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RESUMEN

De las diferencias establecidas entre les ribosemas eucarip
tes y proecariotes, se destaca la presencias en les primeros, de
protefnas fosforiladas "in vive", cuya presencia se reporté —-—
per vez primera em 1970. Aunque a la fecha no se ha encentrade
una funcién espec{ficu a dicha fosforilacién, existen razones-
para creer que juega un papel impertante en la actividad ribe-
somel.

En 1976 Zinker y Warner reportarom la presencia de cince --
fosfopreteinas ribosomales en Saccharomyces cerevisiae, a las-
que dentminarem de Pl & P5. En el presente trabajo se describe
per vez primera la caracterizacién electroforética de Pl en el
sisteme de geles de peliacrilamida bidimensienal pH 5.0 x SDS-
mediante electroforesis tridimensional. Asi mismo, se empled -
dicho gistema tridimensional en la determinacién del punto i--
seeléctrice de Pl,

Se describe un método de electroelucién mediante el cual se
evidencid una actividad proteolitica asociada a Pl, dependien-
te del grado de fosforilacidén de esta fosfoprotefna.

En base a los resultades conseguidos, se propone una hipé--
tesis sobre la funcién de la fosforilacién de Pl en el ribeso-
ma, come mecanisme regulador de su actividad dentro del prece-

so de biosfntesis pretéica.
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INTRODUCCION

La existencia de umna serie de proceses con caracter uni--
versal emtre los ergamismos vives es un hecho sin discusién.
Uno de ellos lo comstituye la traduccién de moléculas de —-
mARN en moléculas de protefna, es decir, la sfmtesis de pro
tefnas. Este proceso ha sido objeto de estudios durante mu-
chos afios. Durante le sintesis de protefnas intervienen un-
gran nimero de elementos (més de 150 componentes en bactes—
rias), de entre les cuales el ribosoma fue de los prime-——-
ros en ser identificades (1-3). Sin embargo, debide en par-
te al descubrimiento de los mARN, tARN y sus funcionmes, el-
interés por el ribosoma se vid disminufde. Durante mucho ==
tiempo sole fue considerado come una estructura pasive cuya
funcién se reducfe a la de ser soporte de los otros elemen-
tos activos participantes en la biosf{ntesis de protefnas. A
fortunademente y grecias, entre otros, al estudio del meca~-
nismo de accién de le estreptomicina, se sugirié que el ri-
bosoma juege un papel muy activo dentre del procese de bio-
‘sintesis protefca y que su funcién es bastante complicada -
(4-7)+« Efectda tanto le lectura del mensaje nucleotfdice —-
del mARN, as{ como la transformacién de esa informacién en-
la secuencie de aminofcidos de une proteflna; es decir, cats
liza la sintesis de protefnas. De hecho el ribosoma es el g
lemento m&s eomplejo de la maquineria que traduce la infor-
macién genética, lo cual provoca que el estudio de sus fun-
ciones se torne més diffcil.

El que la sintesis de protefnas se dé en todos les orga~-

nismos vivos no implica que el proceso o los elementos que-



intervienen sean idénticos. Respecto al ribosoma se presen—
tan tres grupos de acuerdo & su origens 1) ribosomas de or—
genismos procariontes, 2) ribosomas de organismos eucarion
tes y 3) ribosomas de mitocondrias y cloroplastos. Cada —-
grupo presenta caracteristicas particularea, as{ como otras
que comparten en comin. De los tres grupos enumerados el ——
primero es el que se ha estudiado mds extensamente (5,8-10).
Independientemente de la clasificacién, los ribosomas de to
des les orgsnismos estén constitufdos de ARN y protefnas en
proporciones aproximadamente iguales. A pesar de que la or-
ganizacién interna del ribosoma no he sido totalmente acla-
rada, se cree que en cada partfcula la molécula de dcido nu
cleico constituye el esqueleto alrededor del cusl mediente-
interacciones de naturseleza coeperativa se asocian las pro-
teinas.

Pese & que actualmente emiste un panorama amplio de la =-—
participacién del ribosoma en la biosfntesis protéica (figu
res 1 y 2) (6,11-13), su funcién dista mucho de ser aclara-
da. Para exminar una funcién biolégice es importante saber-
a qué elementos estructurales esta ligada. Cenocer le loce~
lizacién, le estructura y funcién de cada une de las molé--
culas que constituyen el ribosoma, es virtualmente el ideal
dentro del estudio de este organelo,

I, Caracterfeticas generales del ribosome eucariotico.
I.1l. Caracterfsticas Fisicas.

El ribosoma es un orgenelo celular submicroscépico que en
estado deshidratedo aparece comc una partfcula de forma es-
feroidal con un didmetro de 15 & 20 nm., Hidratado contie——-
ne aproximademente um 70% de agua y un difmetro sensiblemen
te mayor (23 nm). Esta constitufdo por dos subunidades, una
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requefia y otra mayor (figura 3). El coeficiente de sedimen-~
tacién del mondmero y de les subunidedes varfa de una espe-
cie & otra dentro de un rango muy cercanos 80S para el mond
mefo, 60S paraz la subunidad mayor y 40S para la subunidad -
pequefia. La densidad de la subunidad mener es de 1.515 g/ml
su coeficiente de extineidn es de 94.5 y el de difusidn 2.0
x 10~7 (Tabla 2). La subunidad mayor tiene une densidad de-
1.6 g/ml, su coeficiente de extincién es de 99.5 y el de di
fusién 1.21 x 1077 (Tabla 2). Los ribosomas no formen de —-
ningin modo un grupo uniforme, la masa de los ribosomas 80S
ogscile desde 3.9 (enplantas) a 4.55 x lO6 daltones (en mamf
feros). El cambio de la masa ribosomal se debe a un inecre--—
nento de tamefio en la subunided mayor, incremento tanto en-
la mase de ARN como en la de protefna. La subunidad 40S por
su parte, no ha tenido ningin cambio apreciahle de tamafio -
durante la evolucién de los organismos eucaridticos.

Los ribosomas se puedcn encontrar libres en la matrfz ci-
toplamética, o adheridos & les membranas del retfculo endo-
pldsmico (figura 4) mediante la subunidaed mayor (3,14). Am-
bos intercambian parcialmente debido a le existencia de un~
ciclo de los ribosomas y de sus subunidades, relacionedo -—-
con su funcidn en la sintesis protéica. La proporcién de ri
bosomas unidos & membrana var{a dentro de lfmites muy am——-
plios.

Estudios detallados de microscopfa electrénmica (15-18) —-
muestran & la subunidad 605 redondeada o bien, como un per-—
fil triangular con dos lados convexos y uno méds aplanado en
medio, a manera de depresién angosta o muesca (figure 5). -
La subunidad 40S 2 su vez, se presenta como una elipsoide -
larga con perfiles curvos y con lag siguientes dimensiones:

23 x 14 x 11.5 nm., Tiene ademds una lfnea o tabique de 8 nm

5
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Figura 3. Ribesema e¢ompleto dende se sefiala la subu

midad pequefia (p) y la grande (g). Se ob-
serva ademés le hendidura que las separa.

Figura 4. Ribosemas adherides & las membranas del re
tfcule endeplésmico. Las flechas indican -
algunes ribosomas em les que la unién & la

membrana mediante le subunidad 60S es més-
evidente.



TABLA 1. Comparaciém entre alguuas propiedades
mas de uscherichia coli y mamfferos.

fisicorufmicas de los riboso

E. coli Mam{feros
Lionbmero Subumidades Moubmero  Subunidades
Constante de sedimen .
tacibn aproximada. 708 508 308 803 605 40-453
Peso uoleculard 2.6 x10° 1.8 x10% 0.7 x 10° 4.3 x 106 2.7 x 106
Constente de sedimen 238 168 285 18s
tacién del TARN. (58) (S-Bsf
(58)
e 1.2 x10% 0.55 x10° 1.64 x10® 0.67 x10°
Tipo de lLietilacién la mayorfa de los la mayorfa de los
del rARN. grupos metilados grupos metilados estén
estédn en las bases en posicién 2'-0 de la
ribosa
Cantidad de TARN. 60% 63% 62% 50%
Disociacién en subu- 10-4 mid Mg++ Tampén sin L ++, EDTA 10 mi o

nidades.

KC1l 1M

“En daltones.

bEspecie exclusiva

de los eucariotes.



TABLA 2. Propiedades FPfsicas de Subunidades Ribosomales Eucariotas.

Propiedades Ffsicas Subunidad 408 Subunidad 60S
Peso Molecular’ l.4 x 106 2.9 x 106
Coeficiente de Sedimentacién™ 36.9 5643
Coeficiente de Extincién® 94.5 99.5
Densidad 1.515 1.60
Coeficiente de Difusién 2.0 1.21
* En daltones. = S;o,w. ¢ Eggb ? g/cm™>

v

L]
D20,w (x 107 em?/seg)



(16,19) que la divide en dos porciones desigusles: la cabe-
za (un tercio) y el cuerpo (dos tercios) (figure 6). En el-
ribosoma completo, la subunided peqgueila se une por su ledo-
céncavo con el lado més aplanado de la subunidad grande, ==
con el que coincide el tabique de la subunidad pequefia de -
manera que forman una especie de tiinel entre ambas (figu---
ra 7). En la figura 8 se esquematizan poliribosomas indican
dose la ubicacién probable del mARN (que aparentemente se &
loja entre ambas subunidades) y la cadena pelipeptf{dica na-
ciente que estea contenida en una especie de canal localiza-
do en la subunidad mayor.

