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RESUMEN.

En el ribosoma de la levadura Saccharomyces cerevisiae se han

encontrado 5 proteinas fosoforiladas in vivo. En el presente traba
jo se caracterizd una de ellas: P1, fosfoproteina de recambio del
ribosoma, localizada en la subunidad 60s, la tercera de mayor peso
molecular del ribosoma con un peso de 40 kd, con un probable carac
ter acido (Zinker y Warner, 1976).

En este trabajo se encontrd que Pl sdlo puede ser visualizada
en un sistema de geles bidimensionales, de urea a pH 3.2 en la pri
mera dimensidn contra SDS en la segunda, resolviéndose como dos
proteinas a las que designamos como Pl/Plk. Al tratar de determinar
su localizacidén en geles bidimensionales ya reportados para protel
nas ribosomales (pH 5.0xSDS) se encontrd que Pl se queda en el ori
gen de la primera dimensidn debido a lo cual probablemente esta
proteina no haya sido descrita por otros autores o haya sido consi
derada una proteina no ribosomal y pro lo tanto no se haya encontra
do su equivalente en otros sistemas bioldgicos.

Otro hallazgo sorprendente fue que la proteina P1 tiene algu-

nas caracteristicas comunes con la proteina YL3 de S. cerevisiae.

La proteina YL3 es una proteina que es liberada del ribosoma con
EDTA junto con el ARN 5s formando un complejo ribonucleoprotéico de
7s (Nazar y cols., 1979). Al comparar el comportamiento electrofo-
rético entre muestras puras de Pl y YL3 se encontrd que poseen un
peso molecular semejante y un comportamiento hombdlogo en geles bi-
dimensionales urea a pH 3.2xSDS. Al tratar al ribosoma con una so-
lucidn de EDTA 25mM se obtuvieron fracciones muy enriquecidas para
P1, lo cual se puede aprovechar como un método atractivo para su
purificacidn a gran escala.

La proteina ribosomal P1 exhibe caracteristicas que la hacen
un modelo muy atractivo para estudiar el papel de la fosforilacidn
en la modulacidn de algunas actividades ribosomales, en este caso
la unién al ARN 5s, e indirectamente la unidn de los ARNs de trans

ferencia, por ejemplo, que afectarian la funcidn del ribosoma.
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INTRODUCCION.

E1 ribosoma es un organelo cuya funcidn celular puede dividirse
en dos etapas: 1la primera se caracteriza por la unién a un ARN men
sajero, cuya secuencia de bases en grupos de tres en tres (codones),
lleva la informacidn para ordenar los aminodcidos en la secuencia -
correcta. La segunda es una tarea esencialmente catalizadora: une
covalentemente a los aminodcidos en una cadena para formar una pro-
tefna (Lake, 1981). También el ribosoma puede ser visto como una -
enzima que cataliza la formacién de uniones peptidicas. En contras
te a muchas enzimas conocidas el ribosoma seria un tipo de enzima -
"nrogramada por el ARN mensajero (Gassen, 1982).

1.A. FUNCION

La biosintesis de polipéptidos (proceso de traduccién) puede --
ser subdividida en : iniciacidn, elongacién y terminacign. Cada --
una de estas reacciones es especifica con respecto a los compuestos
participantes.

I.A.1. Iniciacidn.

La iniciacién de la sintesis de proteinas en eucariontes se de-
fine como la secuencia de eventos que llevan a la formacidn de un -
complejo 80s ARNt met®ARNm. Varias proteinas no ribosomales se re-
quieren para la formacidn de este complejo; estas proteinas son de-
nominadas factores eucaridticos de iniciacién (eIF). Las proteinas
elF estimulan alguna de las reacciones que llevan a la formacién --
del complejo de iniciacidn y son liberadas al terminar esta etapa,-
en contraste con las proteinas del ribosoma las cuales forman parte
jntegral del ribosoma durante todos los estadios de sintesis de - -
proteinas (Kozak, 1983; Thomas y cols., 1981). Desde este punto de
vista las proteinas ribosomales son parte integral de esta "enzima
programada", en tanto que los factores eucaridticos de iniciacidn -

se le unen de manera catalitica y transitoria.

[.A.2. Elongacidn.

La elongacidn se define como la adicion de aminodcidos a una ca
dena polipeptidica naciente en una secuencia dirigida por el ARN —:
mensajero. Este proceso puede ser dividido para su estudio en tres
pasos que invo lucran dos sitios ribosomales. ET1 paso I ocurre des
pués de que se ha formado el complejo de iniciacidn 80s, o durante“
el crecimiento de la cadena polipeptidica e involucra la unién, - -
coddon dirigida, del aminoacil-ARNt a un sitio ribosomal vacante de-
nominado sitio A (aminoacil), adyacente a un sitio ribosomal ocupa-
do, el sitio P (peptidil). E1 paso II comprende la formacidn de la
unidén peptidica, concomitantemente a la expulsidn del ARNt deaminoaci
lado del sitio peptidil. E1 paso III se refiere a la transposicié;
del peptidil ARNt hacia el sitio P, lo cual permite que otro ami--
noacil ARNt entre al sitio A. Esta transposicidn involucra el movi
miento relativo del ribosoma con respecto al ARN mensajero y a ]os—
factores de elongacién (EF) y GTP (Clarck, 1980).

I.A.3. Terminacidn.

La terminacidn de la traduccidn puede ser dirigida por alguno -
de los tres codones especificos UAA, UAG y UGA y da como resultado
la liberacidn de un péptido completo del ribosoma. Un sdélo factor
protéico aislado de reticulocites, (RF), funciona con cualquiera -
de los tres codones de terminacidn y requiere de GTP, Ademds del -
factor de terminacidn RF ,interviene la enzima peptidil transferasa
ribosomal para la hidrdlisis del peptidil-ARNt, una vez terminada -
la sintesis de la cadena polipeptidica; el proceso de terminacion -
difiere marcadamente de los procesos de iniciacidn y elongacidn en
que las moléculas que reconocen los codones son proteinas y no ARNt
(Caskey, 1980).



I1.B. ESTRUCTURA DEL RIBOSOMA

E1 ribosoma eucaridtico posee un coeficiente de sedimentacidn -
de 80s en comparacidén con los de procariontes y ribosomas de organg
los (cloroplasto y mitocondria) los cuales caen en la categoria de
70s (Tabla I). E1 mondmero 8Os puede ser disociado con bajas con--
centraciones de Hg++ (10'5M en el caso de levadura; Russell y - -
Wilkerson, 1980) en dos subunidades, una grande con un coeficiente
de sedimentacién de 60s y otra pequefia de 40s (Fig. 1), mientras 1la
70s puede disociarse en las subunidades ribosomales 50s y 30s.

Los ribosomas contienen de 70 a 80 proteinas y moléculas de - -
polirribonucledtidos, las cuales son designadas de acuerdo a su coge
ficiente de sedimentacidén; en eucariaontes se han encontrado cuatro
especies de ARN en el ribosoma; en el caso de la levadura -
Saccharomyces: 255, 5.Bs en la subunidad 60s, y 18s en la subunidad
40s. En los ribosomas de mamifero el ARNr de alto peso molecular,-
255 de levadura, posee un valor de sedimentacién de 28s (Warner, --
1982; Russell y Wilkerson, 1980; Wool, 1979).

En contraste los ribosomas procaridticos sdlo contienen tres ti
pos de ARN ribosomal designados en funcidn de su coeficiente de se-
dimentacién como 23s, 16s y 5s. La molécula 16s se encuentra en la
subunidad pequefia, mientras los otros dos ARNr se encuentran conte-
nidos en la subunidad grande (Liljas, 1982). Algunas de las propie
dades del ribosoma se resumen en la Tabla I.

I.B.1. Proteinas Ribosomales.

E1 ribosoma de la bacteria Escherichia coli posee alrededor de
55 proteinas, mientras los ribosomas de células eucaridticas pueden
contener de 70 a 80 proteinas (Wittman, 1974; Sherton y Wool, 1974},
aproximadamente la mitad de su masa total.

La mayoria de las proteinas ribosomales son de naturaleza basi
ca debido a la gran cantidad de residuos de lisina, histidina, ar-
nina y una gran cantidad de residuos icidos que se encuentran -
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amidados. Otra caracteristica de las proteinas ribosomales es la -
baja cantidad de aminodcidos azufrados y triptofano (Tabla II). Es
notable que la composicidn de aminodcidos en proteinas ribosomales
en procariontes y eucarjontes no es muy diferente (Tabla II) (Wool
y Stoffler, 1974),

Mediante el andlisis en geles bidimensionales, se ha determina-
do en las células de eucariontes la presencia de 40 proteinas en la
subunidad 60s y cerca de 30 en la subunidad 40s (Woll, 1979) contra
34 proteinas en la subunidad 50s y 21 en la 30s en procariontes - -
(Wittman, 1974). Cada proteina parece estar presente en una copia
por ribosoma, conexcepcidn de la proteina dcida L7/112 de E. coli y
su equivalente estructural y funcional en eucariontes L44/145 - -
(Zinker y Warner, 1976; Vidales, 1982).

Dos sistemas de geles bidimensionales se han usado principalmen
te para el andlisis de las proteinas ribosomales: uno donde la pri-
mera dimensidn consta de urea a pH bisico, contra urea a pH dcido -
en la segunda dimensidn (Kaltschmidt y Wittman, 1970). y otro de --
urea a pH 5.0 en la primera dimensidn contra SDS en la segunda - -
(Mets y Bogorad, 1974). Una limitante de estos dos sistemas de ge-
les bidimensionales es que algunas proteinas no pueden ser bien vi-
sualizadas dando la impresidn de que no son proteinas ribosomales -
como el caso de la proteina YL3 (kruiswijk y Planta, 1974; Nazar, -
1979) la cual es insoluble en urea 8M entre pH 9.0 a pH 5.0, pero -
que sin embargo se encuentra unida al ARNr 5s en el ribosoma. Lla -
fosfoproteina P1 de $. cerevisiae tampoco puede ser visualizada en
ninguno de los dos sistemas descritos (Zinker y Warner, 1976).

Dependiende del sistema de electroforesis bidimensional y de la
técnica de extraccidn de la proteina ribosomal, en la levadura - -
S. cerevisiae se han determinado de 31 a 47 proteinas en la subuni
dad 60s y de 21 a 37 en la 40s (Grant, 1976; Ishiguro, 19765 - -
Grankowski y cols., 1976; Zinker y MWarner, 1976; Faye y Sor, 1977;
kruiswijk y cols., 1978a; Kruiswijk y cols., 1978b; Otaka y Osawa,-
1981; Bollen y cols., 1981; Warner, 1982; Michel y cols., 1983).
Michel y cols. (1983) han determinado la existencia de proteinas ri
bosomales en un rango de peso molecular de 10,000 a 33,000 daltones

TABLA II.

Comparacibn de la composicién de aminodcidos entre ribosomas de levadura,

higado de rata y la bacteria Escherichia coli.

