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Las gramicidinas y Isa tirocidlnas aon antibidéticos producidos
ospscificaments por «1 Badllua brevlc” Las primaras son pollpépti-
dos linéalas formados por 15 a 17 aminoéacidos con excepcion da la
gramloldina 8 que tiene 10 y as ciclica. Las segundas estan forma-
das por 10 aminoacidos Y todas aon da naturalesa ciollca. lobos tipos
da ao”mastos contienen aminoacidos que no se encuentran en al resto
de lae proteinas como la L-arnltina, D-fsnilalanina, D-triptofano,
D-leucina y D-valina (1).

La dilucidacion de la biosintesis de setos péptidoa, especial-
mente la da la groslicidina S, ha despertado #1 interéa de varios
grupos de investigadores ((-6), quienes han publicado resultadat#

Weéu k> A4 ’
contradictorios.vidaa&ek y eol. (7) liakE yrthltcadC”ejgjerio éhced q)»e
indicarian que las p 0 tlid Ines y tirocldlnas sa sintetlsaséos de
acuerdo el ssqgpsoo general da M O lIfatearte de las proteinas* Batee
autores hen aislado y ceracterisedo un UNA* mensajero especifica
pera la gramlicidlna 3» al cual es aspas da promover euvisinteeiaven
un sistema eubaelular (8)* Loe resaltados de Lalaod y col* y Oteni
y eol* difieren fundamentalnmnte da los da tinolck. Su interpreto
cion favorece le idee de que lo sintesis de lo irsmilcidlna S se
liaria por un elstema ensladtico soluble sin la participacion de r |-

ani
bosooss, UNA mensajero y s&JIA*

* RMA, acido ribonucleicos aRPIA, RItA de transferencia; D 0, densi-
dad 6ptica; ATP, adenosintrifoafeto; TCA. &4cido tricloroacatico;
PPO, 2,5 dlIfsnlloxasol; POPOP, 1,4 bis 2(5-feniloxesolil)-benco-
no; 3-30, sobrenadante que se obtiene al centrifugar los bomogo»
nilsados e 30*000 g por 30 minutos: ATCC, American Type Culture
Collection; Tris, trli(hidrojdaetil)am lnorastapOt Deat .caaovm,,

£5/08500(L ~ _



En una publicacion raelenta (9) «1 grupo da Winnick aa ba re-
tractado da aua raeultadoa y presenta nuavoa experimentos que mata-
rian mAfl da aouardo con laa dal grupo da laland y Otan!.

Todos loa autoras 9la bao trabajado an sintesis In vitro da
granlcldlna S han alisado al nutanta da laail”™ua hur la ATCC 9999
aislado por primara vas por Quisa y Braahnikova (10) al cual pro-
duca especificamente gramicldina S.

En asta trabajo aa praaantan experimentos aobra biotlrtaaia In
Jte < tircfcricina* fas aa una mésela da”ramiMiHns vy
tirocidlnaa producida por ol Bacillus bravia ATCC 8185 aislado por

Dubos (11) = Esta capa no produca graodeidina S.

RATERIAL

6)La luanta y la actividad o”™ooltica da loa — inoacldoa san
las siguientesl New England Suelear Corporation, Hassaahussetts» 0*
S.A_, valina» 210] croitina, 172» fenilalanina, J$6* Rlbonualaasa
y creatlnaquinasa cristalinas da tforthiagton Bloohamiosl Corporation
Has Jersey* Eosfocreatlaa da General Biochealcals» Ohio. Tirotrloina
tirocidina» granlcldlna» aminoacidos-Cl2 y 2-msrcaptoetanol da Maon
Research Laboratories Inc*, Has York* ATP da Signa Chemical Company»
Saint Louis* Bactotriptcna y extracto da lavadura da Olfce Labora-
tories» Michigan* n-Butanol» 2-propanol, piridina» alcohol Isoawf-
Ileo» p-dimetilaminobensaldehido da Matheaon Colaman and Ball» Oblo*

Sephadex-025» Fharoacia Fina Chemicals Dppsala*

METODOS

Cultivos™ La mayor parta da los cultivos da Bacillua bravio aa rea-
lisaron an medio enriquecida que contenia par litro bactotriptcna
10 £» extracto da lavadura 5 g, glucosa 10 g y una mas6la da mine-

rales da acuerdo con deuda y col* (12)= Loa frascos inoculados aa
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Agitaron a 37° en un agitador automatico Raw Brunswick hasta aloaa-
mar la 0 0 deseada, la cual so determin6é en el fotocolorimetro Klett-
Sumerson utilizando el filtro 660* Cono inoculua se us6 esporas ob-
tenidas de cultivos estacionarlos da aAs de siete dias» las esporas
se controlaron por observacion microscopica después de ser tapidas
par el método de von tfirtz (13)= Su concentracién aa determind di-
rectamente en una canara de conteo* Xa cantidad de inoculum empleada
se ajustd para que en el medio inoculado las esporas quedaran a una
concentracion de $ x 1 por al*