1.2, Caracteristicas Qufmicas.

El ribosoma es una pertfcula ribonucleoprotéica en la que
el rARN y las protefnas se encuentran presentes en propor--
ciones aproximadamente iguales. Con poco o ningin materigl-
lipfdico, las cargas positivas de las protefnas no son sufi
cientes pare compensar las cargas negativas de la cadena es
terfosférica del rARN, por lo que les ribosomas son intensa
mente negativos y fijan cationes. Se cree que cada subuni--
dad ribosomel contiene un filemento muy plegado de rARN so-
bre el cual se adhieren las distintas protefnas ribosomales.
Se presupone ademfis, que el TARN estf en 1le superficie y —-
las protefnes ribosomales en el interior en contacto con —-
partes no helicoidales del rARN. Para mantener su cohesién-
estructural, los ribosomas requieren bajes concentraciones-
de Mg++ (0.0014). Cuando este concentracidén se duplica, se-
combinan dos ribosomas para former un "dfmero" con el doble
de peso molecular. Por otra parte, si la concentracién de -
lg++ disminuye, el ribosoma se disocia en subunidades (figu
ra 9)., La unién con el Hg++ aparentemente se realiza medien

te el fosfato del rARN.
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Figura 5. Medele tridimensiensl de le subunidad ma-
yer del ribosoma.
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Vista Lateral
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Figura 6. Medele tridimensienal de la subunidad 403
del ribesema,
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Vieta Lateral

RIBOSOMA

Vista Frental

Figura 7. Medele tridimensienal del ribesoma., Netése
la espeeie de tdnel que se forma entre am-
bas subunidades,
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D N

mARN

péptide

Figura 8. Pesible relacién de les ribosemas cen el
mARN en les peliribesemas. Cada ribosema
esta fermado per una subunidad grande =-
Yy etre pequefia. ElL mARN eerre entre las-
subunidades gen tedes les ribesemas em -
la misma pesicién, les cuales se encuen-
tran en ferma perpendicular al mARN., La-
cadena pelipept{dica sale de la subunidad
mayor.
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Subuniduades Ribosoma Dimero

>ug*t > Mg++

408 608 808 - 1208

< ‘8++ << Hg++

Figura 9., Influencia del Mg** sobre la estructura
del ribosoma. Se indican las constantes
de sedimentacidrp (S) de las partfculas.
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I.2.1. ARN Ribosomsal.

Como se mencion$§ anteriormente, el ribosoma es una parti-.
cula ribonucleoprotéica en cuya comstitucién participsen cua
tro moléculas de rARN denominadas 28S, 18S, 5.85 y 5S. Del-
TARN total, aproximadamente un 60% es helicoidal y contiene
bases apareadas (22). La composicién de bases del ARN de di
ferentes especies es variable y no sigue la regla de bases-
caracterfsticas del modelo de Watson y Crick para el ADN. -
Las beses mfs sbundantes son guenina y citosina. Tanto el -
TARN 28S como el 18S contiene un ndmero caracterfstico de -
grupos metilo, en su mayor parte como 2'=O-metil-ribosa (23
24). La subunided menor del ribosoma contiene una molécula-
de rARN 18S con un peso melecular de 0.7 x 106 daltones y -
alrededor de treinta protefnas cuya masa totel es= de casi -
0.7 x 106 (16,20,21). Se esperarfa que tuviera iguales por-
centajes de rARN y protefna, sin embargo determinaciones -=-
quimicas demuestran que el contenido de TrARN es del 454 y =—
el resto protefna. EL rARN 185 es el Unice &cide nucleice -
que se encuentra formande parte de esta subunidad per lo —-
que quizéd su funcién principal see estructural.

La subunidad mayor del ribosoma esta constitufda por tres
ﬁoléculas de TARN cuyoes coeficientes de sedimentacién son -
5S, 5.85 y 285 con un peso molecular de 3.9 x 10%, 5.1 x 10
¥y 1.79 x 106 deltones respectivamente y por unas 45 a 50 —

4

protefnas, La masa total de rARN en la pertfcula es cercanma

a 1.79 x 106 daltones. Representa el 59.4% de la particula,

mientras que le masa correspondiente al total de protefna -
es de 2.9 x 106 daltones.

En el organismo de estudie del presente trabajo, la leva-
dura Saccharomyces cerevisiae, en la subunidad ribosomgl ==

60S se encuentra un rARN 255 con un peso de 1.3 X 108 dalto
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mes (25) em lugar del 28S presente en los orgenismos supe—-—
rieres. Muy probablemente realiza fumciones homélogas y con
caracterf{sticas semejentes. Por otra parte, el TARN 5.8S se
encueatra unido de forma no covalente al rARN 255 mediante-
un niimerc considerable de puentes de hidrégeno. Forma una -
estructura de doble cadena y permanece unido al rARN 255 —-
adn después de heber sido liberada la protefna ribosomal —-
(26,27). Se separe rapidemente de la subunidad 60S I{ntegra-
per le accién de la urea (2M) e el calor. Ne presenta meti-
4 ¥ 150 nucleétidos (28) cu
y& secuencis he side repertada por Rubin (29). E1 rARN 5S -

lacién, posee um2 masa de 6 x 10

de S. cerevisime, forma parte de la subunidad mayor y se le
separa cuande las preteimas ribesemales som liberadas. Su -
tamafie es de 120 mucleétides (28,30,31) y &l igual que el -
TARN 5.85, ne esta metilado. Su unién a la subunidad es dé-
bil ya que muy poces de sus 120 nucledtides pueden estar —-—
(8i es que leo esténm) formendo uma estructura duplehelicoi--
dal con el TrARN 25S. Sin embargo parece més probable e
y esto gs de suma importancia en este trabajo —— gque la
unién del rARN 5S & la subunidad esté mediada per una o més
preteinas ribosemales (28). Cabe sefialar que em los experi-
mentes de recomstruccién, el rARN 55 se requiere para un en
samble cerrecte de la subunidad 60S (23,32). Finalmente en-
le figura 10 se esquematize la biesf{ntesis del ARN riboso--
mal en S. cerevisise, proceso que es revisado con nés deta~
1le per Udem (25).

I1.2.2., Protefina Ribosemales.

Cada subinidad ribosemel esta comstituida por 30 o més ma
cromeléculas unidas mediamnte enlaces no covalentes. Pese —-
a esta ceracter{stica de los componentes del ribosomsa, el -
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estudio de las protefnas, en el caso de los ribosomas euca-
riotes,se ha relegado debido a su pequefio tamafio, su basici
dad (algunas protefnaes presentan puntos isoeléctricos por -
erriba de 11), y & su insolubilidad en soluciones amortigua
deras ordinarias. Su gran mimero (70 a £0) dificulte el ais
lamiento y conduce 2l principal problema: la purificacidn y
caracterizacién fisicoquimica. En contraste, el estudio de-
las pretefnas ribosemales de organismos procariotas (espe——
cielmente E. coli) se ha desarrcllado considerablemente en-
les Yltimes afios.

Pese a lo anterior, se han logrado desarrollar métodos de
anélisis (33,34) que han facilitado y ampliado su estudio.-
Debido a que las proteinas ribosomales no presentan ninguna
actividad al ser separadas del ribosoma, su purificacién se
debe basar en otros criterios. Por la resolucién que ofrece,
la electroforesis bidimensional ha side utilizada ampliamen
te come base de muchas investigaciones (35). Asimisme, las-
coordenadas as{ obtenidas propercionan la base para la nomen
clatura de tales proteinas. Por convencién se numeran de iz
quierda a derecha en filas sucesivas, anteponiendoles la lg
tra S (del inglés small) para indicar que pertenecen & la -
subunidad menor y L (del inglés large) si pertenecen a la -
subunidad mayor. En la figura 1) se ilustra la aplicecién -
de este sistema & unas muestras de protefna ribosomal prove
niente de varias fuentes. No obtante la valiosa informacién
que proporciena este sisteme de estudio, la designacién de-
ciertas proteimas no esta del todo clara., Algunas proteinsas
aparentemente diferentes resultan ser la misme o biem, lo -
que &l parecer es una sola protefna, resulta ser la agrege-
cién de dos o més. Si & lo enterior se afiade el que algunas
protefnas son removidas en oéasionea 2l lavar los riboso—--

mes, se comprenderd el desacuerdo en cusnto &l ndmero total
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de las mismas y la incentidumbre para considerar a una pro-
tefna como ribosomal. Warner (36) propuso tres clases de —-
protefnas ribosomales: 1) Aquellas que son ensambladas con
el rARN en el ndcleo y se mantienen unidas a la molécula de
TARN hasta su paso al citoplasma. 2) Protefnas que recam—-—
bian "in vivo" entre el ribosoma y la protefna soluble del-
citosol, y que se caracterizan por su aparicién en los ribo
somas adn cuendo le sintesis de éstos no se lleva a cabe., -
"In vitre" permanecen como parte del ribosoma aln bajo con-
dicienes rigurosas de lavado con soluciones de elevada fuer
za iénica o baja concentracién de magnesio o ambas. A este-
tipo de protefnas se les denomina también de recambio. 3)-
Todas aquellas proteinas que son removidas del ribosoma por
lavadoiriguroao (0.5M KCl1). Estas son por lo general protef

nas adsorbidas de manera adventicia.