Higado de Ratad
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.87
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Fe

T415
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10.69

2,58
3,23
10.81

9

2

Lis
His

3.29
9.40

2.0

7
a. Los valores son dados como por ciento relativo de moles.

7.53

Arg

1975.

b. Matheson y cols.,
c. Faye y cols., 1979.
d. Keller y cols., 1964.



en la subunidad 40s y de 10,000 a 51,500 en la subunidad 60s. Las
variaciones en el nimero de proteinas en mds notable para las pro-
teinas acidas (Tabla III).

Varios intentos para tener un sistema de nomenclatura estandar
han sido realizados (Otaka y Osawa, 1981; Bollen y cols., 1981; --
Warner, 1982; Michel y cols., 1983), pero debido a los diferentes
métodos de preparacidn de la proteina ribosomal y a modificaciones
en los sistemas de electroforesis bidimensionales se ha dificulta-
do esta tarea.

E1 andlisis de las proteinas ribosomales por medio de electro-
foresis bidimensional opera bajo dos premisas. La primera es que
cada mancha en el gel representa una sola proteina, suponiendo que
es poco probable que dos proteinas diferentes tengan la misma movi
lidad electroforética., La segunda premisa es que la proteina ana-

1i zada sea verdaderamente una proteina ribosomal.

Warner (1966) ha definido tres clases de proteinas ribosomales
en eucariontes: (i) proteinas que son ensambladas con el ARNr, en
el nicleo, (ii) proteinas bajo intercambio entre el ribosoma y la
proteina soluble del citoplasma in vivo, designadas como nroteinas
de recambio, y (iii) proteinas que son extraidas del ribosoma por
Tavado riguroso con KC1. Sin embargo una definicidn mids estricta
de proteina ribosomal seria la de aquella proteina que es un compo
nente ribosemal esencial. De acuerdo con este criterio, para de--
terminar si una proteina es o no ribosomal se necesitaria de técni
cas de reconstitucidn de ribosomas semejantes a las usadas en pro-
cariontes (Traub y Nomura, 1968) las cuales han fallado en el caso
de eucariontes, probablemente debido a que el proceso de ensamble
in vitro es iniciado sobre una gran molécula de ARNr precursor la

cual posteriormente es procesada (Russelll y Wilkerson, 1980).

TABLA III.

cerevisiae.

de Proteinas Ribosomales en §S.
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1.8.2, Fosfoproteinas Ribosomales.

Una caracteristica de las células eucaridticas es la presencia -
in vivo de proteinas fosforiladas en el ribosoma (Krystosek y cols.,
1974; Leader, 1980). En la mayoria de los eucariontes sdolo 2 de las

70-90 proteinas ribosomales se encuentran fosforiladas (Leader, 1980).

~una de éstas es una pequefia proteina dcida de la subunidad 60s (Lea-

der y Coia, 1977; Zinker y Warner, 1976) designada como L44/L45 en -
la levadura {(Warner, 1982) y P1/P2 en el higado de la rata; la otra
es una proteina bdsica de la subunidad 40s denominada 56 (Gressner y
Wool, 1974).

Se ha reportado la existencia de fosfoproteinas ribosomales en -
S. cerevisiae, aunque hay poca consistencia en el nimero e identidad
pues se han descrito desde dos (Grankowsko y cols., 1976) hasta 18 -
(Becker-Ursic y Davies, 1976), sugiriendo que el fendmeno de fosfori
lacién en ribosomas no es altamente especifico o que las muestras --
analizadas estaban contaminadas con proteinas no ribosomales (Tabla
I11).

Zinker y Warner (1976) han descrito 5 fosfoproteinas en la leva-
dura Saccharomyces cerevisiae designdndolas originalmente como P1, -
P2, P3, P4 y P5 (ver Fig. 11). P2 y P3 se localizan en la subunidad
40s, P4 s6lo en polisom s y Pl y P5 en la subunidad 60s. En la no--
menclatura propuesta por Kruiswijk y Planta (1974) P2 corresponde a
la proteina S10 y parece ser andloga a la fosfoproteina ribosomal de
mamifero S6 (Gressner y Wool, 1974); Warner, 1982), P3 corresponde a
la proteina s2 y P5 a la proteina dcida L44/L45. A la fosfoproteina
Pl no se le ha encontrado correspondencia en ningidn sistema de nomen
clatura propuesto. L44/L45 y P1 son proteinas de recambio, es decir
se encuentran bajo intercambio entre el ribosoma y la proteina solu-

ble &1 citoplasma in vivo, como se demostrd por su aparicidn en --
los ribosomas cuando se inhibid la sintesis de éstos en cepas mutan-
tes de la levadura termosensibles (Warner, 1966; Zinker y Warner, --
1976).

- FY

Todos los intentos para disernir 1a funcidn de las fosfoproteinas
ribosomales, en especial S6, han sido infructuosos y contradictorios,
Por ejemplo $6 ha sido encontrada fosforilada en respuesta a agentes
que estimulan o que inhiben 1a sintesis de proteinas. También ha si-
do reportado que AMP ciclico puede estimular o no afectar la sintesis
protéica, otras posibles funciones de la fosforilacidn de S6 han sido
propuestas pero tienen poco apoyo experimental. Una de estas ideas -
es que la fosforilacidn de S6 debe ser un factor importante para el -
ensamblaje nuclear y el transporte extranuclear de los ribosomas, o -
que la fosforilacién de S6 protege al ribosoma de la degradacidon - =
(Leader, 1980).

La fosfoproteina L44/L45 parece ser equivalente estructural y fun
cionalmente a la proteina ribosomal L7/L12 de la bacteria E. coli.
La extraccién de L44/45 causa en el ribosoma la pérdida de la activi-
dad de GTPasa EF2-dependiente (Sdnchez-Madrid, 1979). Posiblemente -
la fosforilacidon de esta proteina nc afecte la estructura ni la fun--
cién del ribosoma, sino que el proceso de fosforilacion module su fun
cién en eucariontes (Vidales, 1982).

Varios sistemas de regulacidn pro fosforilacidn reversible son --
bien conocidos: por ejemplo, el control del metabolismo de glucdgeno
en el misculo esquelético en mamiferos, y recientemente la fosforila-
cidn de la histona Hl como una sefial para la mitosis vy Ja activacion
de 1a ARN polimerasa I (Cohen, 1982). Como se menciond en pdrrafos -
anteriores, la fosforilacién de las proteinas ribosomales es una ca--
racteristica de los ribosomas eucaridticos. La significancia fisiold
gica de esta modificacion postraduccional no es conocida, aunque parg
ce probable que esté involucrada a algunos aspectos de la funcidn del
ribosoma, quizd la regulacidn de 1a sintesis de proteina o modulando
otra actividad del ribosoma que adn no conocemos,
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I.C. OBJETIVOS Y JUSTIFICACION DEL PRESENTE TRABAJO.

Los objetivos del presente trabajo son:
(1) Obtener un método de putificacién de la fosfoproteina riboso-
mal Pl de Saccharomyces cerevisiae.

(ii) Determinar su identidad en los sistemas de geles bidimensio-
nales y nomenclaturas ya existentes.

(iii) El estudio de posibles modificaciones quimicas, diferentes
a la fosforilacidn que sufra P1l.

Estos estudios son la base para estudios posteriores orienta-
dos hacia la funcién de la fosfoproteina Pl en el ribosoma y el
efecto de la fosforilacién y la defosforilacibn sobre dicha funcién.
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11.1. MATERIALES.

1. Organismos Empleados.

1.1 Cepa A364A.

En el presente estudio se trabajd con células de la levadura
Saccharomyces cerevisiae. Para la obtencidn de proteina ribosomal

total, subunidades ribosomales y ARN ribosomal, se utilizd la ce-
pa haploide A364A (ATCC22244) aislada originalmente por Hartwell

(1967) 1a cual tiene las caracteristicas genotipicas: a, gall, -
adelgz, ura,, Tisz, tirl, his?. Las abreviaciones para los marca-

- dores genéticos indican: tipo de apareamiento (a; Gooday, 1974),

incapacidad para fermentar galactosa y de sintetizar adenina, ura-
cilo, lisina, tirosina e histidina.

1.2. Cepa ts368.

Para la obtencidn de muestras marcadas de proteinas ribosoma-
les de recambio (Warner, 1966) se usd la cepa termosensible ts368,
derivada de la cepa A364A, por mutagénesis con nitrosoguanidina -
(Hartwell, 1967; Hartwell y cols., 1970): en esta cepa no hay sin-
tesis de ribosomas a temperaturas mayores de 33% (Warner y Udem,
1972). Caracteristica genotipica: rna2 , mds las de la cepa paren-
tal.

2. Medios de Cultivo.

2.1. Medio Sintético Completo (SC).
(Hutchinson y Hartwell, 1967; Warner, 1971; Sripati y Warner, 1978).

g/t
Acido succinico 10.0
Base nitrogenada de levadura
sin aminocadcidos 6.7
Glucosa 20.0

Hidroxido de sodio 6.0
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Adenina
Lisina
Tirosina
Uracilo

2.2. Medio YM-1.
(Hartwell, 1967).

Acido succinico

Base nitrogenada de levadura
sin amipodcidos

Bactopeptona
Extracto de levadura
Glucosa

Hidréxido de sodio

2.3 Medio 1ibre de fosfatos inorgdnicos,

(Rubin, 1973).

Bactopeptona
Extracto de levadura
Glucosa

NH4DH (concentrado)
MgS0, (1 M)

El medio se deja reposar por lo menos 30 minutos, se filtra

g/t 3.2. Amortiguador 1072,
V.02 NaC1
i MgC1,
0.05
HEPES
0.02
3.3. Amortiguador LETS.
EDTA
T LiCl
T SDsS
6.7 Tris-HC1
10.0
5.0 acrilamida.
10.0 Selieith &
olucidn A.
6.0
Acrilamida
Bis-acrilamida
Esta solucidn es estable si
20.0 ambar a 4°C.
10.0 Solucidn B,
20.0
10 mi Acido acético
10 m TEMED

Solucién C.

a través de papel Whattman 3 MM y se ajusta a pH 5.8 con HC1. Urea

Los medios de cultivo se esterilizaron dentro de un autocla-

ve a 120°C, 20 libras por 20 minutos.

3. Soluciones.
3.1. Amortiguador LHB.

NaCl
MgCl2
Tris-HC1

Persulfato de amonio

Solucidn D.

Urea
Acido acético

Sacarosa
0.1 M 2-Mercaptoetanol
0.03M Rojo de pironina

0.01M de pH 7.4
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0.1 M
0.01mM
0.01 M

0.01 M
0.1 M
.2 %
0.01 de pH 7.4

3.4. Soluciones para electroforesis de proteinas en geles de poli-

60.0 %
0.4 %
se guarda en un frasco de vidrio

0.72 M
4.0 % (pP/v)
10.0 M
0.2 %

Esta solucidn es inestable. Se debe usar recién preparada.

6.0
0.5
20.0
1.0
0.1

B o o T X
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Solucidn E.