Xa recoleccion de la bacteria se biso por centrifugacion a
7000 rpm durante 20 ®in* en una centrifuga refrigerada Sorvall con
rotor 03A* Xas células sedimentadas se lavaron dos veces con una So-
lucion de MgCla 0,05 M ajustada a pR 7*5» y se utiliseron IfSMdlsta
monte para preparar loa extractos subcelulares™*

Extraccion de la tirotrleiaa4a aditivos da iMiUulftlttift*

tirotricina de loe cultivos se extrajo de acuerdo al aEfcOda
descrito per Okuda (12) que se basa en la alta solubilidad 9la tiene>i
él p~ptldo- en etanol y en su insolubilidad en soluciones salina»»
Para esto, loa cultivos se ajustaron a pH 4*5 con HC1 1 N y se oalen-
taron a 6g*C durante 5 minutos* Luego se agregd 23 ni de una solucion
de etanol en HC1l 0,02 R por cada 100 mi de medio de cultivo y ee dejé
extrayendo durante toda la noche a temperatura ambienta, Al dia si-
guiente la suspension ee centrifugé a 15*000 g durante 20 minutos#
obteniéndose un sobrenadante etandlico que contenia la tirotricina*
Esta se purificd evaporando el extracto etaidélico a un minimo volu-
men# precipitandola con 10 voldaanes de RaCl él 2% frié y redisol-
viéndola en m volumen minimo de la solucion de etsnol-HCI* Bata
operacion se repitié dos veces 7/ finalmente la tirotricina se di-
solvid en etanol de 95* (hdbltualmante 2 tal) descartandose el resi-
duo insoluble por centrifugacion, tto litro de medio de cultivo de

D 0 0,5 produjo entre 300 y tfio ng de tirotricina*
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~"Todos las operaciones se realiseron a 4#* La® células lavadas
aa resuependieron «n 4 volumenes da una solucion da MgGlg 0,005 H
f» contenia 2-»eroaptostanol 0,001 M ajustada a pH 7,5 (solucién
iono, enlaadora at las aonstld a vibracion UltiacdnlSS Ww.. SE»
nicador Raytheon da 10 Reidos durante dos minutos* 11 homocenlsado
resultante se centrifugé a 3*000 x g en una centrifuga refrigerada
para remover células intactas y membrana# 7/ el sobrenadante se recen-
trifuco a 30*000 g durante 30minutos« 11 nuevo sobrenadante consti-
tuyo el &30 que se utillsé en todos los experimentos de sintesis in
yitro» La purificacion parcial dal 3-30 aparees descrita en las ta-

blas pertinentes*

HatffT da incubacion para sintesis de tirotricine la vitre |,

~Las méselas da incubacion contenian,sn mbolss por ni los sicuien-
tes componentes (a menos fus as especifique de otra manara}t Aaorti-
Cuador Tria-HCI pH 7*5. 100; XC1* 5] MgiCOOCHjJj, 35% ATP, 2,5] foe-
focreatina, 2,5; creatinaqulnasa, 20 *cf 2-msrcaptcetenol, 6; aatlno-
acido-(p4, 1*0 pC; extracto bacteria», 4-5 mg de protelna* lata
mécela ae incubd habitualmente durante 60 minutos a 37* con agitacion
suave sn un bafio termo-regulado New Brunswick* La reaccidon aa detuve
agregando 20 pools* dal aminoacido-correspondiente y 5 mi da eta-
nol absoluto que contenia 0,2 mg da tlrotrielna comercial por al* Se
dej6é6 extrayendo toda la noche y lusco se centrifugdé a 5*000 X g du-
rante 20 minutos, obteniéndola un sobrenadante etandllco con la tiro-
tricina y un sedimento que contiene las proteinas totales* El primero
se evapord oon una corriente de aire hasta un volumen de 0*5 a 1 mi
y se precipité en frio con TCA al 10%* sa 1av6 dos veces con TOA y
se redisolvid en 2 mi de etanol da 95*. El ssdIlmsnto que contenia
las proteinas totales se lavo dos veces con TCA al 10JI y os redisdl-

vid en 2 mi da \WOfi 1,5 K, la radioactividad presente en la tiro-
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tricina y en las protainas totales se midieron en alicuotas apropia-
das»

La identificacion de la tirotricina radioactiva presente en los
extractos etandiloos se realiad per cromatografia en papel con tres
sistemas diferentes y por eleetroforesis en el miamo raterial fCer

-figura andel Mnaxo) .

