Czer-
nilofsky (1973) junto con las dificultades de carécter quimi-
co que presenta la sintesis del compuesto 2p-metoxifenilme-
til-3~’. bromoacetoxi-4 hidroxipirrolidina en forma radiocactiva
nos han decidido posponer estas experiencias de fijacién co-
valente de anisomicina a ribosomas eucaribticos. Por otra
parte, la carencia de una coherente identificacién de las
proteinas ribosédmicas eucariéticas ( Bielka ycols. 1972) y el
parco conocimiento que de estos ribosomas se tiene actual-
mente no han permitido atribuir funciones especificas a com-
ponentes subribosdmicos (a excepcién de las subunidades)
lo que determina que este tipo de estudios tenga mas razén de

ser en un prdéximo futuro.

Finalmente en todos los experimentos realizados con
ribosomas humanos se ha puesto de manifiesto una correla-
cién total con los fendmenos detectados en ribosomas de le-
vadura lo que permite extrapolar los resultados aqui presen-
tados a todos los ribosomas del tipo 80S o eucariéticos. En
este sentido es digno de resaltar de nuevo las diferencias
observadas con el &cido tenuazénico que se fija preferente-
mente a los ribosomas de amigdalas palatinas humanas pero

tiene muy reducida afinidad por los ribosomas de levadura.
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APENDICE |

RESUMEN DE LAS CONDICIONES IONICAS EMPLEADAS

1. OBTENCION DE RIBOSOMAS

1.A. S.cerevisiae

BSY (standard) TRIS-CIH 10 mM
Cleg 5 mM

Ac NH4 50 mM

2-ME 5 mM

BLY (lavado) TRIS-CIH 20 mM
C’leg 100 mM

Ac NH4 500 mM

2-ME . 5 mM

BRY (conservacién) Maleato I\IH4 50 mM
Cl,Mg 5 mM

2-ME 5 mM

1.B. Amigdalas palatinas humanas

BHH (homogeneizaci'én) TRIS-CIH 50 mM
' Cl,Mg 5 mM

Ci 25 mM

2-ME 7 mM

Sacarosa 250 mM

BLH (lavado) - TRIS-CIH 50 mM
Cl,Mg 10 mM

Ci 500 mM

Sacarosa 250 mM

BRH (conservacién) TRIS-CIH 50 mM
ClgMg 5 mM

CIK 25 mM

2-ME 7 mM
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1.C. E, col

A (standard y TRIS-CIH 10 mM
conservacién) Ac,Mg 10 mM

Ac H4 100 mM

2-ME 5 mM

B (lavado) TRIS-CIH 20 mM

Ac Mg 20 mM

Ac H4 1000 mM

2-ME 5 mM

2. EXPERIMENTOS DE FIJACION DE ANTIBIOTICOS
A RIBOSOMAS DE

2.A. S.cerevisiae
BFY (standard) . Maleato NH4 50 mM
Cl Mg 12 mM
2-ME 5 mM
FRY (etanol) TRIS-CIH 50 mM
ClaoMg 20 mM
ClIK 400 mM
Etanol 33% (v/v)
2.B. Anmigdalas palatinas humanas
BFH (standard) TRIS-CIH 50 mM
CliaoMg 11 mM
CiIK 60 mM
2-ME 7 mM
3.B. E, coli
BFB (standard) TRIS-CIH 33 mM
ClhMg . 13 mM
CIK ) 270 mM

BFB(E) (etanol) Idem pera Etanol 33% (v/v)



3. ENSAYOS

3.A. S.cerevisiae

Sintesis de polifenilalanina
Reaccién de la puromicina
Reaccién del fragmento
3.B. Amigdalas palatinas humanas
Sintesis de polifenilalanina

3.C. E.coli

Sintesis de polifenilalanina

Reaccién de la puromicina
Reaccién del fragmento

4. OTROS

BFY
BFY
FRY

BFH

TRIS-CIH
CIzMg
CIK

BF B
BFB (E)

Subunidades de levadﬁr‘a(mY) TRIS-CIH

Disociacién ribosomas E_. coli

Fijacién de N-Ac- C Fen-

Cli2Mg
CIK
2-ME

TRIS-CIH
ClpgMg
Ac NH

2-ME 4

TRIS-CIH

tRNA a ribosomas de levadura ClyMg

Ac NH4

50
12
30

50

400
20

20
500
50

20
100

230

mM
mM
mM

mM
mM
mM
mM

mM
mM
mM
mM

mM
mM
mM

El TRIS-CIH fué siempre empleado a pH 7,4 y el

maleato aménico a pH 6,5.
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SOLUCIONES TAMPON

1. ELECTROFORESIS DE ALTO VOLTAJE

pH
pH
pH
pH
pH
pH
pH
pH
pH

2,0
2,8
3,7
6,0
6,0
5,5
7,2
8,4
9,5

Ac. férmico
Ac.férmico
Ac.férmico
Piridina

Piridina

(2%)
(1%)
(50 mM)
(1,75%)