Acrilamida
Bis-acrilamida
Bis-tris
Urea
Solucion F.
Bis-tris
pH 5.0 con dcido acético.
Solucidn G.
Acetato de potasio
pH 5.0 con dcido acético.

Solucidn H.

Urea 10M
2-mercaptoetanol
Glicerol

Fuchsina basica
(0.1 mg/ml en acético glacial)

Solucidn I.
Acrilamida
Bis-acrilamida

Solucidn J.

Tris-HC1
sSDS

Solucidn K.
Tris-HCI
Solucidn L.
Tris-HCI
Solucidn M.

SDS

4.
Q.
0.
8.

10.

30.

10.

o o o

0 %
1 %
057M
0 M

0 mM

-179M

ml
ml
ml

de pH6.8

de pH8.8

de pft6.8

Solucidn N.

Glicina
Tris
SDS

Solucidn 0.

Solucion L
Solucian M
2-mercaptoetanol
Glicerol

H,0

2
Rojo de fenol (1%)

3.5. Soluciones para electroforesis de ARN en geles

amida.

Amortiguador P (20xPD)
Acido bérico

NaZEDTA

Tris-HCI

Amortiguador Q.

Amortiguador P diluido
Sacarosa

SDS

Azul de bromofenol

Amortigquador R.
Solucion N
SDS

Aforar hasta 1 1t con agua bidestilada.

- 1=

3.6. Soluciones de tincidn.

3.6.1. Azul de Coomasie G.

0.2 M
0.02 M
0.1 %

ml
ml
ml
ml
ml
ml

o g = O = =
= O -0 O

de poliacril-

0.89 M
0.024M
0.89 de pH 8.3

1/20
5.0 %
0.1 %
0.005%
75.0 ml
0.1 %

Azul de Coomasie G al 0.25% disuelto en metanol al 50% y dci-

do acético al 7%.
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3.6.2. Azul de Coomasie R-250.
Azul de Coomasie R-250 al 0.1% disuelto en metanol al 50%,
dcido acético 7%.

Después de disuelto el colorante es acansejable filtrarlo
a través de papel Whattman 3 MM.

Amortiguador S.

DTT 5.0 mM
EDTA 0.1 mM
NaCl 0.175M
sS0S 0.1 %
Tris-HCI 0.05 M de pH7.9

3.7. Liquido de centelleo.

Solucidn T.

Omnifluor 4.0 g
Tolueno 1.0 It
Solucidn U.

Omnifluor 4.0 g
Tolueno 700.0 ml

Triton x-100 300.0 ml

4, Isotopos Radioactivos.

Acido Ortofosfdrico (32P] Libre de acarreador Amersham
L-(3%s) Metionina 1400 Ci/mMol Amersham
Adenina (8- H) 25 Ci/mMol Amersham
Adenina (U-1%c) 296mCi/mMol Amersham

5. Substancias Quimicas.

Las RNasas A y T1 fueron obtenidas de Sigma. La acrilamida
fué obtenida de LKB o recristalizada. La urea usada fué filtrada
y desionizada. E1 resto de los reacrivos fueron de grado analitico.
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I1.2. METODOS.

1. Crecimiento de las células.

%5 _:ara los experimentos de marcaje, con excepcidn de los de -~
PO, ", las levaduras se crecieron en medio SC (Hutchinson y Hart-
well, 1967; Warner, 1971; Sripati y Warner, 1978).

E1 medio se inoculd con un stock de células crecidas hasta
fase estacionaria en medio rico YM-1 (Hartwell, 1967) a una dilu-
cidn 1/200. Las células se dejaron crecer en matraces en agitacidn
a 23°C. E1 crecimiento fué sequido por turbidez en un fotocolori-
metro Klett-Summerson equipado con filtro rojo. Las levaduras se
cosecharon por centrifugacidon en fase logaritmica, entre 40-80 U.K.
equivalente a 0.9 x IDT - 1.4 x 107 células por mililitro (Waldron
y Lacroute, 1975).

Para la obtencién de proteina ribosomal a gran escala las
células se sembraron en medio YM-1 y se dejardn crecer en agitacién
2 30°C durante 16 horas.

2. Métodos de Marcaje.

2.1. Marcaje de las fosfoproteinas ribosomales.

Para el marcaje de las proteinas fosforiladas del ribosoma se
siguid el método descrito por Zinker y Warner (1976). Las levadu-
ras se crecieron en medio libre de fosfatos inorgdnices (Rubin, -
1973); en este medjo las células crecen usando fosfato orgdnico.
Se sembrd a una dilucién 1/200 y las células se dejaron crecer -
hasta fase logaritmica. Las Tevaduras se incubaron en presencia de
10 uci de %P0, por mililitro de cultivo, durante una hora. Debido
a que el fosfato 1norgéh1co es preferencialmente utilizado, las
levaduras incorporan practicamente el 100% del isdtopo en una -
hora.

Al final de cada experimento, el metabolismo celular se detuvo
adicionando cicloheximida (100 ug/ml) y aqua bidestilada estéril
congelada. Las células se cosecharon y se lavaron dos veces con
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agua bidestilada estéril a 4°C e inmediatamente se aislaron los ribosomas o
las subunidades ribosomales.

2.2. Marcaje de las proteinas ribosomales de recambio.

Para el marcaje de las proteinas ribosomales de recambio se crecid la ce-
pa ts368 en medio SC. Al 1legar a la fase logaritmica, el cultivo se incubd a
36%C durante 90 minutos para asegurar la inhibicidn de la sintesis de riboso-
mas (Udem y Warner, 1972) y se le did un pulso de L-{3551 metionina (10 uCi/ml
de cultivo)durante 15 minutos a 36°C. Al término de este tiempo el isdtopo se
diluyd agregando un exceso de metionina fria (0.5 ma/ml). E1 cultivo se incubd
por cinco minutos mis a 36°C. E1 metabolismo celular se detuvo como se descri-
bié en la seccidn anterior e inmediatamente se procesaron las celulas.

2.3. Marcaje con adenina radioactiva.

Para el marcaje de los ARN ribosomales,los experimentos de adenilacién y
la posible existencia de un complejo ARN-proteina, las levaduras se crecieron
en medio SC suplementado sélo con 1/4 de la concentracidn normal de adenina.
E1 is6topo (3H-adenina ] 14c-adenina) se agregd al momento de inocular el cul-
tivo para marcar uniformemente todas las especies de ARNs. E1 cultivo celular
se dejd crecer a 23°C hasta 1legar a la fase logaritmica.

3. Preparacidn de subunidades ribosomales.

Para la obtencidn de ribosomas y subunidades ribosomales de la levadura
Saccharomyces cerevisiae se siguid el método descrito por Warner (1971).

3.1. Ribosomas.

Las células cosechadas y lavadas se resuspendieron en amortiguador LHB
(de 1 a 2 g de células por cada 15 m1 de LHB; Zinker, 1980). Esta suspensidn
se mezclé con perlas de vidrio (0.5 mm de diametro; 36 g/20 m1) y las células
se rompieron en un homogenizador tipo Braun por 90-120 segundos © en un agita-
dor Vortex cuando el paguete celular fué menor de 1 g. Se colectd el sobrena-
dante y las perlas de vidrio se lavaron con amortiguador LHB hasta obtener un
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décimo del volumen del cultivo original. Para la Tiberacién de ribosomas uni-
dos a membranas, se agregd al lisado desoxicolato de sodio hasta una concen-
tracion final de 0,5%; después de cinco minutos en hielo se agregd Brij 58
hasta 0.5% y se dej6 otros cinco minutos a 4°C. La suspensién se centrifugd

a 10,000 rpm por 15 minutos (rotor Soryall $S34). El sobrenadante se estrati-
ficd sobre un colchén de sacarosa al 15% con (NH }2504 al 5% en amortiquador
LHB y se centrifugd a 50,000 rpm por 3 horas a 4 C (rotor 60Ti Beckman) o a
40,000 rpm por 3 horas a 4°C (rotor 50Ti Beckman). La concentracién de sulfa-
to de amonio usada en el colchén de sacarosa libera las proteinas unidas debil
mente unidas al ribosoma. E1 sobrenadante se drend cuidadosamente y la pastilla
de especto transparente y gelatinoso (paguete ribosomal) se enjuagd con 5 ml
de amortiguador 10'5. Este paquete puede ser usado para la obtencién de pro -
teina ribosomal total o la preparacin de subunidades ribosomales,

3.2. Subunidades ribosomales.

Para la preparacidon de subunidaes ribosomales el paquete ribosomal se re-
suspendidé en amortiquador 1073 hasta un méximo de 40 D,0. a 260 nm/ml. Este
amortiguador, con baja concentracidon de magnesio disocia al ribosoma en sus
subunidades. La solucidn se centrifugd a 10,000 rpm por 15 minutos a 2% (ro-
tor $534 Sorvall) para eliminar el material en suspensidn. El sobrenadante se
estratificé sobre un gradiente de sacarosa al 10% a 25% (p/p) en amortiguador
10-5 y se centrifugd a 23,000 rpm por 17 horas a 4% ( rotor SW28 Beckman).

El gradiente se colectd en fracciones de 1.5 ml registrdndose simultaneamente
y en forma continua la absorcidn a 260 nm (Colector de fracciones Isco, madelo
1200). Las fracciones correspondientes a las subunidaes 40s y 60s se juntaron

y se les agregd 0.7 volumenes de etanol al 95% y MgC]2 1 M hasta una concentra
cidn final de 0.008 M. Las subunidades se dejaron precipitar a -20% (Staehelin
y Falvey, 1974 ) y se colectaron por centrifugacién a 10,000 rpm durante 15
minutos a 4°C (rotor $S34 Sorvall).
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4. Extraccidn de proteina ribosomal.

Para la extraccién de proteina ribosomal se siguid esencialmente el méto-
do desarrollado por Hardy y cols. (1969). Al paquete ribosomal o de subunida-
des ribosomales resuspendidos en amortiguador 107~ mantenido en hielo-agua y
agitacién, se le agregd 0.1 voldmenes de MgCl, 1 M y 2 vollmenes de dcido acé-
tico glacial. E1 dcido acético solubiliza la proteina y el magnesio precipita,
en forma de quelatos al ARN. Después de 30 minutos de agitacidn las muestras
se centrifugaron a 10,000 rpm por 15 minutos a 4°C (rotor $534 Sorvall) y el
sobrenadante se transfirid a un tubito de didlisis Spectrapor No. 3 (Spectrum
Medical Industries, Los Angeles, Calif,, Inc.) Las muestras se dializaron con-
tra dcido acético 0.5M y se liofilizaron.