*«*&*&& . 4F Ip r ™M lopgtdnlgfla j

<¢L La radioactividad de las soluciones de tirotricina y proteinas
provenientes de cultivos o de sintesis in vltro es midié en planche-
tas utlHsando un contador de flujo continuo Nuclear Chics .o con un
background de 1 cpm o un contador de la misma marea con un background
de 25 cpm, ambos con una eficiencia de 4C£ para C"~« Las muestras
prasantes en croaatogramas y electroforetogramas en papel se corta-
ron en trosos apropiados y sa Incluyeron directamente en una solu-
cion centelleante y su radioactividad ss mididé en un contador de cen-
telleo Nualear Chicago con un background da >0 cpm y una aficiondla
de 90£ para La solucién centelleante contenia en $00 al de to-

lueno 4 gramos de PFO y 50 mg de POPO? (formula equivalente a la dal

Liqulfluor de Nuclear Chicago)»

Determinaciones coioriraétrilcaa)
La determinacién colorlmétrica de la tirotricina se biso por
el método de Kech (14) y la de las proteinas, por el método de Low-

ry (15).

¢> La composicion de los sistemas cromatograficos empleados y los
Rf de las tlroddinas Yy pramlddlnas en cromatografia ascendente ten
los siguientes. Sisteme It Ciclohexano-isoprepanol-afiua (2t2tl) ti-
rocldinas 0,0S|] granicldinao 0,94. Sistema 2t n-butanol, &cido acé-

tico-agua (GOtIIt25)» tlroddinas 0,91» erarleidinas 0,94. Sistema
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3t piridina-alcohol isoaallico-agua (3t312), tlrocldlnas 0,84, grani-
cidlnas 0,95. Las gramlcldinas ae revelaron con HNO3 7H 7 lda ttroci-
dinas con azul da bromofeool*

@ ~Pyaa QWAsafifXJuto GGV 1= @ "

CA$m utilisé cii solucion conductora una mezcla da netaaol, aci-
do acético y agua an la proporciéon 3t3il. La fuente da podar fua un
aparato construido an al Instituto da Quimica Fisiologica 7 Patolo6-
gica. Operando a 40 \xctn durante 6 horas, las tirocidinas 7/ gna&ici-
dinas migran hacia el catodo alrededor da 18 cb 7 4,5 respectlvmaan

te. £1 revelado sa hizo en la forma descrita an cromatografia.

RESULTADOS

Sintesis da tlrotriclna in vivo \
Op) Détarminacion de tlrotriclna en un cultivo da Daclllua bravia an
diferentes astados da desarrollo. )
~"XJbB al objeto da conocer al curso de la sintesis de tlrotriclna
an un cultivo an desarrollo 7 podar determinar asi el periodo da
Jor produccién da los antibidticos, datas sa extrajeron da alficuotas
da un mismo frasco da cultivo a diferentes densidades oOpticas 7/ sa
determinaron colorImétricamente. Loa resultados muestran que la ti-
rotricina comienza a detectarse después de una densidad 6ptica de
9e5 Luego* hasta una densidad Optica da 8755, aumenta logaritmica»
manta / después an forma lineal. Lassantidad da protsidas)determina-

da aa las mismas alicuotas™ muestranun aumento que”zo di raatamante

proporcional a la DO dal cultivo. tita* énem”™.

M R~MNojact j™ldad sap giacla a la tlrotriclna jn. un. j”Slvp.JS&cioi»qdo
6JL aginoagid.OrCl4

v U& resoltado entarimante similar aa obtiene ai al medio da culti-

vo aa adiciona simultaneamente con el inoculum da esporas 2 mC de

valina-C14 7 aa mida a diferentes DO la radioactividad asociada a
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i
tirotricina y proteinas* La figura O indica que al eurao da la lacén-

poracién da la radioactividad aa «abas fracciones aa similar al que

sig uen sus respectivos sintesis.

E

Figura 1. Radioactividad iIncorpo-
rada an tirotricina (a— a) y pro-
teinas (0- 0) an un cultivo da
Raclllua_bravia adicionado da 2*C
do .¢;m.ir.z-i,1™ de actividad aspa-
cifica 210

Utilisando omitina-Cl/f loa resultados se repitan sélo para la
tirotricina. En cambio, la radioactividad asociada a proteinas ss
muy baja y s6lo aumenta ligeramente despula qua al cultivo alcansa
una DO da 0,2.

S1 analisis cromatOgrafico ds la tirotricina radioactiva extral!-
=
da «TliO ds 0,5 con si sistema da solventas 1 (ver WMrtwWw $ Méto-
dos) ravala qua an asta etapa del desarrollo al 65% da ella corres-

ponde a tlroeldlnas y al 35% a grand,cidinas.

c> fUrtlimiMilEil s na I<n n ikilrtitm «i Ihti ihu|mnn lpr

Ugapot. gftrt9a a
«C c bivo da Bac

distintas fases da desarrollo con omitina~Ci4 por cortos periodos
(pulso) y aa deterulne la radioactividad incorporada si tirotricina
T proteinas se obtienen loa resultados que aparecen en la figura