'1.2.2,1. Fosfoproteinas Ribosomales.

Entre el grupo de pretefnas ribesomales, merecen especial
atencidén las protefnas fosforilades dade el establecimiento
de dos hechos muy importantes relacionados con el metabolis
mo del fésfore. El primere de e¢lles se refiere & la inexis-
tencia en les organismos euceriotes de un factor estringen-
te en la sintesie de guanosin tetra y penta fosfato (37-39)
De hecho las células eucarietas no producen ppGpp ni ppGppp
de allf que deben tener @lgin otro medio &ain no definide pa
ra regular la sintesis de sus componentes ribosomales. ElL -
segundo hecho que debe resaltarse, es el concerniente & la-
posible fosforilacién de las protefnas ribosomsl es eucario-
tas, fosforilacién que no se efectlia en las protefnas ribe-
somales de organiamosprocariotas.

El hecho de que algunas protefnas ribosomales estén fosfo
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riladas fue reportado inicialmente por Kabat (40) y Loeb —-=
(41). Después siguieron demostraciocnes sobre la fosforila—-
cién de protefnes ribosomales por proteincinasas tanto en--
dégenas como exbgenas; ademfs, que la fosforilacién de ribo
somas por proteincinasas "in vitro" no afecta ningune de —--
las reacciones parciales ensayades de la sintesis de protel
nas (42) y que su desfosforilacidn no altera su capacidad -
de traducir moléculas de mARN (43). Por lo que es posible -
que la fosforilacidén altere una funcién ribosomal que no eg
té relacionada con la sfintesis de protefnas o afecte alguna
funcién que no se haya podido ensayar "in vitre" (tal como-
la fidelided de la traduccién). A pesar de gque se esperaba,
con gran expectacién haller repidamente une funcibén a tal -
fosforilacién, muy probablemente en la regulacién de le ac-
tividad ribosemal (objetive aln ne legrado), existen buenas
razones para penssr que la fosforilacién de las protefnas -
ribosomales es muy importemte:s 1) EL hecho de que la fosfo
rilacién de tales proteinas esta limitada nermalmente & un-
nimero reducido de entre las setenta u ochenta proteinas —
que constituyen 8l ribesoma y 2) Que dicha fosforilacién -
se ha conservado em tedo el reino eucariota, desde los més-
primitivos como Artemia saline (44) y Saccheromyces cerevi-
siae (47-49), plantas (45), hasta mam{feros tales como cone
jo (40), rata (41) y humano (46). Una revisién sobre la fog
forilacién de protefnmas ribosomales eucariotes y su contrel
se encuentra en los trabajos de Kabat (1974), Woel (1979) ¥y
Leader (1980).

11, Protefnas Ribosomales de Saccharemyces cerevisige.
II.l. Protefnas Ribeosomales.

Se han identificado mediante electroforesis bidimensional
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en geles de poliacrilamide sesenta y siete protefinas ribeso
males en la levadura S. cerevisige. Treinta y siete pertene
cen & la subunidad mayor y treinta a la subunidad menor. Co
mo en el caso de bacterias y células de mamffero, casi to-——
das las protefnas son muy bésicas y migran hacia el cétodo-
a un pH de 8.6. En la figura 12 se observa el sistema de nu
meracién de las proteinas bdsicas separadas por electrofore
sis bidimensional (pH 8.6 x pH 4.5). De entre las sesenta y
siete protefnas ribosomales, cuatiro de la subunidad mayor y
seis de la subunidad menor peseen a pH 8.6, carge negativa,
es decir son dcidas; tales protefnas se aprecian también me
diante el mismo sistema de electroforesis y su separacién -
se muestra en la figura 13.

Una caracterizacidn electroforética bidimensional muy d--
til e importante es la conseguida a pH 5.0 x SDS, que re=--
suelve la mayor{a de las protefnas ribosomales. En la figu-
ra 14 se sprecia dicho patrén electroforético, este esguema
es muy impertante para los propésites del presente trabajo-
¥y se volverd a &1 més edelante en otra seccidn. Wermer y ——
Gorenstein repertarem que para la mayor{a de dishas protef-
nas, existe una correlaciém 1:1 entre eucarietes tam separa
dos como lo son el hombre y la levadura (55). Sebre la sin-
tesis de protefna ribosomel, su control y su ensamblaje al-
ribosoma pueden revisarse las citas 51 a 54.

11.2. Posfoproteinas.

De entre las sesenta y siete protefnes ribosomales de S.-
cerevisiae, Zinker y Warner, reportaron en 1976 que cinco -
de ellas son fosfoprotefnas y que dicha fesforilacién ecu--
rre "in vivo". El fesfato aseciado a las protefnas es insen
sible a altas cencentraciones de RNasa A y T2. Al ser some-

tidas a hidrolisis 4cida se obtienen residuos de fosfoseri-
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ne y fosfotreonina. En la Tabla 3 se enlistan algunas carac
teristices de las protefnas en cuestién, denominadas de Pl-
a P5.

Existen evidencias que sugieren que la protefina P2 es la-
equivalente, en levaduras, a la fosfoprotefna S6 de higado-
de rata estudiada por Weol (1979). Por otra parte la protef
ne P3 es idéntica en sus caracterf{sticas electroforéticas a
S27, una de las cinco protefnas 4cidas de la subunidad 408S.
Se ha sugerido que ambas pretefmas se lecalizan en la inter
fase de las subunidades 405 y 60S, y que probablemente se -
encuentren involucradas en el enlace del mARN o la unién --
del tARN~péptido naciemte al complejo de sfntesis o bien am
bos casos. La protefna P4 se observa come une mamche muy dé
bil en el sistema electroferético pH 8.6 x pH 4.5, sin em——
bargo su apreciacidén es clara en un sistema pH 8.6 x SDS. -
Respecto a P5 debe seflalarse que es una protefma de recam—-
bio identificada inicialmente con las protefmas L35 y L36,-
que actualmente se designa come L44 y L45 (57). Su fosfori-
lacién sigue siendo de muche interée ya que se piensa que —
tales proteines sean homélogas a las protefnas L7/L12 de —-
E. coli implicadas en todes los pasos de hidrolisis de GIP-
durante la sfntesis de protefnas.

Ninguna de las fesfoprotefnas mencienadas (Pl a P5) se en
cuentra involucrada en la sintesis de ribeosemas, es decir,-
su fosforilacién ocurre de manera independiente a la sinte-
gis de ribosomas. Por el contrarie, si se inhibe la sinte—-
sis de proteinas cem cicloheximidae o mediante un mutaente —-—
termosensible para la sintesis de prote{mas, a excepcidn de
P2, la fosforilacién de las pretefnes se ve inhibide consi-
derablemente, lo cual lleva a pensar que realizan alguna -

funcién en le sintesis protéica. Pese a que se ha reportado
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TABLA 3. Caracterfsticas de las cinco fosfoprotefnas ribosomales de
Saccharomyces cerevisiae, reportadas por Zinker y Warner.

Degignacién

21
P2

P3
P4

PS5

Peso

Molecular

40 000
31 000

22 000
15 500

13 700

Localizacidn Carga a
pH 8.6

608 Neutra?
4087 Bgsica
4087 Acida
polisomas Acilda

608 Muy Acida

Comentarios
De Recambio
Dos Especies:
85/86
527
Una protefna
menor

Dos o més es-

peciess L34/L35
De Recambio

=, Las protefmas P2 y P3 se encuentran exelusivamente en la subunidad 40S
8 elevada fuerza idénica. A bajas concentraciones de liagnesio, P2 y P3-
se distribuyen emtre las subunidades 605 y 408.



la unién de fosfoprotefmas a moléculas de mARN en células -
de mam{fero (58,59), en levadura aln es incierto el que al-
guna de las proteinas Pl & P5 interaccione con el mARN.

111, La Fosfoprotefna Ribosomal Pl de Saccharemyces cerevisiae

II1.1. Carecteristicas de Pl.

La fosfoprote{ne Pl junto con P5 se localizan en lea subu-
nidad 60S y ambas sem protefnmas de recambie. Como se sefiala
en la Tabla 3, Pl es une de los componemtes de alto peso mo
lecular del ribesema., Miemtras que el resto de las fesfopre
tefnas tienen un comportemiento electreforético definido —-
& pH 8.6, Pl aparentemente noe se desplaza a este pH, ni & -
pH 5.0 6 pH 3.2. En el sistema pH 8.6 migra ligeramente ha-
cia el 4node como una lfnee gruesa (figura 14). La migre—--
cién electroforética de Pl se logra sdlo con la presencia -
de S5DS en el gel. Estas propiedades han llevade a pensar ——
que Pl sea una protefma hipermodificada.

Si se corre unma muestra de protefna ribosemsl totel em —
gel de poliacrilamida en presencia de 5DS, Pl aparece ecu--
pande el tercer sitio en direccién al dnedo, en forma de —-—
dos bandas edyacentes. La suma de esas dos bandas mostré --
que hay casi 1.5 mel de protefns/mel de ribosemas (00). En-
otras palabras, de acuerdo con ese dato Pl se encontrarfa -
en la mitad de les ribosemas, No esta claro si ello repre--
senta unse mezcla de ribosemas aislados en diferentes etapas
del ciclo peptfdico, o si se éebe & una real heterogeneidad
en le poblacién ribosemal.