5. Extraccidn de ARNs pequefios.

Para la extraccion de los ARNs pequefios se utilizd el método de fenol
caliente descrito por Girard (1967) modificado por Helser y Mclaughlin (1975).
Para la obtencidn de 3H-ARN, al cultivo se le agregd desde su incubacidn 1 uCi
de 3H-adenina por ml de medio. Las células se cosecharcn en fase logaritmica
y se lavaron con agua bidestilada estéril. E1 paquete celular se resuspendid
en 3 ml de amortiguador LETS y se transfirid a un tubo con tapén de rosca; se
le agregd igual cantidad de cloroformo fenol (1: 1; fase organica) y se agitd
en un Vortex. La suspensidn formada se incubd a 45°C durante 10 minutos evi-
tando que se rompiera la emulsidn; y se agitd otros 10 minutos a temperatura
ambiente, se centrifugd a 2,000 rpm en una centrifuga clinica por cinco minu-
tos. La fase acuosa (superior) se transfirid a otro tubo con tapdn de rosca y
se le agregaron 2 ml de fase acuosa fresca. Se agitd en el Vortex durante 10
minutos y se centrifugd como se acaba de describir. La fase orginica (inferior)
e interfase del primer tubo se lavaron con 1 ml de LETS por agitacidn en el
Vortex y se centrifugd; se separd la fase acucsa y con ella se lavé la segun-
da fase orgdnica e interfase. Las fases acuosas se juntaron en un solo tubo y
se les agregé 0.1 voldmenes de LiCl 5M y 2 voldmenes de etanol al 95% a -20%
mezclando a homogeneidad. La solucién se dejd a -20%C durante 12 a 16 horas ¥
el precipitado se empastillo centrifugando a 10,000 rpm por 15 minutos a 4%
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(rotor SS34 Sorvall). E] paquete obtenido es ARN pequefio (ARNt, ARNr 55 y -
5.8s). E1 ARN se volvid a disolver en LETS y a precipitar como se describid,
con el fin de eliminar los residuos de fenol.

6. Métodos electroforéticos.

6.A, Analisis de la proteina ribosomal.

La proteina ribosomal fué analizada por tres sistemas diferentes de geles
de poliacrilamida (PAGE). Se utilizd el sistema disefiado por Maizel (1971)
para la separacion de la proteina ribosomal en base a su peso molecular. Para
una clara resolucién de la fosfoproteina ribosomal P1 se usé un sistema bidi-
mensional. En la primera dimensidn, a pH 3.2, las proteinas fuerdn separadas
en base a su carga y en la sequnda dimension, en presencia de SDS se separaron
en base a su peso molecular. Un tercer sistema, fue el descrito por Mets y
Bogorad (1974), en el cual Ta primera dimensidn se 1leva a cabo a pH 5.0 y la
sequnda en presencia de SODS.

6.A.1. Gel discontinuo de poliacrilamida-SDS.

Se usd el método descrito por Maizel (1971). La concentracidn de acrila-
mida del gel resolvedor fué del 12% y la del gel concentrador del 4%.
Preparacidn.

En un matraz Erlenmeyer de 125 ml inmerso en hielo, se mezclan:

Sol. I 12 ml; sol. K 11.25 ml; sol. M 0.3 m); agua bidestilada 6.25 ml;
TEMED 25 ul: persulfato de amonio al 10% 0.12 ml. La mezcla se desgasifica al
vacio (1-2 minutos) y se vierte entre placas de vidrio (125 mmx140mmx1 mm) de
la cdmara de electroforesis. Sobre el borde superior de la solucidon se estrati
fica una capa de SDS al 1%, evitando se mezclen ambas soluciones; esto se hace
con el fin de que la superficie quede lisa. E1 gel se deja polimerizar a tempe
ratura ambiente (15-30 minutos). Después de que ha polimerizado, el gel estd
listo para que sobre é1 se vierta la solucidn del gel concentrador.

Para la preparacion del gel concentrador se mezclan las siguientes solu-
ciones.
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Sol. 1 1.33ml; sol. L 1.25 ml; sol. M 0.1 ml; agua 7.2 ml; TEMED 5 ul;
persulfato de amonio al 10% 0.1 ml. La capa de SDS que estd sobre el gel se-
parador se elimina, se vierte la solucidn del gel concentrador e inmediata -
mente se coloca el peine (cuidanda que no queden burbujas de aire atrapadas)
que formard los pocillos donde se colocardn las muestras de forma que, entre
el borde inferior del peine y el gel separador gquede un espacio de 1 cm de
gel concentrador. Después de la polimerizacidn se quita el peine y se 1lenan
las cdmaras con solucidn amortiguadora N. E1 gel se precorre por 30 minutos
a 100 voltios quedando el anodo (+) en el reservorio inferior. La muestra
de proteina ribosomal (50 a 150 ug) se disuelve en un volumen menor de 100 ul
de solucidn amortiguadora 0.Para evitar la formacion de agregados la muestra
en solucidn 0 se calienta en un bafio a embullicidn por 1-2 minutos y se deposi
ta dentro de los pocillos del gel concentrador, con ayuda de una pipeta Pasteur
o una microjeringa. La electroforesis se 1leva a cabo hacia el &nodo, inicial-
menta 2 50 yoltios hasta que el colorante de la sclucidn 0 empiéza 2 penetrar
al gel resolvedor; entonces el voltaje se cambia a 100 voltios hasta que el
color café del marcador interno, citocromo C (10 ug), se encuentra a 1 cm del
borde inferior del gel resolvedor.

6.A.2. PAGE en gel bidimensional: &cido acético, urea de pH 3.2xSDS.

Para la primera dimensidn se usé el sistema descrito por Panyim y Chal -
kley (1969) para la separacidn de proteinas histénicas.
Preparacidn.

En un matraz inmerso en hielo-agua se mezclan:

Sol. A lml; sol. B 1 ml; sol.C 5ml; agua 1 ml, 1la mezcla se desgasifi-
ca al vacio durante 1 a 2 minutos. En tubos de vidrio de 5 mm (D.1.) x 100 mm
con el fondo sellado con Parafilm; se vacia esta mezcla hasta una altura de
80mm. La superficie superior del gel se aplana estratificando dcido acético
0.9N. Los geles se dejan polimerizar a temperatura ambiente (30-45 minutos).
Se colocan en el aparato de electroforesis y los reservorios superior e infe-
rior se llenan con dcido acético 0.9N. Los geles se precorren hacia el cdtodo
(-) durante 12 a 15 horas a 40 voltios para eliminar los catalizadores y mono-
meros de acrilamida.. Después de precorridos los geles, se cambia el dcido
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acético de los reservorios y se colocan las muestras de proteina ribosomal
(200 a 400 ug de proteina por 50 ul de sol. D) sobre la superficie de los
geles. La electroforesis se conduce a 100 voltios hasta que el colorante del
amortiguador D empieza a salir por el extremo inferior.

Equilibrio para la segunda dimensidn.

Los geles de Ta primera dimension se sacan de los tubos de vidrio con
ayuda de una jeringa conteniendo agua destilada. Cada gel se deposita dentro
de un vaso de precipitados conteniendo 50 ml de sol. J con agitacidon por 45
a 60 minutos. Este procedimiento sube el pH del gel cilindrico de 1a primera
dimensidn hasta un valor similar al del gel concentrador de la segunda dimen-
si6n (pH 6.8) e introduce, por difusifn, el detergente SDS que se une a las
proteinas ribosomales (Mets y Bogorad, 1974; Gorenstein y Warner, 1976).
Segunda Dimensidn.

E1 gel de la segunda dimensidn es idéntico al discontinuo de SDS que se
describid en la seccién 6.A.1.. Después de que ha polimerizado el gel resol-
vedor, se coloca el gel cilindrico de la primera dimensidn y se cubre con sol-
ucidn del gel concentrador, evitando queden burbujas atrapadas bajo el gel
cilindrico. En caso de que el gel cilindrico no quede bien incluido en el gel
concentrador, se puede cubrir con agarosa al 1% en solucidn amortiguadora N.
Después de la polimerizacion, se realizo 1a electroforesis como se describié
anteriormente, usando como marcador interno citocromo C.

6.A.3. PAGE en gel bidimensional: pH 5.0x50S.

Se usé el método disefiado por Mets y Bogorad (1974). La concentracidn
del gel resolvedor fué del 12%.
Preg&racién.
Primera dimensidn.

En un matraz inmerso en hielo se mezclan:

5 m) de sol. E con 30 ul de persulfato de amonio al 10% y 10 ul de TEMED,
1a solucién se desgasifica y se vierte en tubos de 150 mmx 5mm (D.I.) hasta
una altura de 11 cm, sobre el borde superior se estratifica cuidadosamente agua
bidestilada para aplanar la superficie de los geles. Los geles se dejaron poli
merizar durante 30 minutos a temperatura ambiente y posteriormente se colocaron
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en el aparato de electroforesis. E1 reseryorio superior se 1lend de sol. G mien
tras 2 {i.ferior de sol. F. Después se colocaron las muestras de protefna ribo
somal (400 ug de proteina/50 ul de sol.H). La electroforesis de la proteina se
1levd a cabo hacia el cdtodo (-) a 100 voltios hasta que el colorante de la
sol. H comenzd a salir por el extremo inferior del gel.
Equilibrio para la segunda dimensidn.

Terminada la electroforesis los geles se sacaron de los tubos de vidrio
y se equilibraron como se describid en la seccidn 6.A.2,
Segunda dimension.

E1 gel de la segunda dimensidn fué identico al descrito en la seccidn
6.A.2.

6.1. Tincidn.

Se emplearon dos métodos de tincién. Terminada la electroforesis, el gel
se sumergid durante una hora en una solucidn de Azul de Coomasie G {seccidn
I1.1.3.6.). Transcurrido este tiempo el gel se destifié en una solucidn de meta
nol al 30%, dcido acético al 7%. E1 segundo método de tincidn fué semejante al
anterior exepto que la solucidn de tincidn tenia Azul de Coomasie R-250, Esta
solucidn es mas sensible para la visualizacidn de las manchas de proteina.

En caso de tefiir geles de urea, pH 3.2 o pH 5.0 es preferible usar la so-
lucion de Coomasie G ya que la de Coomasie R-250 precipita.

6.B. Andlisis del ARN en geles de Poliacrilamida.

Para el andlisis del ARN se usé el método descrito por Kadowaki y Halvor-
son (1971). Para la deteccidn de los ARNs pequefios (5s, 5.8s, y ARNt) la con-
centracidn final de acrilamida en los geles fué del 10%.

Preparacidn.