(Ver detallas experimentales an la leyenda).
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Figura 2. Radioactividad Incorporada por mr da tirotricina (a— a)
y proteinas (o— 0) an aiiouotaa da dIxarantaa DO da un cultivo dé
af ila s breyvla expuestas a cortos reriodos con omitina-C~* Da
inocularon I7C mi da medio enriquecido con £* x 10" asporaa pro-
venientes da un cultivo estacionario da mas da 7 dias. A las IX)

la al C- 12t e - 0 In-
cubaron durante 2C minutos a 37* con 3,0 pC da oraitina-c” da ac-
tividad especifica 172# La incubaciéon 3t detuvo con 2CC proles de
omitina-Cl2 y las células sa lavaron dos vacas por centrifugacion
con 10 mi da una solucién da RFtClI al 2> que contanla 2 teidlas 4a
omitiria fria por al* Luaro aa extrajo la tirotricina Yy aa midio
su radioactividad da acuerdo con lo descrito en Métodos.

8a observa que la radioactividad an tirotricina ooedaaas a

®,3
aumentar bruscamente a una DO da 0*4# manteniéndose asta aumento
hasta al final dal sxperimanto. Zas protalnss an cambio no sa marc-
ean sino hasta una DO da 0*3». Sn asta punto la radioactividad aso-
ciada a protaina comianme a aumentar con un ritmo euds®© menor gque
el de le tirotricina* ALcuando un maximo mas bajo Yy establllsan»
doae después da una DO da 0.4.

11 andlisis croaatografie®© con al sietsma 1 da las distintas
muestras ds tirotricina* marcada da asta manara* revele que %jpar—
tir da una DO de 0.032 as posible detectar una pefuefia™radioacti-
vidad que aa coaporta cromatograiicanente coco grandeidina, la cual
aumenta Isntamanta hasta al fin dal experimento. Le radioactividad
asociada a tirocidinaa s6lo comianse a detectarse después de que al

cultivo ha alcansado una XX) da 0.174* 4 partir da asta punto sa
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produca un brusco aumento que sobrepasa la de graadcldlna a medida

g o aumenta la DO $ 3

Finura 3. Radioactividad incorporada en tirocidina» (=— =Jy graiai-
cidina (o— o) en cultivos de beayis adicionados de orniti-
na-C-U. en condiciones exrerimentales iguales a las descritas en la
leyenda de la Figura 2« Los polipéptidoe se separaron por cromato-
i-rafia en al sisteme de solventen 1 y su radioactividad se midio
en un contador de centelleo de acuerdo e lo descrito en Métodos*

gfntfo Ij~d .tJ " Jtt&gfllulacia

c >Con el fin de determinar las fracciones subcelulares responaa
bles de la sintesis de tirotrilclna Y de loa factores necesarios para
esta sintesis» se prepararon extractos de cultivo de lacUlua bravia
da DO que variaron entre 0*35 y 0.45. _«etanrangor-de”"SDO-oe”slisid-to-
disndo en-<atci” axpex-tBanWg-prei imineree-qua indicaron qua”~Los e*-
.traetps Qbtenidoa «ej”~ts e u ™ ~ie-Mesarrollor®ereirHcas-ac™, roe>ora
sn ipi*peirr_rainibicidoeMpri*drro trie ifi é 1,i;H

La capacidad da sintesis de tirotrlclna ae determiné midiendo

la radioactividad presente en este compuesto después de incubar el
extracto en presencia de un aminoacido radioactivo* Paralelamente se
estudié la incorporacion de aminoacidos en proteinas* la tabla 1
muestra uno de estos experimentos, en el cual ee us6 valina-C Yy
extractos de bravia tratados con distintos procedimientos*
La estimulacion de la incorporaciéon de valina-C” en tirotriclna por

el extracto crudo ee de dos veces# en semblo en el 3*30 precipitado
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con sulfato de amonio es de catorce vocea* Sl efcctovdil sulfato de
aaonio es mucho mayor en las proteinas donde la estimulacion de la
IACQXponeeldn es de 170 vaeea* la Filtracién por aaphadax produce

exactos similares pero las estimulaciones son menores* La dialisis

lei 3»30 crudo produce una l'iiNt estimulacion s6lo «n laa proteinas*

TABLA 1

Incorporacién de valin«kKC” en tirotricina y proteinas estimulada
por extractos de 3jfiillug brqvli*

C.p*®. Incorporadas

Tirotricina Proteinas
Wmrtos de incubacion 0 00 0 60
S-30 Crudo 23 57 102 113
3-30 dialisado 13 46 20 134
S-30 seriadex 7 74 25 2432
3-30 60% (HH4)2904 11 151 26 4916