(5%)

-7,6 Cacodilato sédico (50

-8,6 TRIS

(50

-9,6 Trietanolamina (50

-10,5 Etanolamina

(50

ac. acético (7,5%)
amoniaco

amoniaco

ac. acético (0,25%)

ac. acético

mM) - CIH
mM) - CIH
mM) - CIH

mM) - CIH

2. GRADIENTES DE CROMATOGRAFIA EN COLUMNAS

Carboximetil-celulosa:

Carbonato amdnico

Fosfo-celulosa:

(pH 8,6)

2 mM -50 mM

Formiato aménico (pH 2,8) 0,15 M -1 M (NHZ)

DE AE -Sephadex:

Formiato aménico

(pH 5,0)

0,1 M-1M (HCOO")
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APENDICE 1

SOLVENTES CROMATOGRAFICOS

1. PURIFICACION 3HANISOMIC]NA

1, sec~-butanol: bencina de petroleo (40-60°C):
amoniaco 2N (25:5:4),

2. n-butanol: agua: &cido acético (60:10:3)

3. Etanol:agua (1:1) en atmdsfera de cloroformo
2. PURIFICACION 3H GOUGEROTINA
I. Terc-butanol:metil etil cetona: agua: amoniaco
(4:3:2:1).
II. Amoniaco: n-butanol: n-propanol: etanol: agua
(9:8:8:2:2).
Ili. n-butanol: ac.fé6rmico:n-propanol: ac.tricloro-

acético: agua: acetona ( 10:5: 5:4:4:2).
IV. Metanol: isopr'opano:lz amoniaco:agua (9:6:3:2).
V. Agua: n-propanol:amoniaco (90:10:1).
VI, Acetonitf‘ilo: acetato aménico 0,1 M (7:3).

3. PURIFICACION *C TRICODERMINA

1. Benceno: acetato de etilo:pentano (4:1:1).

2, Isooctano: butanol (5:1).
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APENDICE IV

ESTUDIOS DE FIJACION. PARAMETROS

3H ANISOMICINA

80S S.cerevisiae, BFY, 0 C

(o] O
kO < 4,3X 10‘7M; k0 <& 5,8 X 10‘6M
d d
1 2
80S S, cerevisiae, BFY, 30°C
(o] (o]
k30 - 1,2% 1070 M; K3° S 6,6x 107 M
1 2 .
n= 0,37 i n,= 0,43
80S S.cerevisiae, FRY, 0°c
KdEtOH= 3,6 X10°M; n = 0,41
60S S.cerevisiae, BFY, .OOC
Kgos= 1,7X 10’6M; n= 0,67
60S +40S S.cerevisiae, BFY, 0°C
kR= s5.7x10"M 5 kB & 5,6x10%Mm
d d ’
1 %
n= 0,35 ;o ny o 0,48
80S S.cerevisiae (80S < 60S +40S), BFY, 0°C
K?YR= 5.0X107 ' M; KPYR U gx10°%Mm
d
1 2
n 0,36 ~ 0,44

;nz
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— 80S Humanos, BFH, 0°C

HT -6 HT_ -6
de_ = 1,6X 10 M M Kdz 6,6X 10 ‘M
n,= 0,37 ; ny= 0,35
2, 3H GOUGEROTINA
— 80S S,.cerevisiae, BFY, 0°c
KOE 9,1X 107 M; K@= 1,2X 107 M
n, = 0,28 ; ny= 0,58

— B80S S.cerevisiae, BFYL30°C. E stimativa

305(30 C) ~ 4X 10“4M

— 80S S.cerevisiae. FRY. 0°C. Estimativa

308 (EtOH) ~ 17X 10'6 M

— 708 E.coli, BFB, 0°C

K7OS= 1,5X 10'6M; n= 0,7

d

— 70S E .coli. BFB. 30°C. Estimativa

208(30 C) ~ 6X 10-6M

— 708 E.coli. BFB(E). 0°C. Estimativa

ZOS (EtOH) ~» 4X 10 6M

— 50S E.coli, BFB(E). 0°C. Estimativa

ZOS (EtOH) ~ 6X 10 6M
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S SOS+3OS+tRNAFerl. E.coli, BFB, OOC. E stimativa

Kl: (+tRNAF®™) o~ 2 7x 1070 M

3. 14C TRICODERMINA

— B80S S.cerevisiae, BFY, OOC

K§= 1,8X 10‘6M; n= 0,9

— B80S S.cerevisiae, BFY, OOC', Indirecta

Kz(ind. )= 2,1X 100 M

— 80S Humanos, BFH;OOC'

S'T= 67X 10""M; n= 0,73

K

4, OTRAS DETERMINACIONES (INDIRECTAS)

Desacetilanisomicina. - 80S, S, cerevisiae , BFY, 0°C.

Kzl’ (DAN)= 1,5X 10" M

Acido tenuazdnico.- 80S, Humanos, BFH, 0°c.

K':T(TNA)= 2.2 X 10'5 M