En un matraz Erlenmeyer inmerso en hielo-agua se mezclan:

Sol. I 6.6 ml; sol. P 1.0 ml; agua 10.2 ml; sol. M 0.2 ml; glicernl al 50%
2.0 mi; TEMED 1Q ul; persulfato de amonio al 10% 0.1 ml. La mezcla se desgasi-
ficd al vacio durante 1 minuto, los geles de 80 mm x 6 mm se prepararon en tu-
bos de vidrio de 15 cm de largo. La superficie de los geles se aplanaron es-
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tratificando SDS al 1%. Una vez que polimerizaron se colocaron en el aparato
de electroforesis y los reservorios se llenaron con solucidn amortiguadora R.
Los geles se precorrieron a 2.5 miliamperios por gel durante 30 minutos hacia
al dnodo (+). Después se depositd la muestra sobre la superficie del gel en
un volumen menor de 100 ul de solucidn Q, la elctroforesis se 1levd a cabo a

5 mA por gel durante 2.5 horas, Terminada la electroforesis los geles se sa-
caron de los tubos de vidrio con una jeringa y SDS al 0.1%. En los casos en
que se analizd ARN radicactivo, el gel se congeld y se cortd transversalmente
en rebanadas de 1.0 mm de espesor, con un rebapador de geles Mickle (Brinkman
Instruments). Cada rebanada se colocd dentro de un vial de centelleo contenien
do 0.7 ml de NHQGH 0.1 N. Los viales se incubaron a 70°¢ por tres horas para
la hidrolisis y elucion del ARN del gel. Después de enfriar, a cada vial se le
agregaron 10 m1 de liquido de centelleo U. La radicactividad se cuantificé en
un contador de centelleo Packard Tri-Carb modelo C2425.

7. Purificacidén de la proteina Pl.

Para la purificacion de la proteina ribosomal Pl se siguié el método des
critd por Hager y Burgess (1980). P1 se eluyd del gel en placa de la sequnda
dimensidon, de un sistema bidimensional de urea de pH 3.2 x SDS.

Procedimiento.
Electroforesis.

La primera dimensidn se 11evd a cabo en un gel en placa, urea pH 3.2 (140
mm x 125 mm x 3 mm) aplanando el borde superior estratificando cuidadosamente
dcido acético 0.9 N ( seccidn 11.2.6.A.2.). E1 gel se precorrio 14 horas a 50
voltios. La solucidn de los reservorios se sustituyd por otra recién preparada
y 10.0 mg de proteina ribosomal total disueita en 2 ml de 1a solucién D se es-
tratific® a lo largo de 1a superficie del gel. La electroforesis se condujd
a 100 voltios hacia el cdtodo, hasta que el colorante de la solucidn D se salid
completamente, Terminada la corrida se recortaron 5 nm del borde superior del
gel y se equilibraron por 30-45 minutos en solucidn J. La tira del gel se in-
cluyé en un gel de poliacrilamida SDS (seccidon 11.2.6.A.2.) donde la concentra
cidn final del gel resolvedor fué del 8.75%. La electroforesis se 1levd a cabo
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a 100 voltios usando citocromo C como marcador interno.
Visualizacion.

Para la visualizacidn de las bandas de proteina se utilizd el método de
Hager y Burgess (1980). Terminada la electroforesis de la segunda dimensidn,
el gel se lavd con agua bidestilada, evitando el contacto con los dedos y el
gel se "tifé" por 5 minutos con una solucidén de KC1 0.25 M y DTT 1mM. Las ban-
das de proteina se pueden visualizar debido a que precipitan en el gel como
un complejo dodecil sulfato de potasio-proteina (Higgins y Dahmus, 1979). Pos-
teriormente el gel se lavd y se "destifid" hasta por 60 minutos en una solucidn
de DTT fria. Cada banda de proteina se recortd longitudinalmente y después
en fragmentos de 1.5 cm. Cada fragmento se transfirid a tubos Pyrex siliconi-
zados (10 mm x 75 mm) con emulsidn de silicén al 2% (Siligal S.A.). Las piezas
de gel se lavaron dos veces con 1 ml de OTT por 15 minutos.

Elucidn.

1 ml de amortiguador P se Te agregé a cada tubo y el gel se machacd con
un homogenizador de Tefldn. La proteina se dejé eluir 4 horas a temperatura
ambiente con agitacidn. La mezcla se centrifugd en una centrifuga clinica a
maxima velocidad por un minuto para empastillar Tos fragmentos de gel. E1 so-
brenadante se transfirid a tubos Corex de 30 ml siliconizadoes.

Extraccion

A cada tubo se le agregaron cuatro volimenes de acetona fria (-20°C) vy 1a
proteina se dejd precipitar por 30 minutos en un bafio de hielo seco-etanol. -
Transcurrido este tiempo las muestras se descongelaron rdpidamente en un bafio
de agua fria. Los tubos se centrifugaron durante 15 minutos a 10,000 rpm (ro-
tor SS34 Sorvall); el sobrenadante se desechd y los tu-os se invirtieron hasta
que el interior quedd seco.

8. Purificacion de la proteina YL3.

Para la obtencidn de la proteina ribosomal YL3 se usd el método descrito
por Nazar y cols. (1979) con la modificacion de que en lugar de usar subunida-
des 60s se usd todo el paquete ribosomal (B0s).

Los ribosomas de Saccharomyces cerevisiae fueron aislados como se descri-
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bi6é en la seccifn II.2.3.1, desnu€s de obtenido el paquete ribosomal,
este se resuspendif en EDTA 25 mM de oH 7.0 (100 A, Ounidades/ ml) .
La mezcla se centrifugd a 10,000 rpm por 15 min a 4°C (rotor §S34 Sor
vall) para eliminar el material en suspensibn. El sobrenadante se -
pas6 a tubos del rotor 50 Ti Beckman y se centrifugd‘a 45,000 rpm du-
rante 18 horas a 4°C. Posteriormente se tomd el sobrenadante y se ex-
trajé la protefina por el método de Hardy y cols. (1969) (sec IT.2.4)
o se precipité el complejo ribonucleoproteico YL3-ARNSs con etanol
frio como lo describen Staehelin y Falvey (1971) (sec. 1I1.2.3.2.) ¥
despufs se extrajo la protefna por el método de Hardy y cols (1963).
Por otra parte, una muestra de la protefna YL3 con una pureza
del 90% fué amablemente donada por el Dr. Ross N. Nazar del Departa-
mento de Botd&nica y Gen&tica de la Universidad de Guelph, Ontario,
Canada.
9, ANALISIS DE LA PRESENCIA DE ARN EN LA PROTEINA RIBOSOMAL.

Para la deteccién de ARN en la proteina ribosomal, se crecid la
cepa A364A en medio SC suplementado 022 1/4 de la concentracidn normal
de adenina. Al cultivo se le afiadib (~ C)-adenina (1luCi/ml) desde el
momento de la inoculacifn. La proteina ribosomal se obtuvo como se
deseribio en la seccidn II.2.3.; 9,000 cpm de la proteina ribosomal
asf marcada, se sometieron a electroforesis en un gel cilindrico de
urea, de pH 3.2 (sec. II.6A.2.) del gque se cortd el borde superior
(5mm) . Este pedazo de gel se equilibré en 20 ml de solucién Q duran-
te una hora a temperatura ambiente. El fragmento de gel se colocd en-
cima de un gel cilfndrico de acrilamida de 6 mm x 100 mm para el and-
lisis de ARN, preparado como se describif en la seccibn I1.2.6.B. Enci
ma del fragmento de gel se coloc6 una muestra de ARNs pequefios equiva-
lentes a 20,000 cpm de tritio, gue sirvieron como marcadores internos
de referencia, para determinar el peso molecular aparente. La electro
foresis se realizo a 5 miliamperios vpor tubo hasta gue el colorante mi
gr6 hasta la mitad del gel (aproximadamente 1 hr.). El gel se sacé
del tubo y se cortd en rebanadas de 1 mm de grosor. La provorcién de
l‘claH se cuantificd como se describif en la seccidén I11.2.6.B.

Por otro lado se sometieron 1,000 cpm de proteina 14¢c_adenina,
en un gel cilfndrico de urea, de pH 3.2. Terminada la electroforesis
se recortaron 5 mm del borde superior y gel se incubd por 3 horas a
70°C con NH ,OH 0.1N para determinar la presencia de radioactividad
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soluble en dlcali.
10. DIGESTION CON RIBONUCLEASA DE LA PROTEINA RIBOSOMAL.

Para determinar una posible asociacidn de P1 con algin tipo
de ARN, la proteina ribosomal se incubd con ribonucleasas como lo
describen Lambowitz y cols. (1979). La proteina ribosomal total -
se disolvid en SDS al 0.5% (100 ua/100 ul). La proteina se incubéd
a 70°por cinco min y se enfrid rdnidamente en hielo. Por cada - -
400 ug de proteina ribosomal se agregaron 0.8 U de ribonucleasa A
y 24 U Kunitz (Kunitz, 1946) de ribonucleasa T,5 esta mezcla se de
jo incubando durante una hora a temperatura ambiente. Inmediata--
mente después se agregaron 8 voldmenes de acetona fria v se mantu-
vo a -20°C durante 14-16 hrs. La proteina precipitada se empasti-
116 a 5,000 rpm por 15 min. a 4°C (rotor SS34, Sorvall); el sobre-
nadante se deseché y la pastilla se secd.

11. DETERMINACION DE PROTEINA,.

Para determinar la concentracién de proteina se utilizd el
método de Lowry modificado por Eagle (1956) o en algunos casos por
absorcién a 230 nm (Marquadt y cols., 1979).

12. ESTIMACION DE MUESTRAS RADIOACTIVAS.

Cuando Ta radioactividad incorporada a macromoléculas se de

termind como material TCA precipitable, la muestra se incubd 30 min.

en TCA al 20% en hielo-agua afiadiendo albdmina (100 ug) como aca--
rreador. Esta mezcla se filtrd a través de papel millipore; cada
filtro se transfirid a un vial de centelleo liouido y se secaron
a B0°C por 30 min; después de enfriar, a cada vial se le agregaron
5 m1 de solucidon T. En caso de muestras liquidas se afiadid solu--
cidgn U.
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13. AUTORRADIOGRAFIA.

Para visualizar la radioactividad incorporada a las proteinas,
los geles se secaron en un secador de geles (Bio-Rad) Yy se expusie-
ron a una placa para rayce X (Kodak X-Omat XS-5).

s
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III. RESULTADOS.

(a) . LOCALIZACION DE P1 EN GELES BIDIMENSIONALES pH 5.0 x SDS.

El proposito de este experimento fué localizar la fosfoprotefi
na Pl en un sistema de electroforesis en geles bidimensionales de
poliacrilamida (PAGE) diferente al de pH 3.2x SDS, por uno mas
usado en la investigacifn de proteinas ribosomales.

La protefina obtenida a partir de ribosomas totales, fue anali-
zada en un sistema de PAGE bidimensional, donde la primera dimen-
sion consistfia de dcido acético, urea de pH 3.2 (Panvim y Chalkley,
1969) por SDS en la segunda dimensién (Maizel, 1971). El natrdn
electroforético se muestra en la figura 2. Las dos proteinas de
maycr peso molecular corresponden a L1 y L2, de acuerdo a la nomen-
clatura proouesta por Warner (1980) y Kruiswijk y Planta (1974),
estas dos proteinas se encuentran en la subunidad 60s. La protef-
na Pl se gqueda en el origen de la primera dimensién (Fig. 2). Ade-
mis en la primera dimensifn de este tipo de geles, se observa que

penetra una proteina con un peso molecular semenjante al de P1.