* El sistema de ensayo esta descrito on Métodos* ElI 3-30 dialisedo
se obtuvo después de 4 boraa de dialisis del 3-30 crudo contra
dos cambios de 1 1 de solucidn homogenisadora* El 3-30 sephttiex
se prepard filtrando el 3-30 crudo por una colmaria de sephadex
0-25 de 0*9 x 1C en y eluyondo con solucién homof,eniandora. Tara
el ensayo se utllisO una fraccion que tenifa una concentracion de
proteinas similar al 3-30 crudo* Para obtener el S-30 60% (Mi» JjSon
se precipitdé el 3-30 crudo con una solucién saturada de sulfato da
amonio en cantidad suficiente para que este quedara a una concen-
tracion final de 30% de saturacion*

-1S)—

iRO-mgw.ia 1aai.u ; ’actgrattm JBtoA«vjaa

d >Be realiz6é un estudie de dependencia a diverso* factores con el
objeto de determinar les condicionas Optimas de incorporacién de "
minoAcidos en tirotriclna y de conocer Iaoprobable participacion de

. 1 o«

T = A - i 110

algunos componentes™
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a) N tiempo* aoncc a4t.gérIMtP1 *TP1 tiltil- fimt-

gfiter 4t AT.EJL tetlj A

SI se estudia la incorporacion da fenilalaninm-G1™ en tlrotridna
y proteinas an funcién dal tiaspo» aa obearva qua la primara aloansa
un maximo antra loa 55 y 40 minutos* Las proteinas* an cambio* Hagan
a un maximo a los 20 minutos» ol cual sa mantiene hasta los 45 minu-
tos* Luego subas disminuyen a una velocidad aproximadamante similar

0
Anexo Figura 4). !@

S1 efecto da la concentracién de extracto en la incorporacion de
renilalanina-C*1™ an tlrotridna y proteinas es del mismo orden* Ambas
uestran una relaciéqigirecta entre radéo%ggividad Incorporada y oon~
csntrscion de extracto usado» siendo la pendiente de las proteinas
mayor qua la da tlrotridna t"sm™lgisra™dedr™AitsmsU

La figura ~indica la incorporaciéon de fenilalanina-C™ en tiro-

¢C d- C&-ATP

tricina y en proteinas* La primara fua directamente proporcional con
las concentraciones de ATP usadas* No se observa un Optimo de ATP»
sin embargo» experimentos posteriores revelaron que éste estd a una
concentraciéon 0*01 M, Las proteinas tienen un Optimo que esta aire»
dador de loe 5 Msoles/ml* A concentraciones mayores la incorporacion
practicamente no veria* La ausenela dal elatama regenerador da ATP»
creatinaquinaea y fosfocrsatina no tlana ningun efecto en la INCOr-

poracién de aminoacidos en tlrotridna» an cambio produce una inhi-

bicidon da alredsdor de un 25% en las proteinas*
giptm tfmmr -

Tigura 4* Influencia da la ooncentradon de ATP en la incorpormdon
de fenilalanina-Cl1* en tlrotridna (e-e¢e) y an proteinas (o—0)*
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La_J"E£lHeacia”da2rlfet5-dpareee”eBOa-£1£urfr=5* El 6ptimo da tog*™*
para tlrooldlna y proteinas esta alrededor de 40 «aoles/ml* Sin em-
bargo, el rango de concentraciéon del metal» para obtener incorpora-
ciones cercanas a la maxima, aparece mas estrecho para la tirotrici-

fla que pera las proteinas*

El electo de le concentracidon de los lones hidrégeno en la in-
corporacion de fenllalanlna-C» en tlrotrlelne fue llgerenente dis-
tinte e la incorporacién en proteinas* Para la primara se obtuvo un £

6ptimo a pH 6,2 y para las sagundas» tato da 7»5.i*sr-Ane*oei$i=u«-a}.

En loa experimentos de purificacion del sistema se vido que la pre-
cipitacion con sulfate da amonio producia una estimulacion Baronia
de le incorporacidon de aminoacido» tanto en tlrotrlelne como en pro-
teinas* Esta estimulacidon podria deberse e la remocidén de algun in-
hibidor o de aminoacidos libres que estuvieren diluyendo la activi-
dad especifica dal IsOtopo usado o bien a la activacion del sistema
responsable de le sintesis* Con el objeto de esclarecer el problema
se compar6 le actividad de un 5-30 de precipitado

con 60% da sulfato da «nonio con un 3-30 al cual ea agreg6 200 fenoles
de este compuesto por mi da masele de Incubeoidén* Los resultados apa-

recen en le Tabla 2*
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2 ¢
Incorporacion da FSnilalanino-C”™ en tlrotriclna y protainas coti-

onlada por axtractoe da Bacillua bravia

e e —_— r ! 1 )
c*p*m« 1ncorporadas

TIrotriclna Proteinas
Minutos da incubacion o} 30 0 30
S-30 crudo 144 se® 366 664

3 4 vV o

S-30 60* (NH4)2S04 140 570 156 7506
3-30 ¢ 200 (OOIM da 170 950 366 6rat

Se observa que la adicion da sulfato da amonio as mas afielante
que la precipitacién con asta compuesto en estimular la Incorpora-
cion de fenllalsnina en tlrotriclna* La incorporacion en protainaa
se estimula en ambos casos en aproximadarcante la misma magnitud*