Debe sefialarse que pese a ser une protefna de recambio —-
(le cual sugiere una funcién importante), Pl se considera -
sin duda como pretefna ribosemel de acuerdo & los criterios
operacionales definides por Warner (36). Se encuentra pre--

sente en cantidades estequiométricas en ribosomas que han -
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sido purificados rigurosamente con soluciones de gran fuer-
za iénica (KCl 0.5M) tal como lo describen Woel y colabora-
dores (61). Se ha establecido que Pl no participa en la re-

gulacién del ensamblaje del ribosoma dentro del micleo.

III.2. Avance en el Estudio de Pl.

El estudie de Pl se vié restringido por la carencia de —-
tecnolegfa adecusda y per la atencién que se presté a P5 da
da su probable homelegfa funcional con LT/L12 de E. coli. -
Mas en 1981, en el laboratorio de Zinker, se reinicié su es
tudio (62) debido a la optimizacién de un sistema electro--
Torético bidimensiensl pH 3.2 x SDS. Mediante este sistema-
se pudo eobservar cleramente la presencia de Pl en dos esta-
dos diferentes (figura 15): umo fosforilade (Pl') y otro —-
desfosforilado (P1l), lo cual sument§ el interés por dicha -
pretefna. Igualmente impertantes som las evidencias de que-
Pl se une a una molécule pequefia de ARN muy probablemente -
al rARN 5S (62,63). Como se describié santeriormente el rARN
55 se une &l ribosoma en estadios intermedios durante su en
samblaje en el ndcleo y es indispensable para el funciena--

miento del ribosoma.

II1.3. Objetivos de Trabajo y Perspectivas,

Como se ha memcienado, pese & los esfuerzos realizades en
el estudio de Pl, siguen sin ser aclaredos &8lgunos puntos,-
que son les que dan pie a la realizacién de este trabajo. =
Lstos son:

1. Esteblecimiento de un sistema de electrofore--
sis que permita caracterizar a Pl.

2, Determinacién del punto isoeléctrico de Pl,

3, Disefie de un método de purificacién para Pl.

Los objetivos sefialados son ciertamente ambieciosos, mas -

de conseguirse, darfen cemo consecuencia herramientas para-
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un trabajo més emplio y acelerado. Tomendo como ejemplo el-
tercer ebjetivo, puede sefialarse que si bien es cierto que-
une de los problemas en el estudio de las protefnas ribeso-
males eucariotas es la dificulted de su aislawmiento y puri-
ficacién, de obtenerse un método acertado para Pl, dicho mé
toedo podria plicarse al aislawiento de otras protefnas. Mes
adn, la conjuncién del primer y tercer objetivos abrirfan -
el camine a un estudio sobre la relacidén entre protefnas ri
bosemeles de diversas especies. Asimismo darian herramien——
tas para conseguir anticuerpos sentra estas protefnas e in-
tentar estudios referntes a su posible funcién. A pesar de-
que estas aseveraciones tienen un elemento especulativo, re
sulte interesante contemplar las perspectivas gue se abrir{

an ante un resultado positivo de este trabajo.
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MATERIALES

1. Material Bioldégico.

1.1. Células. En el presente trabajo se empled la ceps de —-
Saccharomyces cerevisiae A364A ATCC 22244, --
haploide (a, gal, ade 1,2, ure 1, his 7, lis 2,
tir 1)(74).

2. Medios de Cultive.

YPAD

Componente Concentracién (g/l1)
Extracto de Levadura 10

Peptona 20

Agar 20

Dextrosa 20

Sulfeto de Adenina 0.03

Y-l (Medio pare Levadura)

Componente Concentracién (g/l1)
Extracto de Levedura 5

Peptona 10

Acido Succinice 10

YNB (Base Nitrogenmada de

Levadura sin eminoédcidos) 6.7
Glucose 10

NaOH 6



SC_(Sintético Completo)

Componente Concentracién (g/1)
Acide Succinico 10
NaOH 6
Glucesa 20
Adenina 0.02
Urecile 0.02
Lisina 0.0625
Hietidina 0.05
Tiresina 0.05
YNB (Base Nitrogeneda de

Levadura sin aminefcidos) BT

SCM (Sintétice Cempleto Magnesie). Idéntice al medio SC
mée 98.6 g de Sulfate de Mzgnesio (0.4 M lg504).

3. Selucién pera el Fraccionamiento Celulear,
3.1. Selucién amertiguasdora LHB pera le lisis celuler.

NaCl 0.1 M
chl2 0.03 M
Trie de pH 7.4 0.01 M

3.2. Solucidén smortiguasdora utilizada para lever los riboso--
mas (colchén de sacarosa).

Selucién 3.1. 15%
Sacarosa 5%
Sulfato de Amonio
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3.3. Selucidn amortiguedora 10~

> para lavar y resuspender la-

fraccién ribosomal.

NaCl 0.1 M
HEPES 0.01 M
HgCl2 0.00001 H

4. Soluciones para la electroforesis en geles de poliacrilami-

da.

4,1, Geles Unidimensioneles &l 12% de poliscrilamida-SDS.

4.1.1.

4,1.2.
4.1.3.
4.1.4.
4.1.5.

4.1.6.

4.1.7.

Acrilamida recristalizads 30%

Bis-acrilamida recristalizada 0.8% en H20 bidestilade.
Tris de pH 8.8 1: M

SDS &l 10% en H20 bidestilada.

Tris de pH 6.8 0.49 M
Persulfato de amonio 10% en H20 bidestilada.
Amortiguador para diselver las muestras de protefna.
Selucién 4.1.2. 1 ml
Solucién 4.1.4. 1 ml
2- (3 mercaptoetanol 0.1 ml
Glicerol 1 ml
Rojo de fenol &l 10% 0.1 ml
520 6.8 ml
Amortizuador de corrida.

Glicina 14.4 g
Tris 3.0 [
Solucién 4.1.2. 10.0 ml
H20 hasta 1000 ml
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4.2, Geles bidimencionales de poliascrilamida pH 3.2 x SDS.

4.2.1.

4.2.2,

4. 2.3.

4.2.4.

4-2-5‘

4‘ 2.6.

4. 2. T'

Acrilamida recristalizada al 60%
Bis-acrilamida recristalizada 0.4% en H20 bidestiladsa.

Acvide azcético glacial 43.2 ml
TEMED 4.0 g
H20 hasta 100 ml

Persulfato de Amonio @l 0.2% en Urea 10 H.

Amortiguador pare disolver las muestras de protefna.

Uree 6 M
Acido acético 0.5 M
Sacarosa 20 %
2-@mercaptoetanol 1 %
Rejo de Pironina 0.1%

Amortiguader de cerrida para la la., dimensién

Acido acético 0.9 N
Solucién para equilibrar el gel de l& la. dimensidan --
pera la electroforesis en la 2a. dimensién,

Tris 0.5 M

SDS 1 %

pH 6.8 con HCL.

Gel de poliacrilamida para la 2a, dimensién.

Exactamente igual a8l descrite en el inciso 4.1.

4,3, Geles bidimensionales de polimcrilamida pH 5.0 x SDS.

4.3.1.

Solucién para preparar el gel de la la. dimensidén.

Acrilamida recristalizada 4 %
Bis- acrilamida recristalizada 0.1%
Urea 8.0 N
Bis-Tris ' 0.057 M

Ajustar & pH 5,0 con Acido mcéticc glacial.
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4.3.2. Solucién para disolver las muestras de protefna.

Urea 8.0 M
2- @ mercaptoetanol 10 %
Glicerol 10 %
Acido acético 0.1%
Fucheina Bésica 0.01%

4.3.3. Amortiguadores pare la electroforesis em la la. dimen—
sién,

4,3.3.1, Electrodo Superior (+)
Bis-Tris 10 wi de pH 5.0 ajustado con Acido acético

4.3.3.2, Electrodo inferior (=)
Acetato de Potasie 0,179 de pH 5.0 ajustado con Acido-
acético glacial.

4,3.4. Solucién para equilibrar el gel de la la. dimensién —
pare la electroforesis en la 2a. dimensién.

Urea 4.0 M
Tris 0.5 M
SDS 1 %

pH 6,8 con HCl.

4.3.5, Gel de poliecrilamida para la 2a, dimensién.
Idémtico &l descrite en el inciso 4.1,

4.4. Gel de poliacrilamide para isoelectroenfoque.

4.4.1. Acrilamida recristalizada 19.5%
Bis-acrilamida reecristalizada 0.53%
en H20 bidestilada

4.4.2. Anfolinas,

4.4.3. Persulfato de Amonie al 1.5% en H20 bidestilada.,
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4.4.4. Solucién para disolver las muestras de protefna.

Anfolinas 2 %
Urea 8.0
Sacarosa 5 %

4.4.5. Amortiguadores de corrida.

4,4,5.1, Electrodo superier (+)
Acide Fesférico 1.7%

4,4,5,2. Electrodo inferior (-)
Etilendiamina 2% en Urea 6 M.
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1.