Tentativamente hemos denominado a esta segunda proteina como
Pl* y postulado la hipStesis que ésta es un derivado de Pl. Pl*
se encuentra conectada a Pl por un barrido, visible al tenir con
azul de Coomasie, el cual tambifn ha sido observado por Zinker (da-
tos no publicadps} al marcar con (3551L—metionina en condiciones
restrictivas usando la cepa ts368. Este barrido nosee una movilidad
electroforética semejante a la de Pl en geles de poliacrilamida-SDS

(Fig. 3).
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Debido a que el sistema de PAGE bidimensional de pH 3.2 x SDS
no es el mas utilizado, ni adecuado, para el andlisis de las pro-
teinas ribosomales se correlacionaron las tres protefnas de mayor
peso molecular del ribosoma (L1, L2 y P1/P1*) en los sistemas de
PAGE convencionales., Las técnicas principalmente usadas fueron -
las descritas por Kaltschmidt y Wittman (pH 8.6 x pH 4.5) (1970)
y la de Mets y Bogorad (pH 5.0 x SDS) (1974).

£E1 método de Mets y Bogorad usa al detergente SDS en la segun
da dimensién, eliminando la retencidn de nroteinas en la primera
dimensién, un problema que se presenta al usar la técnica de - -
Kaltschmidt y Wittman, debido a esto, y a que el método de Mets y
Bogorad da una mayor resolucidnureproducibilidad se correlaciona-
ron las proteinas Li, L2 y P1/P1* en este sistema. E1 patrdn - -
electroforético de 1a proteina ribosomal se muestra en la Fig. 4.
Como anteriormente se explicd, este sistema muestra una mejor re-
solucidn que el de pH 3.2 x SDS. Usando las dos proteinas de ma-
yor peso molecular (L1 y L20 como marcadores internos se tratdo de
localizar P1/P1* en este tipo de geles). L1 y L2 son fdciimente -
identificables, no asi Pl, aunque algunas proteinas que se quedan
en el origen del gel de la primera dimensidn, poseen un peso mole
cular semejante al de Pl.

Para determinar si el material que quedaba cerca del origen -
en la primera dimensidn correspondia realmente a la fosfofoprotei
na Pl, se marcd un cultivo de levaduras con [32P} como se descri-
bié en la seccidn Métodos y se obtuvo la proteina ribosomal to- -
tal. Aproximadamente 30,000 cpm de proteina marcada con fdsforo
fueron procesadas en un gel de pH 5.0 x SDS. En la autorradiogra
fia (Fig. 5) se observa que en el origen de la primera dimensidn,
se queda material marcado con fosforo, con un peso molecular seme
jante al de P1. No fué posible distinguir P1* en este sistema.

A partir de estos resultados concluimos que Pl se queda también -
en el origen de la primera dimension en el sistema de geles bidi-
mensionales de pH 5.0 x SDS.
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Aunque no se hizo la correlacion de las tres proteinas (L1, L2
y P1/P1*) en el sistema bidimensional de Kaltschmidt y Wittman - -
(1970), Nazar y cols. (1979) han descrito que YL3, una proteina --
muy semejante a P1 (Ver sec. 111. (e).), se queda en el origen de
la primera y segunda dimensiones (ver también Zinker y Warner, - -
1976) razén por la que durante varios afios no se le considerd como

protefna ribosomal.

(b) PURIFICACION DE PI1.

E1 aislamiento y la purificacidn de las proteinas riboscomales
es un prerrequisito para el anilisis de la estructura y funcidn --
del ribosoma (Woll y Stoffler, 1974) aunque la naturaleza basica,
el pequefio tamafio y la insolubilidad en soluciones amortiguadores,
asi como la carencia de actividades enzimaticas de las proteinas -
ribosomales, han dificultado su purificacidn (Wool, 1979). En el
caso de la fosfoproteina ribosomal P1, la obtencidn de muestras pu
ras para una posterior determinacidn de una posible poza citoplas-
mética y la caracterizacion quimica y funcional, es facilitada por
1a capacidad de fosforilacidn de esta proteina ribosomal, haciendo
mis ficil su rastreo durante la purificacidn.

Un paso previo a la purificacién de P1, fué determinar el por-
centaje que le corresponde a Pl con respecto a la proteina riboso-
mal total. Para ello se analizé por densitometria una muestra de
proteina ribosomal total separada por PAGE-SDS y visualizada con -
azul de Coomasie. Al integrar el drea bajo de la curva del pico -
correspondiente a Pl en el trazo densitogrdfico total (Fig. 6) ob-
tuvimos que aproximadamente el 1.9% de la proteina ribosomal es --
P1, asi como 2.2% para L2 y 3.3wpara L1, Por medio de una electro
foresis "tridimensional" (Fig. 7) demostramos que tante P1* y P1,-
asi como el barrido que conecta a ambas tienen un peso molecular -

semejante y que no eran artefactos del gel bidimensional.
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Explotando el extrafio comportamiento electroforético de P1, de
quedarse atrapada en el origen de la primera dimensidn de un s;ste
ma bidimensional pH 3.2 x SDS y usando técnicas de elucidn de proj
teinas en PAGE-SDS (Hagger y Burgess, 1980) se purificd una protei
na con las mismas caracteristicas de Pl. Como anteriormente se -
describid, Ta fosfoproteina Pl se queda en el origen de un gel de
pH 3.2, por lo que al someter a electroforesis 10 mg de proteina -
ribosomal en un gel en placa de pH 3.2 se esperaria que en el bor-
de superior quedara P1. Esta prediccidon se confirmd al tefiir con
azul de Coomasie el gel (Fig. 8)

E1 andlisis del borde superior del gel en placa de pH 3.2 en -
uTa segunda dimensidn como se describid en Material y M&todos reve
10 que el tefiir con KC1 0.25 M 8 azul de Coomasie habia mids de un;
proteina en el borde superior en este tipo de geles (Fig. 9 y 10).
E1 objetivo de "tefiir" la proteina con KC1 es evitar tefiir con - -
azul de Coomasie, el cual posteriormente es dificil de remover - -
(Hagger y Burgess, 1980).

Después de visualfzar las bandas de proteina en el gel tratado
con KC1 0.25 M se eluyeron como se describid en la seccidn 11.2.7
de método. Las protefnas asi obtenidas de diversas fracciones .se
precipitaron con acetona; el precipitado fué disuelto en solucgén
amor?iguadora 0 y se sometid a electroforesis en PAGE-SDS para de-
term1ffr 52 semejanza con Pl. Este tipo de andalisis reveld que Ta
fraccidon mas pesada en el gel de poliacrilamida-SDS (Fig. 9) tenia
gran similitud con P1. Los intentos para cuantificar la cantidad
de proteina recuperada, por el método de Lowry y por absorvencia -
en U.¥V., fueron infructuosos debido tal vez a la contaminacidn de
la proteina con acrilates y SDS.

Para determinar si la proteina purificada correspondia realmen
te a Pl, un cultivo de 50 ml fué marcado con 32P en medio libre d;
fosfatos orgdnicos (Rubin, 1973) como se describid en Material y -
Métodos. Al analizar el gel de poliacrilamida-5DS confirmamos que
la banda mds abundante estaba marcada (Fig. 10) y al analizar la -
proteina que se eluye encontramos que esta proteina ademis de es--
tat marcada comigraba con la proteina P1 al compararla con el pa--
tron de fosfoproteinas ribosomales totales de S. cerevisiae - - -



T

E1 tratamiento de la proteina ribosomal con : (i) &lcali;-
(i1) solubilizacidn en $SDS al 0.5% en un bafio en embullicién; e -
(iii) incubacidn en TCA al 10%, no did ningin cambio en el compor
tamiento electroforético de esta proteina en un gel bidimensional
pH 3.2. x SDS, dado que en todos los casos se observaron barrido
y P1/P1*,

Otra posible explicacién del comportamiento de P1/P1* en -
el sistema de geles bidimensionales pH 3.2. x SDS es que sea debi
do 2l grado de fosforilacidn de Pl; esto estaria de acuerdo con -
Ta movilidad electroforética esperada en la primera dimensidn, es
decir la forma fosforilada seria mis dcida debido a la contribu--
cién de las cargas de los grupos fosfatos que la forma defosfori-
lada P1*. Para la confirmacién de esta hipdtesis se necesitarian
de experimentos donde se tratara Pl con fosfatasas y/fo P1* con --
una proteina cinasa y observar el probable cambio en la movilidad
electroforética de P1/P1%,

(d) PRESENCIA DE ARN EN LA PROTEINA RIBOSOMAL

Los experimentos descritos en el inciso anterior no descar
tan la posibilidad de que P1 esté unida y proteja a un fragmento
pequefic de ARN.

Para determinar si la proteina ribosomal extraida de ribo-
somas de Tevadura contenfa ARN, y si este ARN se quedaba atrapado
en el origen de la primera dimensidn del sistema de pH 3.2 x SDS
se marcd un cultivo de Tevaduras con (lgﬁl-adenina como se descri
bid en la seccién 1I.2,9. de métodos y se extrajo la proteina ri-
bosomal total, (secc. II.2.4.) midiéndose la radioactividad incor
porada en cada paso del aislamiento de la proteina (TABLA IV).
Posteriormente el equivalente a 2,000 cpm presentes en la protef-
na ribosoma1)se sometieron a electroforesis en el gel cilindrico
de la primera dimensidon de pH3.2. Terminada la electroforesis se
cortaron 0.5 cm del borde superior y de la parte media del gel y
se cuantific6é la radioactividad (secc 11.2.6.B.) encontrindose --
que sdlo se detectd marca en el borde superior (TABLA V) y que --
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(Fig. 11). Aunque por este método se logra purificar Pl, es muy
laborioso y al parecer con una recuperacidn muy pobre. E1 méto-
do mds adecuado para la purificacidn de Pl parece ser el que se
describe en la seccidn I1.8, de Métodos.

(c) TRATAMIENTO CON RIBONUCLEASAS

Una posible explicacidn al comportamiento electroforético
de la proteina P1/P1l* en geles bidimensionales de pH 3.2 x SDS,
es que estuviera modificada. Dos posibles modificaciones fueron
analizadas: (i) Adenilacidn; (ii) Unidn a ARN.