Tomando en cuenta estos resultados sa hito un estudio da depen-
dencia del sistema a diferentes concentraciones da sulfato da aoo-
nlo, encontrandose que para tlrotriclna exista un 6ptimo a 0,3 M*
Concentraciones mayores o menores disminuyen la incorporacion* Las
proteinas muestran un aamimo da Incorporacién a una concentracion

0,2 M gque se mantiene hasta una concentracion 0*4 M frftr*insmcrft-

c) Efecto da la tlrotriclna iria enJa extracciOn da Ja tlrotriclna
§jntﬁtllqg% In vIEroF!caﬁﬁge[)7\)
Si aa adiciona tlrotriclna fria a la mésela da imitacidén, con-
juntamente con el etanol que sirve para detenar la reaccidén y extraer
la tlrotricina-C”, se observa un aumento de la radioactividad e”

traida como tlretrielna* El afecto de le cantidad da tlrotriclna

fria a recada en la radioactividad da la tlrotriclna y 4a las pro-
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teinas, aparece en la figura”™* Se re que la prlaera aumenta propor-
cional reente hasta un maximo de 3 ree de tlrotrlolna fria agregato*

mlentras que en las proteinas no se observa nineun efecto*

?i-ura 6. Efecto de la tlrotrlolna fria en la extraccion de la tiro-
tricin*-cl4 alntetlearta in vitro (e-e) tlrotrieinaj (o— 0) prote£-

N-SLa omitiria forma parta 4a laa tirooidlnaa Yy 4a Xa gnartatdiaa S«
Cuando esta aminoacido se usa como precursor radioactivo en el aleta»
na da eintesla, sa observa qgia la tirotrleina no aa marca* Loa resol

tatos aparecen en la Tabla 3* donde sa coscara la incorporacion de

VrtLina-C1® y oraitina»C” en, tirotrleina* & ~ Y D Lju? at /u”~UM1
A oL

\d 4 a W(IATY) QI
[i N M-——
TABLA $ 1

Incorporacién de Qmitina-C” y vallna-C” en tlrotrlolna ostloulada

por extractos de Bacillua brevia»

Aminoacido- C p*m in

0 aln 60 sdn
Valina-C1* 10 115
Omltlna-Cc» 4 5

= Loo componentes ds la maacla ds reaccidn aparecen aa Matodoa* El
extracto utlliaado fue un 3-3G precipitado a un 80# de saturacion

de sulfato de amonio resuepondldo en el volumen Inicial con solu-
ciéon homogenlsadora*
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) Kt&o, A* A1 pMrtPA_jr._ritaauyitaar }

~Varios autora» (9,16,17) han presentado resultados qu» Indican qua
la puromicina y la ribonudeaaa no Inhiban la aintasia in vltro do
¢rasBicidina 3 reallaaia con extracto» do BaaUlaa bravia capa AICC
9999* la adicidén do oato» caapnoatos al aiatafa do alntooio do tiro»
trielna utiliaado on asta trabajo obtenido do mollino lul o copa
1TCC *1*5 produce una marcada inhibiciéon da la incorparadlén do asi»
nodcidoa an tirotrleina y an proteinas. Sota afacta aa obaanré an to-
dos loa experimento» realisadoa con 5 extracto» diferentes. Uno do

ello» a» muestra an la Tabla 4*

TABU 4 T/
Efecto da la Puromicina Yy Ribonueleaaa®on la Incorporacion da Talina-

Cl1* an tirotrleina y an proteinas estimulada por extractes da

Stclu m fMrtyig*

Adiciones c.p*m. incorporadaii
Tlrotricifia Prot<ainas
. 60 rain 0 min 60 sain
Ninruna 12 152 56 9076
Puromiclna 12 47 r 56 960
Mbonucloaaa 10 5 44 40

* Loa componentes do lo meada do incubacidn aparecen en Motcxloa.
El extracto utiliaado fua un S-30 similar al daacrlto an lo T*>
bla 3. u * (xAAcIleo- <AX, u. y fL*; 5 N i

200 § 00yLj M.