24

METODOS

Esterilizacién de los Medies de Cultive.

A excepcidén de la glucosa &l 50% y el YNB que se esteri--
lizaron por filtracidén, con papel filtro Millipore tipo HA-
con poro de 0.45 B de didmetro, el resto de las soluciones-
de los medios, se esterilizaron por celor himedo a 120°C ea-

proximedamente; es decir, a 15 lb/in2 durante 20 minutos.

Condiciones de Cultivo.

La cepa se mantuvo en medio YPAD a 4°C, resembrandose ce-
da cuatro meses. Una asada de la cepa crecida en medio YPAD
se resuspendié en 50-80 ml de medio YM-1 y se incubé duran-
te 72 horas a 23°C en agitador rotatorio New Brunswick mo--
delo G 76, hasta que el cultive alcenzé la fase estaciona~--
ria tardfe (stock). El stock se mantuve & 4°C y se renové -
cada cuetro semanas,

A menos que se indique lo contraric, pe&ra tedes los expe-
rimentos se emplearen 2 litros de medio SC inoculando con -
el stock de A364A en una dilucién de 1:100. Los cultivos ——
fueron incubados & 23°C con agitacién rotatoris, hasta una~-
concentracién de 1-2 x 10' células/ml (40 & 80 U. K. filtre
rojé, en un colorfmetro Klett-Summerson).

Preparacién de Esferoplastos.

A fin de lograr un rendimiento méximo en la obtencidn de-
protefna ribosomal total, en ocasiones se procedié a la pre
paracién de esferoplastos.

Al llegar el cultivo & la fase logarftmice (40 a 80 U.X.)
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las células se cosecharon por centrifugacién a 5 000 rpm, -
(Sorvall modelo RC2-B) durante 5 minutos en un retor GS-3 -
de Sorvall Instruments y se lavaron por dos ocasiones con -
aproximadamente 50 ml de agua bidestilada estéril fria (ya-
que las sales inhiben a la glusulasa). La pastilla de cé-—-
lulas se resuspendié en Sorbitol 1 M estéril (10 ml de Sor-
bit0l/1000 ml de cultivo) y se afiadié glusulese sl 1% con —
respecto &l velumen de Sorbitel. Bajo este tratamiento, las
células se mantuvieron en agitacién suave durante 30-40 mi-
nutos; pasado dicho tiempo se transfirieron suavemente 8 —-
medio SCM (llevando 8l volimen original del cultivo) y se -
permitié su recuperacién metabélica durante dos horas. Una-
vez recuperados los esferoplastos, se les afiadié ciclohexi-
mide (100 ug/ml) y se enfriaron bruscamente virtiendolos en
Sorbitel 1 M comgelade. Se empaquetaren mediante centrifu--
gacién & 10 000 rpm por 3 minutos, deshechende el sebrena-—-
dente y finalmente se resuspendieron en LHB (1/10 del vold-
men original del cultivo) para der paso al freccionamiep——-

to celular.

4. Praccionamiento Celular.

4.1. Obtencién de la Fraccidén Ribosomsal,

Una vez alcanzada la concentracién de células deseada, el
cultivo se coseché por centrifugacidén utilizando una cen-—-—-
trifuge Sorvall refrigerads modelo RC2-B, & 5 000 rpm du-——-
rante 8 minutos y entre 4-10°C en un roteor GS-3. La pasti--
lla celuler se lavé en dos ocasiones con 50 ml de agua bi--
destilada estéril fria. Ya lavado, el paquete celular se —-
resuspendié en aproximadamente 10 ml de la solucién 3.1. y-
ge transfirié a una botella de agitacidén B. Braun corres-—-
pondiente & un agitador de la misma marca tipo 7853030; &~=

fiandiéndose ademés 15 g de perlas de vidrio con un didmetro
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de 0.45 = 0.5 mm, Se procedié a la lisis celular mediante -
pulsos de 15 segundos de agitacidén, seguidos de pulsos de -
reposos de igual tiempo; la rupture se verificé al micros—-—
copio Sptico. Con la seguridac de haber lisado la mayorfa -
de las células ( 95%), se procedié a colecter la suspsnsidn
por succidn y & lavar las perlas de vidrio cuantas veces ——
fue necesarie, & fin de optimizaer sl rendimiento; juntando-
al final la solucién de lavado y la de lisado, hasta ajus--
tar 180 ml y se mantuvo en hielo.

A continuacién se afiadié DOC hasta una concentracién de -
0.5% y se agité magneticamente por 5 minutos, luego de los-
cuales se agregé BRIJ hasta 0.5% manteniendo la agitacién.-
Al cabo de 5 minutos se procedid a centrifugar la solucién
durante 10 minutos & 10 000 rpm en el rotor S5-34 de Sor——-
vell Instruments. El sobrenedante se colocd sobre 4 ml de -
solucibn 3.2. en tubos del rotor 60 Ti de Beckmen y se cen-
trifugé durante 3 horas & 55 CO0 rpm a 4=6°C en una ultra--
centrifuga Beckman modelo L&-55. Completada la centrifuge—-—
cién el sobrenadente se descarté por succién y la pastilla-
obtenida (fraccién ribosomal) se lavéd 2 veces con 2.5 ml de

1la solucién 3.3. mediante rotecidén cuidadosa del tubo, des-

‘hechando la solucidn de levado.

Extraccién de la Protefna Ribosomal Total con Acido Acétice

g .

La fraccién ribosomel obtenida como se indica anteriormen

te, se resuspendid en 2.5 ml de la solucién 3.3., mediante-
agitacién magnétice y auxiliandose de una pipeta Pasteur se
llada en su extremo més eangosto, ya que la pastilla obteni-
da tiene una consistencia gelatinosa bastante firme. Disuel
to el paquete ribosomal se afiadieron 2.5 voldmenes de Acido

acético y 0.1 volimen de Mg012 1M simulteneamente, mante——-—
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niendo la agitacién en hielo. Luego de 30 minutos la solu—
cidn se centrifugé & 10 000 rpm durante 15 minutos y el so-
brenadante conteniendo la proteina se dielizé colocédndolo -
dentro de un tubo de didlisis, contre icido acético 0.5 N -
durente 32 horas & 4°C con cambios de solucién cade 8 horas

Por dltimo, se liofilizé y se conservd en refrigeracién.

6. Electroforesis Unidimensional en Geles de Foliecrilamida.

6.1. Prepcracién de Celes &l 12% de acrilemide en presencia -
de SDS.
Los geles al 12% de acrilemide-SDS se prepararon de 9.5 --
cm x 12,80 cm, en placas de vidrio de 16.50 cm x 14,00 cm y
separadores de 2-3 mm de espesor, en una cfmare de electro-
foresis en placa.
Se preparé un gel separador mezclendo en un matraz Erlen-—

meyer de 150 ml, inmerso en hielo:

Selucién Voldmen
4.1.1. $ 12 ml
4.1.2. 11.25 ml
4.1.3. 0.3 m
H20 6.25 ml

este solucidén se desgasificé menteniendola &l veacio dursante
60-30 segundos y agitando vigorosamente. A continuacién se-
afiadieron 25 pl de TEMED y 120 ml de la Solucidén 4.1.5. re-
cién preparada, Inmediatamente después la selucidén se vacié
entre las placés de vidrio cuidando de que no quedaran bur-
bujas de aire atrapadas entre las placas. Con el fin de que
el borde superior del gel quedara parejo, se estratificé —--
cuidadosamente SDS al 1% y se permitié que la solucidn peli
merizare & temperatura ambiente. Ya gque hubo polimerizado -

el gel, la solucién de SDS se retiré por absorcidn.
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Cen el objeto de que las muestras de protefna penetraran-
cempactadas y &l mismo tiempo en el gel separador, sobre es
te e preparé un gel concentrador de la siguiente forme: en

un matraz Erlenmeyer de 50 ml inmerso en hielo se mezclaron

Selucidn Veliumen
4.1.1. 1. 33 ml
4.1.3. 0.3 ml
4.1.4. 1.25 ml
H20 7.2 ml

se desgasified le solucidn sometiéndola gl vacio durante —
30-60 segundos cen agitacidn vigorosa. En seguida se agrega
ren 0.1 ml de la solucidén 4.1.5. recién preparada y 5 pl de
TEMED. Al momento se vacid la sclucién entre las placas de-
vidrio sobre el gel separasdor cuidande que ne quedaren bur-
bujes de aire atrespades entre las placaes. La polimerizaciénm
ce llevo & cabo & temperatura ambiente.

€.2. Preparacién de las muestras para les geles 8l 12% de a--
crilamida~SDS.

6.2.1. Protefna liefilizada.

De la protefna ebtenida como se indica en el incise 5 de-
este seccién, se tomaron 60-100 pg y se diselvieron en ——-
I15-20 pl de solucién 4.1.6.. La muestra se colocd em los po
cillos del gel mediante una micropipete, toda vez que el re
servorio superior hebfe side llenado con el amortiguador de

corrida correspondiente.
6.2.2. Proteina obtenida de geles &l 12% de acrilamide-SDS.