Para determinar una posible adenilacién de P1/P1*, se mar
cd un cultivo de levadura con 3H-adenina como describid en la --
seccion de Materiales y Métodos. La proteina ribosomal fué ais-
lada y procesada en un gel de poliacrilamida-SDS (Maizel, 1971);
el gel se secd y se expuso a una placa de rayos X. Al analizar
la autorradiografia no se observd incorporacidn de adenina a la
proteina ribosomal, por 1o cual la hipdtesis de una posible ade
nilacidn se desechd. '

En el segundo caso, unién de la proteina con ARN, - - -
Lambowitz y cols. (1979) han reportado una proteina mitorriboso-
mal de Neurospora crassa con un comportamiento andlogo al de - -

P1/P1*, ya que esa proteina se queda en el origen de un gel bidi
mensional de pH 5.0 x SDS pero al tratar los mitorribosomas con
una mezcla de ribonucleasas la movilidad de 1a proteina en la --
primera dimensidn cambia, concluyendo estos autores que su pro--
teina se queda atrapada en el origen del gel bidimensional debi-
do a que estd unida a ARN. Basados en estos datos, supusimos --
que tal vez P1 seria la proteina que estaria unida al ARN y P1*
la proteina no unida; el tratamiento con una mezcla de ribonu- -
cleasas nos 1levaria a la transformacién de P1 a P1*. Sin embar
go al tratar la proteina ribosomal total con una mezcla de ribo-
nucleasas, como se describié en Material y Mé&todos, y al hacer -
el gel bidimensional correspondiente, se obtuvo el mismo patrén
electroforético que se describe en la figura 1.
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@sta correspondia a menos de la mitad de la radioactividad que se
depositd al inicio de la electroforesis.
Para caracterizar mas detalladamente al ARN detectado, se
rocedid a determinar su tamafio. 9,000 cpm de proteina ribosomal
P s p p TABLA v

marcada con (146) adenina se sometieron a electroforesis en un -
gel cilindrico de pH 3.2 como se describid en la seccidn de Méto
dos y se cortd el borde superior. E1 pedazo de gel se equilibréd
para someterlo a una "segunda dimensidn" en un gel especifico pa
ra el andlisis de ARN (sec. 11.2.6.B.) usando ademds 20,000 cpm la extraccién de la protefna ribosomal*
de ARNs pequefios (5.8 s, 5s, 4s) marcados con tritio como marca-
dores internos. Terminada la electroforesis se cuantificéd la re

Recuperacidn de (IQC)-adenina en los diversos pasos de

tacién 1%c/3H, encontrindose que habia dos fracciones marcadas - Fraccidn. com (1%¢)-adenina
con 1% (Fig. 12); estas dos fracciones tienen un peso molecular
aparente de 12,000 y 4,000 daltones, los cuales corresponden a - Cultivo 9,463 350
fragmentos de ARN de 40 y 15 nucledtidos respectivamente. En solucidn LHB 7,507 250
En ribosomas 3,406 200
Extraccidn de proteina 77 248
Dializado 31 740
Proteina Tiofilizada 18 745

* Resultados de un experimento.



- 40 -

TABLA v

Radioactividad presente en diversas regiones de un gel

de pH 3.2, Después de la electroforesis de la proteina

ribosomal*

Fraccidn

2 B

Borde superior
il

Parte media

Gel sin muestra

Sin gel

cpm [14C}-adenina

708
128
109

99

8Fragmento transversal de 0.5 cm.

* Resultados de un experimento.
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(e) CORRELACION ENTRE LAS PROTEINAS RIBOSOMALES YL3 y P1.

Un complejo ribonucleoprotéico entre el ARN ribosomal 5s y
una proteina de la subunidad grande con un coeficiente de sedimen-
tacién de 7s puede ser liberado de los ribosomas de organismos eu-
cariotes (Blobel, 1971; Peterman, 1974). Nazar y cols. (1979) han
caracterizado el complejo ribonucleoprotéico liberado del ribosoma
de la levadura Saccharomyces cerevisiae al tratar la subunidad 60s
con EDTA 25 mM, denominado como YL3 (Yeast, large subunit) la pro-
teina unida al ARN 5s. Esta proteina presenta varias caracteristi
cas comunes a las de P1 (TABLA 1); de entre ellas el peso molecu--
lar semejante y la insolubilidad en soluciones de pH 4.0 a 9.0 nos
hicieron pensar que tal vez Pl y YL3 se trataban de la misma pro--
teina,

Para determinar la semejanza de Pl y YL3, analizamos a YL3
junto con Pl en un gel de poliacrilamida-SDS y en un gel bidimen--
sional de pH 3.2 x SDS. Al analizar el comportamiento de YL3 jun-
to a P1 en un gel unidimensional (Fig. 13) se observd que YL3 tie-
ne un peso molecular semejante al de Pl, aunque hay una ligera va-
riacidn, debida tal vez a la forma en que se aisld Pl.

Sorprendentemente el comportamiento electroforético de YL3
en un sistema bidimensional de pH 3.2 x SDS es el mismo que el de
P1. A pesar de que la muestra de YL3 tenia una pureza del 90% - -
(Nazar, comunicacidn personal, 1983), una parte de la proteina se
queda en el origen del gel de la primera dimensidn mientras otra -
parte penetra (Fig, 14) e incluso se logra visualizar un barrido -
entre ambas manchas.

Es interesante hacer notar que al igual que Pl se resuelve
en dos bandas en un gel de poliacrilamida-SDS (Maizel, 1971) 1a --
proteina del complejo ribonucleoprotéico 7s, obtenido de los ribo-
somas de la mosca Drosophila melanagaster (Nazar y cols., 1981) --
también se resuelve en dos bandas en dos bandas de 37.5 y 39 Kile-
daltones.
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Para verificar si en nuestras manos la fosfoproteina de P1
de S. cerevisiae podia ser liberada al tratar el ribosoma con EDTA
25 mM, se siguid el método descrito por Nazar y cols., (1979), pe-
ro en lugar de usar la subunidad 60s se utilizd el paquete riboso-
mal completo. La proteina se extrajo del complejo tratdndolo con
dcido acético y magnesio como se describié (secc. I11.2.4.), Al --
analizar la proteina, asi obtenida, en un gel de poliacrilamida- -
SDS (Fig. 15) se observé que la protefna correspondiente a Pl se -
enriquecid drdsticamente aunque no se logrd purificar ya que apare
cieron otras proteinas ribosomales; esto tal vez sea debido a que
se usaron ribosomas completos en lugar de usar la subunidad mayor,
0 que hubo degradacidn del ribosoma durante el aislamiento, o que
hubieron subunidades que no se lograron empastillar durante la cen
trifugaciodn. -
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IV. DISCUSION

En un intento para poder asignarle una posible funcibfn a la fosfopro
tefina ribosomal Pl de la levadura, procedimos a determinar las carac
teristicas quimicas de esta proteina v a encontrar algfin método c:or;w
el cual poder cbtener muestras puras, auncue a pecguefia escala, nara
posteriomente hacer un andlisis mis detallado (v. ej. anflisis de --
amino&cidos, produccibn de anticuerpos, etc). La caracterizaci®dn --
quimica nos dif6 indicios de cual puede ser el napel de la fosfonro--
teina Pl.

La fosfoprotefna ribosomal Pl fué visualizada por primera vez nor --
Zinker S. (Datos no publicados), al analizar en geles bidimensiona--
les de urea a pH 3.2 x SDS muestras de ribosomas de la levadura mar-
cada con (*°S)L-metionina. Encontrd que hay una proteina de 40 X4 -
gue se queda en el origen de la primera dimensifn (Fig. 3), pero que
se conecta con otra proteina del interior por medio de un barrido. -
Sin embargo al marcar los ribosomas con (??P) solo se marca la nro=--
teina del origen.

En el presente trabajo encontramos que al hacer esos mismos geles --
(pH3.2 x SDS) se puede visualizar el mismo patrbfn tifiendo con azul -
de Coomasie (Fig. 2). Tentativamente hemos denominado a la proteina
del origen como Pl y a la proteina del interior como P1l*. A partir
de estos datos suponemos que Pl y P1* son isoformas de la misma nro-
teina, siendo Pl la forma fosforilada y P1* la forma defosforilada.

Una de las preguntas que nos formulamos fu# ¢cufl es la naturaleza -
del raro comportamiento de P1/P1l* en este tipo de geles?. Este com-
portamiento parecfa andlogo al de proteinas rnue se unen a ARN y for-
man un barrido en geles bidimensionales (Lambowitz v cols., 1979), v
gque al ser tratados, antes de la electroforesis con RNasas forman --
manchas discretas en el gel. Pensando cue esto podrfa estar suce- -
diendo con P1/P1* tratamos la proteina con una mezcla de "Nasas u --
otros tratamientos como incubar la proteina con alcalf 6 TCA con el
fin de degradar al ARN; sin embargo se siguio obteniendo, en todos -
los casos, el mismo patrdn; es decir el barrido parece ser indepen--
diente de la presencia de ARN unido a Pl y mds bien asociado a otra

actividad quimica.
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Posiblemente el patrfn que se obtiene sea debido a la defosforilacién
de P1, lo cual concordaria con la posici6n en el gel bidimensional; -
asf la forma fosforilada serfa mds negativa debido a la contribucién
de cargas negativas por los fosfatos y por lo tanto se guedaria en el
origen, a diferencia de la forma defosforilada. De ser cierta esta -
hip&Stesis, el tratamiento con fosfatasas desplazaria la forma fosfori
lada P1l, hacia la forma defosforilada P1¥*.

Aungue el sistema de geles bidimensionales de urea a pH 3.2 x SDS re-
sulta muy Gtil para la resolucibn y visualizacién de las dos formas -
de Pl los resultados en este tipo de geles no pueden ser comparados
con los dos sistemas de geles bidimensionales comunmente usados para
el andlisis de protefnas ribosomales (Kaltschmidt y Wittman, 1970; --
Met y Bogorad, 1974). Para nuestro trabajo como para cualquier otro
es, es muy Gtil saber si se llevd o se esti llevando a cabo trabajo -
con la misma protefna por otros grupos de investigacién. Por esto --
fué necesario determinar la identidad de Pl en los sistemas de geles
bidimensionales estadar.

Usando el sistema de Mets y Bogorad (1974) urea a pH 5.0 x SDS para -
analizar el patrdn electroforético de las proteinas ribosomales - -
(Fig. 4), no logramos determinar la localizacifn de P1l, por lo cual -
pensamos que esta proteina no entraba al gel y por lo tanto se queda-
ba en el origen de la primera dimensifn. Para confirmar este supues-
to, analizamos muestras marcadas con (*?P) y encontramos que algo de
la marca se detectaba en el origen a la altura de 40 kd (Fig. 5). Po
siblemente esta sea la razbn por la cual Pl no haya sido tomada en --
cuenta en trabajos descriptivos de proteinas ribosomales de levadura
(Kruiswijk y cols., 1978) y por lo tanto se haya pensado que es una -
proteina no ribosomal. Ademds Pl en el amortiguador de muestra de es
tos geles es parcialmente insoluble debido a que su pl es cercano a -
6.5 (Serrano, 19B86).

Para el aislamiento de Pl tratamos de eluir directamente del gel a la
proteina. Usando su comportamiento en geles bidimensionales (urea a
pH 3.2 x SDS), separamos la forma fosforilada por medio de geles urea
a pH 3.2 (Fig. 8) v por medio de una segunda dimensibn (Fig. 9 y 10)

y evolucién de geles con SDS purificamos un poco de esta proteina - -

Y

(Fig. 11). Aunque la muestra resulta muy pura, este procedimiento es
muy largo y laborioso; como veremos después a partir de una de las ca
racterfsticas gufmicas de P1/P1* es posible obtener grandes cantida—:
des de ella (Fig. 15) por medio de un proceso ripido ¥ sencillo.