DISCUSION

Loa resultados da los experimentos con cultivos de
Via revelan que la capacidad paro sintetlaar tirotrleina no esté pre-
sente an los primaros astados da desarrollo da la bacteria. Solamente

después da una DO da aproxImad&hente 0.5 as posible detectar directa-
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mente o per medio de marcacion isotopico une ciarte cantidad de tiro-
tricine que aumenta luego loreriteiolente en relacidon con le DO. EI
enAliele croaatografico de le tirotricine obtenida en diferentes fa-
ses del desarrollo demuestran que la cepa empleada en este trebejo
produce preferenoialaente tirocidinas. fd experimento de peleo reali-
sado son oraitina-C”™ muestra que lea grfeleidinaa se marean sesees
mente en relacion a las tirocidinas* Sata resultado era de esperar*
ya que lee gresdeidinae ae contienen omitina en su estructura* ese
oueapcion de le tipa » que contiene des residuos por molécula* paro
esta ultima no es producida por la oepa 0165* la probable qua la es-
casa marcacion observada en las gronleldlnas so deba a la ineeepera-
eidén de otro aminoacido originado a partir de la omitina agregada
el cultivo* Estas-resultadas estés de acuerdo eoa loa publicados por
Gkuda y col. <12U -=- %

Loe experimentos reallsedea son sistemas subcelulares mostraron
qua ea posible obtener sintesis In vitro de tirotricine utilloando
al sobrenadante de un 1MMcaniBedo da Baclllus bravie obtenido per
eentrifesacidm a 30.000 g* Beta sintesis es dependiente de ATP y

aa estimulada por i1ones amonio y fuertemente inhibida por rJu
bonucleeee y puromicine. le~ineorporeeién”™xIe~-emlnoAoidoe-~nH’ro->
todoaa_jsedlde~el»ttltaneemantaHPegtro™carecteristicaa jaiadjlnree”ei
~jenLI” concentraci<xpves 0T*1Mae d« ATgy *~tMy el curs« lUetge .
corporaciUKKMvseTv/idéaticasv/Kstos experimeftto»--su<"eririsBquerxl a
ttrotriclna”ao”dietotiBeui®uleKde”olMwdelo”iteneraur~de-dlsitooi™ ro-
beiea, 1o dual estaria %P franca contradicciéon con lo encontrado por
Otani y eel* (5)* gﬁﬁ:;es bon obtenido sintesis in vltro de graniei-
dina 3 en sistemes exentos de-ribosomas y RKA. Es poeible™quo ia via
do sintesis de la framloldIna 3 producida por la eepa 9999 sea di*
Gerente a le da la tirotricine producida por la eepa 8ln em
Wpe, la estrecha relacion estructural existente entre graraieidina

1 Y tirocidinas haca muy dificil aceptar esta idas.
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Un hecho que Ilama la atencion es le incapacidad de la omitiria,
aminoacido gque esta presente en todas las"tirocidinae para incorpo-
rarse en ellas. Beto implica necesariamente que no es utilisada al
estado libre y que debe derivar da otro aminoacido en alcana etapa
de la biosintesis. Por similitud estructural la arginina podria ser
un precursor adecuado ai en alcuna etapa intermedia, 0 unha ves Incor-
porada en el pollpdptidSFf perdiera au grupoguanidinico. Resultados
preliminares indican que cuando se utilisa arginina-C1™ en el aleta»
ma de sintesis ee obtiene tlrotriclna maroada. Sin embargo, no se ha
comprobado que la radioactividad de seta ultima se deba a la proaes
da de-ernitlna-Cl1”, Si la aleteais de tirotricins se hiciera magia
el modele general de sintesis proteica, la oraltina deberia temar
una aminoacyl-RHA eintetaea, por le manos un sRNA y un codon especi-
ficos para su activacién e incorporacion* Los experimentos realisa-
dos para detectar estos componentes han sido negativos (19)* Sata
observacion estd de acuerdo oon la universalidad y no ambigiedad del

coédigo genético. Loe 64 codones posibles han sido ya asignados a los
B S "1, i . . : -
diferentes aminoacidos y, per lo tanto, no habria posibilidad para
asignar nuevos codones* Por otro lado, si la omitins derivara ds la
arginina a nivel del SUMA e del pollpéptido, ee eetsris introducien-
i dy #1 557 a ¢ suBL- 1a, i i
do ambiguedad en el codigo, ya que la oraltina ae iIncorporarla con
loe codones de la arginina* La no ambiguedad del cédigo genético es-
1 £ UK vl .- 1 - \%
tad sustentada por un numero elevado de evidencias experimentales (20,

21).
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X1 misao tipo ds Interpretacion valdria para loa D-aminoacldos
que forman parto do loo péptldoe. A este roopocto os iInteresanto se-
falar que on la sintesis do gramicidina S la L-fenllalanlna os mejor
precursor pava la D-fonllalanlna prosonto on ol piptldo que la D-fe-
nllalanina (G# 22) -

La sensibilidad del sistema a la rlbonucleasa sugiero fuortemen-
to la participacion do algun tipo do RNA on la sintesis do la tirotri-
elna. StromIngor (23) ha demostrado que el glicil-aRNA es un interne»
diario obligado on la incorporacién del aminoacido en los polipépti-
doo de la pared del Estafilococo dorado» Sotos pollpéptldoo oe sin-
totlaan sin la intervencion do ribososas ni RNA mensajero* Rssulta-
dos similaros han sido descritos por Lonnars (24) en relacion con
la Incorporacién do Usina on C-l1~liollfoofatldilgllcerel» On mecanis-
mo similar podria estar operando en la sintesis de tirotrinlan»

Por otro ledo» la sensibilidad a la puromloina implicarla la par-
ticipacion do los ribosomas» Es posible» ola embarco» que oote inhi-
bidor do la sintesis proteica pueda t®or un efecto a otro nivel vy
que eu accion no signifique necesariamente participacion ribosocial.