El trozo de gel al 12% de acrilamida-3DS conteniendo la -
protefnz se coleocé en aproximademente 50 ml de etanol 50%,-
&cido acético 7% y se agitd magneticamente durante una hora

con un cambio de selucién a los 30 minutos. A continuacién-
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se pasé a un matraz Erleameyer com 50 ml de la solucién ——-
4.3.6. y se Bgité durante 30 minutos minimemente. Luege de-
este tratamiento el troze de gel me colocd como muestra em—
los pocilles auxiliandose de unas pequefias pinzas., Previa--
mente se llené el reservorio superior cen amertiguador de -
corrida y se cuidé que mo quedaran burbujas bajo el gel uti

lizado como muestra.
6.3. Cendiciones de corrida,

Tanto el reserveorie superior como el imferior se llemaren
cen la solucién 4.1.7. evitando que quedasen burbujas bajo-
la parte inferior del gel. La electroforesis se realizd ha-
cia el dnode & 110 Veltios desde um principio y se detuvo -
una vez que el marcador (citocremo C) se emncontrzba a 1 cm-
del extremo inferior del gel, leo cual ecurre &alrededor de 3
a 3,5 horas. La electroforesis se llevo & cabe & temperatu-
re ambiente sun cuando pueden obtenerse mejores resultados-

si se realiza & 10°C.

7. Eleetroferesis bidimensienal em geles de peliacrilamida —-

pH 3.2 x SDS.

7.1. Preparacién del gel de peliacrilamida pH 3.2 de la prime
ra dimensién.

La primera dimensién se realizd em un gel de peliacrila--
mida de 5 mm de didmebre x 80 mm de largo, en un tube de vi
drio de 5 mm x 120 mm. Pera su preparacién se utilizé un ma
traz Erlenmeyer de 50 ml inmerso em hiele al que se &fiadie-
ron las siguientes seluciones en el erden y cantidades que-

a continuacién se indican:

Solucién Velumen
4.2.4. : 5 ml
4.2.2. 1 ‘ml
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4.2.1. 1 ml

H20 1l m
Menteniende el matraz en hielo, se procedid & desgasifi--
car la selucién mediante su expesicién al vacfe por 60-90 -
segundes mfnime y con agitacién. La solucién se colocéd en -
los tubes (aproximadeamente 2 ml de solucién por tubo) cui--
dando que no quedaran burbujas de aire en el fondo. A conti
nuecién se colocd una capa de la solucidn 4.2.5. evitando -
e mezclaran y se permitié la polimerizacién a temperatura-

ambiente.
7.1.1. Preparacifn de las nuestras,
7.1.1.1. Protefna liefilizada.

Se pesaron generalmente 700 pg de protefna que se disol--
vieron en 150-200 pl de solucién 4.1.4. y se colocaron me--

bre el gel, mediente una micrepipeta.
7.1.2. Condiciones de corrida para la primera dimensién.

En ambos reservorios de la clmara de electroforesis se va
cié solucién 4.2.5. y los geles se precorrieron durante la-
noche a 50 V, utilizando como marcador 15 . de la solucién
4.2,5.. Se colocarcon las muestiras y se llevo & cabo l&a elec
troforesis hacia el cdtodo a un voltaje constante de 110 V-
durante 3 horazs o hasta que el rejo de pironina de la solu~-

cién 4.2.4. alcanzé el fondo del gel.
7.1.3. Bquilibrio del gel cilfndrico para la segunda dimensién

El gel de la primera dimensidn se extrajo del tubo median
te la inyeccién de sgua entre el gel y la pared del tubo e-
través de una jeringe cen aguja lerga (74 mm). Con el obje-
to de elevar el pH del gel y variar la carga de las protef-
nas por asociacién con SDS, se colocd el gel en 80 ml de la
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solucién 4.2,6. y se agité durante 30 minutos.
T7.2. Preparacién del gel para la segunda dimensién.

Como segunda dimensién se utilizé un gel en placa al 12%-
de poliacrilemida-SDS idéntico al descrito em el inciso 6 -
de esta seccidn.

7.2.1, Condiciones de corrida de la segunda dimensién,

Las condiciones son exactamente iguales & las de una elec
troforesis unidimensionel en geles al 12% de peliacrilami--
da~SDS, descritas en el incime 6.3.

8. Electroforesis bidimensional en geles de poliacrilamida -—

pH 5.0 x SDS.

8.1. Preparacién del gel de poliacrilamida pH 5.0 para la pri
mera dimensidn.,

La primera dimensién se llevd a cabo en un gel de 5 mm de
didmetre x 100 mm de largo emn un tube de vidrie de 5 mm x -
120 mm. La preparacién de este gel fue muy sencilla ya que-
consistié unicamemte em vaciar en un matraz.Erlenmeyer de -
50 ml en hiele, un veldmen de la solucién 4.3.1l. cerrespon-
diente & la cantidad de gel deseada y posteriormente se afia
dieron 6 pl de persulfato de amonie &l 10% (fresco) y 2 pi-
de TEMED por mililitre de solucién 4.3.1l.. A continuacién =
este solucidén se desgasificéd mediante su exposicidén &l va--
cfo con agitacién vigorosa durante por 1o menos 1 = 1.5 mi-
nutes, completade lo anterior la solucién se vacié en los -
tubos hasta slcanzar la elture deseada y se recubrié con u-
na capa de agua evitando en lo posible que se mezclara con~
le solucidén de gel, Efectusda la polimerizacién se sustitu-
y6 el agua por selucién 4.3.3.1.

8.1.1. Preparacién de las muestras.
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8.1.1.1. Proteina liofilizada.

Aproximadamente 700 pre de protefna liofilizada se disel——
vieron en 150 a 200 pl de solucidn 4.3.2., las muestras as{

preparadas se colecaron sobre el gel con una micropipeta.
8.1.1.2., Protefne ebtenida de geles sl 12% de acrilamida-SDS.

Un trozo de gel 8l 12% de acrilamida~SDS conteniende una—
protefna, se mantuve con sgitacién durante por lo menos 30-
minutos en 50 ml de etanol 50%, &cido acético T#%, y poste--
riormente en 10 ml de solucidn 4.3.2. con agitacién durante
30 minutos. La muestra as{ preparada se colocéd sobre el gel

de la primera dimensién con auxilio de unas pinzss,
8.1.2. Condiciones de corrida para la primerz dimensién.

En el reservorio superior de la cdmara («) se celocd la -
solucién 4.3.3.1., mientras que en el inferior (-) se cole-
¢é solucidén 4.3.3.2.. La electroforesis se hizo a temperatu
ra ambiente y se remlizé hacia el cltode & 90 V hasta que -
el colorante del amortiguador de mustra alcanzé el extremo—

inferior del gel (7 2 9 horas).
8.1.3. Equilibrio del gel cilindrice para la segunde dimensién

La extraccién del gel se hizo introduciende agua por me——
dio de una jeringa con aguja largae (74 mm) entre el gel y -
la pared del tubo. A fin de elevar el pH del gel cemo de in
troducir en &1 SDS y con elle modificar la carga de las pro
tefnas, se colocéd em 80 ml de la solucidén 4.3.4. y se mantu
vo en agitacidén magnética durante 30 minutoes.

8.2, Preparacién del gel de la segunda dimensién.

Le segunda dimensidén consistid en un gel al 12% de polia-
crilamida-SDS en place, cuya preparacién se describe en el=-
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inciso 6.
8.2.1. Condiciones de electroforesis para la segunda dimensidén

Se siguieron las mismas condicienes establecidas en el in
ciso 6.3. para electroforesis unidimensional en geles 8l —=
12% de poliacrilamida~SDS.

9. Isoelectroenfoque en gel de poliacrilamida,.

El sistema de isoelectroemfoque =se compuse de una capa de
gel de poliscrilamida (70 mm de longuitud)y una cepa de so-
lucién (12 mm de alto) sobrepuesta a la capa de gel. Ambas-
capas centenfan 2% de anfelinas, Urea 8K y Sacarosa al 5.

9.1. Preparacién del gel de poliacrilamida.

Fue un gel cilindrico de 5 mm x 70 mm, Para preparar dos-—
mililitres de solucién de gel (casi 1.6 ml per tubo), em un
tubo cénicoe gradusde se disolvieren 0.96 g de Urea en H20 -
hasta alcanzar un velimen de 1.3 ml y se afiadieron 0.5 ml -
de selucién 4.4.1. y 0.1 ml de moluciédn 4.4.2.. A continua-
cién se desgasificé la solucién mediante su exposicidn al -
vacfe y con agitacién vigorosa. Pesteriormente se afiadieron
0.1 ml de l& solucién de persulfato de amenio al 10% (fres-
eo) y 1.5 Jl de TEMED, que se mezclaron mediante rotacién.-
Inmediatamente la selucién de gel se vacid a los tubos (ye-
que la polimerizacién se efectia muy rdpido) hasta alcanzar
70 mm de altura & partir del fondo y se recubrié con ague,-
la cual luego de 1 & 2 horas fue reemplazada por selucién -
4.4.4..