Durante el transcurso de la caracterizacién quimica de Pl encontramos
reportes acerca de una proteina ribosomal de la subunidad grande de -
Saccharomybek * cerevisiae denominada YL3 (Nazar, 1974; Nazar y Cols.,
1974; 1982) que comparte varias propied-des con la fosfoprotefna ribo
somal Pl: 1la localizacifn, un peso molecular semjante y su comporta:
miento electroforético andlogos (Tabla VI). Estas similitudes nos hi

cieron suponer que YL3 y Pl fueran en realidad la misma protefna. Pa
ra corroborar esta idea comparamos una muestra de YL3 donada por el :
Dr. Ross N. Nazar, contra nuestra proteina en un gel de poliacrilami-
da -SDS (Fig. 13) comprobando cque ambas proteinas tiene un peso mole-
cular semejante.

Otro criterio para determinar el grado de semejanza de Pl con YL3, es
el comportamiento de YL3 en geles bidimensionales urea a pH 3.2 x SDS.
Al procesar YL3 en estos geles, 'dd un patrén extraordinariamente pare
cido al de Pl (confrontar Fig. 2 vs. Fig. 14). Adem&s sf YL3 y Pl --
son la misma proteina el método de purificacién para el complejo 7s -
(YL3 y ARN 5s) liberarfa a Pl; al hacer este experimento se observs -
que en efecto, se enriguece para una proteina semejante a Pl (Fig. 15).
Otro dato a favor de dicha identidad, es el que la protefna liberada
en el complejo 7s estd marcada con (?*P) (Zinker y cols., 1986). De
esta serie de experimentos se conlcuye que Pl y Y L3 son la misma pro
teina.

Como se menciond al principio, un problema en el aislamiento de pro--

teinas ribosomales y estudio del papel modulatorio de la fosforila- -
cidn sea la carencia de actividades enzimdticas que seguir o estudiar.
En el caso de Pl, el que esta proteina esté unida al ARN S5s da pie a
toda una serie de experimentos en el estudio del papel de la fosfori-

laci6n debido a que para el complejo 7s sehan postulado algunas vosi-
bles funciones come son: interactuar con el ARN de transferencia - -
(Exdmann, 1976), con el ARN18s (Azad y Lane, 1973), y actividad de hi
dr6lisis de GTP (Benson y cols, 1975). Con los datos de estos traba-
jos, estas funciones podrian ser estudiadas desde otro punto de vista:



TABLA VI.

Comparacifbn de las Caractexisticas Nuimicas de

la Protefna Ribosomal YL3 con la Fosfoproteina

Ribosomal P1/P1 .,

PROTEINA RIBOSOMAL YL3P

*
FOSFOPROTEINA RIBOSOMAL P1/P1 2

Localizada en la subunidad 60s

Localizada en la subunidad 60s

Tercera de mayor peso molecular
Peso molecular 36,000; 37,500

Unida al ARN 5s,

Tercera de mayor peso molecular

Peso molecular 40,000

con actividad de GTPasa

Proteina de recambio

r

No migra en PAGE sin SDS
Probable caracter &cido

Fosforilada

47 -

Insoluble entre pH 4.0 y 9.0

Proteina &cida

Se resuelve como dos proteinas

C

€se resuelve como dos protefnas

en un gel bidimensional pH 3.2xSDS
Se libera del ribosoma con EDTA

en un gel bidimensional pH 3.2xSDS
“se libera del ribosoma con EDTA

Se queda en el origen del sistema

de Kaltschmidt y Wittman.

€se gueda en el origen del sistema

bidimensional pH 5.0xSDS

8z inker y Warner (1976).

b

(1979, 1981),

Nazar y cols.

“patos del presente trabajo.
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tomando en cuenta la fosforilacién de la parte protefca del complejo
18,

Al iniciar estas investigaciones pensamos que Pl era una fosfoprotef
na ribosomal particular a la levadura S. cerevisiae por lo cual 10;
resultados obtenidos no podrfan ser generalizados a otros eucariotes.
Sin embargo el hallazgo de su unifn al ARN 5s refutc esa idea. Al -
tratar ribosomas o subunidades grandes con EDTA se libera un comple-
jo ribonucleo protefco. Estos complejos se han obtenido desde proca
riotes como E. coli (Garrett y cols., 1981), Halobacterium cutiru—:

bum (Smith y cols, 1978), hasta ribosomas de mamiferos (Blobel, - -
1971). Estos reportes indican que Pl parece ser una proteina muy --
conservada; ademds serfia de esperar que esté también en otros euca--
riontes. El gue no haya sido detectada probablemente se deba a los
problemas que se tienen con esta proteina para ser visualizada en ge
les bidimensionales, segfin se discutid en pérrafos anteriores. Por
otra parte el marcaje con [32P} para otros organismos as menos efi-
ciente gue para levadura.

Towbin y cols. (1982) usando anticuerpos monoclonales contra la fos-
foproteina ribosomal P1/P2 de hfigado de rata (Tsurugi y cols., 1978)
andloga a la fosfoproteina de levadura L44/L45 (S&nchez-Madrid y - -
cols, 1979) han encontrado que este anticuerpo también cruza con una
protefna fosforilada de 38 kd de c€lulas 3T3, proponiendo gue la fos
foprotefna P1 de levadura es andloga a esta protefna y a la fosfcprg
tefna L descrita por Rankine y cols. (1979) en cé&lulas de tumor --
ascitico. Estos resultados han dado lugar a una controversia, ya =-
gue no hay evidencia de que haya alguna relacifn precursor-producto

entre Pl y L44/L45,

Por fltimo, la improtancia de este trabajo radica en que por primera
vez se cuenta con un modelo adecuado, la asociacifn de Pl con el - -
ARN 5s, para estudiar la fosforilacién de una protefna ribosomal y -
correlaciomarla con su funcién en lo particular y la repercusién so-
bre la actividad ribosomal en general.
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CONCLUSIONES.

Las conclusiones del presente trabajo son:

(i) Pl se resuelve como dos proteinas en geles bidimensionales
urea a pH 3.2 x SDS.

(ii) P1 se queda en el origen del sistema bidimensional pH 5.0
x SDS.

(iii) Pl se libera del ribosoma con EDTA.

(iv) P1 y YL3 son la misma proteina.

Estas concluciones junto con datos obtenidos por otros autores
se encuentran integrados en la Tabla VI,

Bl A = R i 222
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Separacién de las Subunidades Ribosomales de la Levadura
Saccharomyces cerevisiae.

Se empastillarén ribosomas de levadura, posteriormente

el paguete ribosomal se resusupendio en amortiguador 10_5_
hasta un mdximo de 40 D.0. a 260 nm/ml, las subunidades se’
separaron a 23,000 rpm, 17 horas, en un gradiente de sacarcga
10% a 25%. El gradiente se colectd en fracciones de 1.5 ml
registrandose simultaneamente y en forma continua la absor
s5i6n a 260 nm.
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Patrfn Electroforetico de la Protefna Ribosom

S. cerevisiae en Geles pH 5.0xSDS.

Se utilizarén aproximadamente 300 ug de proteina
ribosomal para la electroforesis. Las protefnas se
visualizarén con azul de Coomasie.
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Figura 5. Andlisis de las Proteinas Ribosomales Fosforiladas

de Levadura en Geles pH 5.0xSDS.

30,000 cpm de proteina ribosomal marcada con -]
se analizaron. En la autorradiografia se sefiala,
ademids de P1l, a la fosfoproteina bisica s6f de la
subunidad 40s.

32
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Figura 6. Andlisis Densitometrico de la Proteina Ribosomal en un

Gel de Poliacrilamida-SDS.

Se procesar6n 150 ug de protefina ribosomal y posterior

mente se tifi6 con azul de Coomasie. Se registro la abs

orcibn a 600 nm.
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Figura 7. Electroforetograma npridimensional” de P1/P1, L1 y L2.

A partir de un gel pidimensianal pH 3.2xSDS, preparado
con 300 ug de protefna ribosomal. Se c@rtarén las man-
chas correspondientes a L}, L2, P1, P1 y parte del ba-
rrido que hay entre pl/P1l , estas manchas se equilibra- .
r6n como se describié en ?aterial y Métodos; posterior-
mente se colocaron los trozos de gel en pocillos de un
gel de poliacrilamida SDS, cubriendo con 20 ul de solu-
ci6én amortiguadora 0 el pedazo de gel. La electroforesis
se llevo a cabo como se describié en Material y ME&todos. .-
(1) Protefna rikosomal total 150ug; (2) y (3) parte del
barrido; (4) Pl ; (5) P1l; (6) &2; (7) Ll. Se sernala la
localizacién de L1, L2 y P1/P1
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I

Figura B8, Separacién de 10 mg de Protefna Ribosomal en un Gel

Preparativo de Urea pH 3.2.

El gel se tifi6 con azul de Coomasie y se cortd la

parte superior (P1) para posteriormente eguilibrarla

y correr la segunda dimensibn. H

1 2 3 4

Figura 10. Segunda Dimensién del Prepirativo ﬁrea a pH3.2xSDS -
de Protefna Ribosomal Marcada con 32P. rh,
An&lisis de la segunda dimensién de un gel de urea
g,pPH 3.2xSDS donde se procesé muestra marcada con
P de protefna ribosomal. {a) Patr6n por tincidn
con 3zul de Coomasie; (b) Patrén obtenido al marcar
con T P.

Pl1—

Cit.c—

Segunda Dimensién del Gel preparativo de Urea a pH 3.2

pespués de cortar la parte superior, equilibrarla y -~
correla, se tomS un borde de la segunda dimensibén y se
tifi6 con azul de Coomasie. (1), (2) ¥ (3) la muestra
constd de 10 mg de oroteina de la subunidad 60s; (4) la
muestra gue se procesb fué de 10 mg de proteina riboso-

mal total. .

Figura 9.
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Figura 13.
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Comparacidn entre la Fosfoproteina Ribosomal Pl y la
Protefna Ribosomal YL3.

Aproximadamente 5 ug de YL3 con una pureza del 90%
fuerdn usados. (1) Proteina YL3; (2) "Tercera dimensi6n”
de P1 (Ver Fig. 4); (3) 150 ug de proteina ribosomal.
En el carril (3) se puede observar el patrbén electro-
foretico de la proteina ribosomal total, ademés se puede¢
ver gue Pl corresponde a la tercera proteina de mayor pe¢
molecular del ribosoma.
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Figura 14. Andlisis de la Protefna YL3 en un Sistema Bidimensional

pH 3.2xSDS.

Aproximadamente 15 ug de YL3 con una pureza del 90%
fuerén procesados.
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SDS

—P1

—Cit.C

Figura 15. Andlisis de las Proteinas Liberadaé al Tratar
el Ribosoma (80s) con 25 mM de EDTA.
(1) 159 ug de proteina ribosomal total;
(2) Protefnas liberadas con EDTA 25 mM;
(3)Proterﬁgs remanentes al tratar el ribosoma
con EDTA 25 mM.
(4) Citocromo C.
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