Aun cuando so posible hacerlo» es considera prematuro elaborar
una via de sintesis de la tirotricina que satisfaga lee datos acumu-
lados hasta el momento» Antes ee necesario resolver varios asmaste»

céntralos del problema» Sin oofearcoMis posible afirmar que la sintesis

do tirotricina -no es*idéntico a la de las proteinase

1» La tirotricina producida por ol fIHAWN! bravia ATOO 6185 so ain-
tetisa después que los cultivos Malcansan una 00 do O»J»

2» X1 6%$£ do la tirotricina alptétlsada In vive corresponda a tiro-
cidinas y al 351 a ¢raticidlnas» c"dLnoe #

3» X1 sobrenadante de un homogeuisado centrifugado a 30.000 x g ea
capas de eintetlsar tirotricina y de iIncorporar aminoacidos en pro-

teinas.
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RB3UMSN

Sa estudia la blosinteais de tirotrlelna y proteinas en culti-
vos y en sistemas subcelularos obtenidos de Bacillus hI'TTttl javf! 8185
La tirotrlelna se sintética después que los cultivos sicansan una 00
do 0.]7 El 65A de la tirotrioina sintetizada corresponde a tirocidi-
nas y el 35jt a gramlcidinaa* Extractos da actos cultivos incorporan
aminoacidos en tirotrlelna y proteinas* Estas incorporaciones depen-
den de ATE y con inhibidas por puromicina y ribonueleasa vy
son estimuladas por i1ones «nonio* la omitlna no se incorpora en tl-

& 4%VA

rotriclna cuando se le usa como precursor radioactivo.

Estos resultados sugieren que en la blosfntesls de tirotrlelna
participa algun tipo de UNA # r rMhLemonto los rifrosoraa» pero que

esta participacion puede diferir de la descrita para la via ganeral

ds sintesis protaios*

agMKABT

Tyrothricln and protsin blosynthssis has besn studisd in cultu-
res and in cell-free systens obtained fron Bacillus brevie ATCC 6165.
Tyrothricln la formad sfter ths culturas reach an 00 of 0*/* 65% of
thls tyrothricln was shown to be tyrocidinoi and 3%/t to be gramici-
dlne* Cell-free eéi¥acte %I these cultures arezggJe to incorporate
9517
a 1no acide iInto tyrothricln and into proteins. These incorporations

are dependent on ATP, are Inhlblted by rlbonuclease and puro-
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raycin and ara stlanlatad by ma l na 1on*. Ornithina la not incorpo-

O\ y) A UA

rotad luto tyrothricinvhoa usad os a radioactiva praeuraor.

Thaaa rasulta rmtft tfcat HA ma&ym UéolT©i# i\\ii nao.OH ~»

involvad la tyrothrleln biosynthosls. Howover, tliaCr >_echanlam of
N

- m g@l_

action ciay d’!ffar “from the ona daacrtbed for tha ¢anoral panhaay of

r

protain biosynthaais.
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A NEIT O

Finird 1. Curra de desarrollo dal Baclllua bravie en medio enrique-
cido. (e- e) con afitacidnj (0—o) *Iri arltaclon. Condiciones de
cultivo de acuerdo a lo descrito en Hitodoa.

Figura 2» Movilidad crooatograTica y alectroforética da la tirotri
cifia (Ver Mdtodoa)*



Figura 3. Produccion da
tirotricina (a— a) y pro-
tainaa (o— 0) en un culti-
vo da Pacilla? bravia en
roedlo enriquecido* Condi-
ciones da cultivo da a-
cuerdo a 1o descrito an
Kétodoae

A2

Figura 4. Incorporacioén de
fanilalanina-en tirotri-
cina ja— a) y proteinas

(0— 0) en extractos aubeelu-
laras de Bacillua bravia en
funcidén del tiempo da incu-

bacita*

/€t i
Firura S« Efecto da la con-
cantracita da extracta da
Pacillua ter»ylA m *+ incor-
poracion de ienilalanina-C-1*
an tirotricina (a— a) y an
proteinas (0—oi*



Pigura 6* Rfacto dol oH «i la incor-
poracion da fenilalanina-Cxi* an tiro-
tricina (@ @) 7 en proteinas (0- ©).
Cono amortiguador aa utiliaé Tria-HCI

0.1 M

Pirara 7. Influancia da la eoncantra-
cion da sulfate do aramio an la in-
corporacion da fanilalanina-C”» an ti-
rotricina (a—a) 7 an protainas (0—0).