9.2. Preparacién de las muestras,

Se utilizaren como muestras las manchas correspondientes-
a la protefna Pl en sus dos formas, obtenidas en sistema e~
lectroforético bidimensional pH 3.2 x SDS. Antes de ser so-

metidos a electroenfoque, los fragmentos de gel se coloca—-
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ron en un matraz Erlenmeyer com 50 ml de dcido acético al -
T%, etanel &l 30% y se mantuvieron con agitacidén magnética-
durante 1 hora cen cambie de solucién a los 30 minutos. A -
continuecién se transfirieron & 15 ml de acetona a -20°C y-
se agitaron hasta quedar deshidratados (aproximadamente 15-
minutos). Se descarté la acetona y & los fragmentos de gel-
se les pasé une ligera corriente de aire con el fin de eli
minar le acetona completamente. Por dltimo los fragmentos -
de gel fueron rehidratados en 2.5 ml de solucidn 4.4.4., y &
gitados a temperatura ambiente durante 15 a 20 minutos o --
hasta alcanzar la demnsidad de la selucién. Las muestras as{
tratadas fueron colecadas sobre el gel para isocelectroenfo-
que y se recubrieron con solucidn 4.4.4. hasta alcanzar una
altura de 82 mm a partir del fondo del gel.

9.3. Condiciones de corrida.

En el reservorio superior (+), sobre la solucidn #4.3.%. -
que recubria las muestras se colocé cuidadosamente dcido —-
fosférico al 1.7%. En el reservorio imferior, se colocé una
solucidén de etilendiemina al 12» en Urea 6M. El iscelectro-
enfoque se realizé en un cuarto frio cen una corriente cons
tante de 1 mA/gel hasta alcanzar un veltaje de 150 V y a —
partir de ese momente & veltaje cemstante de 150 V per 15 -

horas més,

10, Tincidén de los geles de poliacrilamida.

Todos los geles se tifieron mediante 40 a 45 minutos de &=-
gitacidn en Azul Brillante de Coemasie G-250 al 2% en dcido
acético 21 7%, metenol al 50%. A excepcidn de los geles de-
isoelectroenfoque, los cuales antes de ser tefiidos se colo-
ceron en Azul Brillante de Coomasie G=250 al 2% en Acido -~
tricloroacético el 12.5% por una hora y luego en H,0 bides~
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tileda durente 2 & 3 horas con cambios a los 40-45 minutos;
el resto de los geles se tifié inmediatamente después de com
pletada la electroforesis. La fijacién de los geles de iso-
electroenfoque en Acido tricloroacético antes de ser tefii--
dos,reduce bastante la intensidad del color de fondo provo-
cado por les anfolinas. Les geles fueron destefiidos egitan-
dolos durante toda lea noche en Acido acético al T%, metanol
8l 30%. Nuevamente los geles de isoelectroenfoque fueron la
excepcién en cuanto al tiempo necesario para ser detefiidos-
y en cuanto a la visualizacién de las bendas de proteina, -
y& que mientras en los demés geles embos procesos implica—-—
ban un méxime de 18 y 6 horas respectivamente, en &stos las

bandes tardaban en ser visuslizadas haste tres dias.



RESULTADOS

1. Patrén Electroforético de la Protefna Ribosemal Total.

1.1, Electroforesis Unidimensienal.

La electroforesis unidimensionel en geles es un método —-
simple y répido para la caracterizacién de protefnas, que =
permite la separacién de éstas no solo de acuerdo a su car-
ga sino tembién de acuerdo al tamafio y forma de las molé---
culas. Sin embargo, este método se muestra insuficiente ——-
cuande la mezcla a ser examinada consiste de numerosas pro-
tefnas de carga y tamafio similares. Pese a este inconvenien
te, la electroforesis unidimensional en gel es una herré=—-—
mienta muy dtil &l caracterizar una proteina e protefnas —-
componentes de un organelo, como en el caso del ribesoma. -
De hecho, la primera evidencia de que existfen varias pro--
telnas en el ribosoma fue proporcionada por un fracciona---
miento electroforético en gel. En la figura 16 se muestra -
el patrén electroforético unidimensional de la protefna ri-
bosomal total obtenido en un gel de poliscrilemida al 12% -
ﬁn presencia de SDS. Debe sefialarse que no obstante 1l& bue-
na resolucién que se obtiene en este tipo de gel, no es po-
sible obtener gino un ndmero reducido de bandas de proteina
debido a gue la mayor parte de las pretefnas ribosomales --
son de caracter bdsico y con pesos moleculares muy estre———
ches que oscilan entre 15 000 y 35 000 deltones, le que preo
voca superposicidén de algunes y la migracidén muy Intima de-
otras, con lo cual una clara distincién se hace imposible,.-
En el caso de 1a pretefna metivo de este trabaje (Pl), ne -

existen estos problemas ya que se identifica muy claramente
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Figura 16. Patrén elestreforétice unidimensienal de-
la preteina ribesemsl tetal (80 & 100 g)
obtenide em un gel de peliscrilamida &l -
12% en presenecia de SDS. Se imdica la ban
da eerrespendiente a P1/Pl°.
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como la tercer banda hacia abajo a partir del extremo supe-
rior del gel. Notese el doblete cue aparece en la regidn co
rrespondiente & la protefna Pl, el cuel puede significar u-
na leve diferencia en peso y/o cargz entre P1 y P1'; sin en

bargo no siempre aparece al realizar la electroforesis.

1.2. Electroforesis Bidimensional pH 3.2 x SDS.

Dada la poca resolucién de la electroforesis unidimensio-
nal pars caracterizar complejos protéicos ribosomales, se —
deserrolldé la electroforesis bidimensionel en geles de poli
acrilamida (64), la cual es también un método répido y muy-
reproducible ya que las manchas de protefne ocupan posicio-
nes especificas en la placa y sus velores de Rf pueden cuan
tificarse del punto de partida & ambas direcciones de migra
cién, lo que permite una determinacién inequivoca de su po-
sicidn.

Gracias a la electroforesis bidimensional se ha podido ca
racterizer entre 70 & 80 el nimero de protefnas ribosomales
en eucariotes y la subunidad a la que pertenecen (65). Dada
la solubilidad de las protefnes ribosomzles en urea, es com
prensiple la utilidad que representa una electroforesis bi-
dimensional cuya primera dimensidn se realice en un gel de-
poliacrilamide que contenge urea y que ademéds sea dcido da-
da la basicided de las proteflnas ribosomales. En base a es-
tas consideraciones se empled§ el sistema bidimensional desa
rrollado por Panyim y Chalkley (©6) modificado por Campos -
(62), quien ha caracterizado en este sistema electroforé-—-
tico a la fosfoprotefna ribosomal P1/Pl'. La figura 17 mues
tra el patrén electroforético bidimensionel de la protefna-

ribosomsl total obtenido con el sistema pH 3.2 x SDS.

1.2.1. Localizacién Electroforética de P1/Pl'.

La introduccidn de SDS propuesta por Campos (62) en la se
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Figura 17. Patrén electroforétice de proteina ribe-
gsemal tetal (600 a 700 ug) ebtenide cen-
el sistema bidimensienal pH 3.2 x SDS.
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gunda dimensién del sistema de Panyim y Chalkley, dié como-
resultado una mejor separacién de las proteinas més pesadas
entre éstas, P1/Pl'. En la figura 18 pueden observarse les-
menches de protefna correspondientes a P1/Pl'. Netese que -
la forma fosforilada se queda 21 origen en la primera dimen
8ién y en la segunda pueden verse claramente las dos formes
adends de un barride que las interconecte. Comparese la re-
solucidn as{ obtenida con el sistema original mediante el -
cual Zinker y Warner describieron l&a presencia de Pl (figu-
ra 19).

Contar con un sistema electroforético que permite la reso
lucién de P1/P1', que es el material de este trabajo, es in
dispensable para el conocimiento detellado de los componen-
tes individusales de este complejo.

1.3. Migracién de P1/P1' luego de tratar el paquete ribesomal
con RNasas.

Se he postulado que P1/Pl' se encuentre unida a un frag—-
mento de ARN ribosomal, lo que explicaria su retencién al o
rigen de la primera dimensidén. Dado que existen protefna ri
bosomales que se encuentran en une situacién similar, es dg
cir, unides & un fragmento de ARN y &l tratarlas con RNasas
se altera su migracién en el gel (67); se decidié tratar el
paguete ribosomal con la RNasas Tl y A durante una hora & -
37°C antes y después de la extraccidn de la protefna ribeso
mel totel, & fin de saber si en P1/Pl' ocurrfa slgo similar.
En la figura 20 se observan los geles correspondientes. El-
resultado en ambos casos fue similar, esto es, no hubo va--

riacién en la wmigracién de la protefna P1/P1l',

2, Establecimiento de un Sistema Electroforético Tridimensional

A pesar de que recientemente se han desarrollado métodos-

para la separacidén de las proteinas ribosomales, tales como
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Figura 18. Caracterizacién de P1/Pl' en el sistema
de electreforesis bidimensienal de ————

Panyim y Chalkley (66) medificade per -
Campes (62).
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Figura 19. Patrén electroferétice de pretefna ribe-
semal tetal ebtenide per Zinker y Warmer
con el pistema de Panyim y Chalkley (66).
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Figura 20. Patrén electreferétice bidimensienal de
preteina ribesemal tetel (600 a 700 pg)
ebtenide al tratar een la RNasa Tl y A-
1 hera a 37°C, antes y depués de extra-
er la pretefina cen dcide acétice. Ne —-
hube diferencia netable en ningfn case.
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columnas (68), su uso resulte diffcil paras la identifica-—-—
cidn de cantidades muy pequefias de protefna, per lo que si-
gue siendo més dtil (&l menos para este propsito) la elec-
troforesis bidimensional en geles de poliacrilemida. 4 pe--
sar de su gran capacidad de resolucidn, no se ha estableci-
do del todo, si cada mancha en el gel bidimensional repre——
senta une sola especie de protefna; por lo que se ha desa—-
rrollado la llamada electroforesis tridimensional (69) que-
consiste en aislar las menchas de protefna obtenidas ea una
electroforesis bidimensional y someterlas una vez més & e-—-—
lectroforesis.

El sistema parte de la electroforesis bidimensionsal pH 3.2
x SDS y variz en lo referente &8l gel utilizado para la ter-
cera dimensién. En ocesiones como tercera dimensién se em——
pled un gel al 12% de poliacrilemide~-SDS y en otras, el gel
correspondiente & la primera dimensién del sistema pH 5.0 x
SDS. En el primer caso, el procedimiento luege de recortar-
la mancha cerrespendiente & la protefna deseada, fue el de-
colecarla en 50 ml aproximademente de la solucién 4.2.6. y-
mantenerla en agitacién durante 30 minutos & temperatura am
biente. A continuacién se colocé come muestra en una placa-
‘de gel de acrilamida~SDS y se corrié como un gel unidimen—-
sional tal como se describié en la seccién de Métodos. El -
segundo caso se describe en el inciso 3.2, de esta seccién.

Le figura 21 muestra el resulteado obtenido &l somefer & -
P1/P1l' y el barride, a una tercers dimensién en presencia -
de SDS. El método resultd dtil &l trater de saber por compa
racién del peso molecular relativo, si la protefna con la -
que se trabajaba correspondf{s & P1/P1l'. En la figura 22 se-
puede ver que la electroforesis tridimensional se puede &a--
plicar con igual efectividad a las dos protefnas més pesa—-

des,
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Figura 21. Sistema de electreferesis tridimensiensal

pH3.2 x SDS. A) Preteina ribesomal tetal
B) P1', C) Barride, D) Pl.
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Figura 22. Sistema de electreforesis tridimensienal
PH 3.2 x SDS., A) eitecreme C, B) P1, ——
¢) L2, D) L1, E) Patrén unidimensienal -
de pretefna ribesemal total.
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3. Caracterizacién Electroforética de P1/Pl' en el Sistema Bi-
dimensional pH 5.0 x SDS.

3.1, Patrén Electroforético de la Protefna Ribosomal Total.

- Dentro del estudio electroforético de las protefnas ribo-
somales, se encuentran dos sistemas bidimensionales que han
sido empledos con mayor amplitud y que se consideran indis-
pensables en la aceptacidn de una proteina como ribosomal.-
Tales sistemas son los de Kaltschmitt y Wittmenn (pH 8.6 x-
pH 4.8) (70) y el de Mets y Bogorad (pH 5.0 x SDS) (71). EL
primero tiene la propiedad de discriminar entre proteinas é
cidas y bédsicas, mientras que el segundo sélo permite la mi
gracidn de aquellas protefnas cuyo punte isoeléctrico es ma
yor de pH 5.0 (recuerdese que la mayorfa de las protefnas -
ribosomales son bésicas). Las figuras 23 y 24 muestran el -
patrén electroforético de la protefna ribosomel total obte-
nido con estos sistemas respectivamente.

3.2. Localizacidén Electroforética de P1/Pl' en el Sistema ——-

pH 5.0 x SDS mediante Electroforesis Tridimensional.

En el incise 2 se establecié un sistema electroforético -
tridimensional en el cual como tercera dimensién se utiliza
una place de peliacrilamida-~SDS, y er. ocasiones el gel co--—
rrespondiente & la primera dimensién del sistema pH 5.0 x -
SDS. Se describié el procedimiento utilizado en el primer -
caso, ahora en este punto se describe la secuencia empleada
para el segundo caso. Como se menciena en su oportunidad, -
el sistema electroferético tridimensional parte del sistema
pH 3.2 x SDS. Una vez separada la groteina en cuestidn, se-
colocé en 50 ml de una solucién de etanol 50% 3 écido &acé--
tico 7% y se mantuve en agitacién durante un mfnimo de 30 -
minutes. Completado ese tiempo, la rebanada de gel se trans
firid a 20 ml de solucidn 4.3.2. y se agité hasta que el —--

gel se embebidé de la solucién (15 minutos aproximedamente).

60



Pigura 23. Patrén electreferétice de la preteina ri-
bosemal tetal resultante en el sistema de
Mets y Begered (71). Notese la regién va-’
ofa entre L2 y el reste de las proteinas.
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Figura 24. Patrén electroferétice bidimensional obte
nide con el sistemz de Wittmemn (70) en -
el cual pueden distiguirse las proteinas-
fcidas en el lade izquierde (énede) y las
preteinas bésicas (la mayerfa), al lade -
dereche (cédtede). Notese la mancha en la-
zoena cerrespendiente &l erigen de la pri-
merae dimensién.
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A continuacién se colocd el gel sobre la primera dimensidn-
(pH 5.0) y se recubrié con solucién 4.3.2. y/o protefna ri-
bosomal total que sirva como fondo. La figura 25 muestra la
validéz del método para las proteinas L1 y L2, mientras que
en la figure 26 se observan las localizaciones de P1L y P1°',

obtenidas mediante este sistema.

4. Determinacién del punto Isoeléctrico de P1/Pl'.

El isoelectroenfoque en geles de poliascrilamida es el mé-

todo selecto para determinar puntos isoeléctricos (pl's) de
polipéptidos o nrotefnas. Un perfil exacto del gradiente de
pH & través del gel es indispensable para obtener cuantifi-—
caciones preeisas de los puntos isoeléctricos. Algunos mé——
todos utilizados para determinar el perfil del gradiente de
pH, se basan en recortar el gel en rebanadas delgadas, elu-
ir con asgua y cuantificar el pH potenciometricamente, En el
presente trabajo se emplearon marcadores de pl's bien carac
terizados, que se distribuyen como bandas nftidas permitien
do con ello mediciones simples pero confiables, del perfil-
del gradiente de pH a lo largo de los geles. Una ventaja —-
mwée de dichos marcadores es que pueden utilizarse como indi
cadores de la calidad del enfoque e inclusive seguir el de-

‘sarrollo de éste.

4,1. Punto Isoeléctrico de Pl.

Se determiné empleando una vez més la electroforesis tri-
dimensiensl, aunque en este caso 1la tercera dimensién se —-
vié representada por un gel de disce para iseelectroenfoque
como se describe en iMétodos, & partir de la protefna aisla-
da del sistema pH 3.2 x SDS. Solo debe mencionarse que se -
emplearon heste cuatre fragmentos de gel sobrepuestos, sin-
que ello le restara reseolucién al sistema.

En la figura 27 se muestra el gel donde se observa Pl lue
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Figura 25. Electreferesis tridimensienal. Sistema pH
3.2 x SDS seguide por electreforesis pH -
5.0 x SDS. A) Ll resalta entre un fende -
de pretefna ribesemal tetal. B) L2 resal-
ta y se aprecis en cenceantracién seme jan~
te & L.
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SDS

Pigura 26. Caracterizacién de P1/Pl' en el sistema
pH 5.0 x SDS, mediante el sistema tridi

mensienal.
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€0 de haberse realizado el isoelectroenfoque, en un rango =-
de pH de 3.5 a 10. En la figura 28 puede observarse el pe--
trén electiroforético de los marcadores con pl's conocidos y
su designacién., En le figura 29, se tiene por interpolacién
el pI de la proteina Pl obtenido a partir de la distribu-—-
cién isoeléctrica de los marcadores con pl's conocidos.

Se realizé el isoelectroenfoque en un rango més estrecho-
de pH (2.5 a 6.5), a fin de establecer con mayor presicién-
el pl de Pl; el resultado se muestra en la figura 29. Nb-—--
tese gue el nimero de bandas adjuntas & la banda principal-
es mayoer en este caso, que cuando el isoelectroenfoque se -
realizd en el margen de pH de 3.5 a 10. El pl calculado fue
de pH 4.71.

4.2. Punte Isoeléctrico de P1l'.

El punto isoeléctrico de Pl' se determind de igusl forma-
que el correspoendiente para P1, En la figura 31 puede apre-
ciarse que Pl' a diferencia de Pl, aparece como une sola =-
banda bien definida dentro del renge de pH de 3.5 2 10. Ob-
sérvese ademds que tante su posicién en el gel como el ve—

lor de su pl sen distintos a los correspondientes para Pl.

5. Esteblecimiento de un Método de Electroelucién de Proteinas

El conocimiento detallado de los componentes ribosomales,
hace necesarie el aislamiento tadividual de les mismos, lo-
cual no es fécil. En el presente trabajo se describe un mé-
todo de electroelucién & partir de geles al 12% de peliacri
lamida-SDS cuyas caracteristicas principales son: rapidez,-
sencillez y sobre tode un alte rendimiento de recuperacién.
Este método se basa en la carga negativa que adgquiere la —-
pretefna luego de permanecer en contacto con SDS y con elle
su migracién hecia el énodo, al ser sometida & una corrien—

te eléctrica de 110 V durante 4 horas. Las tres proteinas -
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Figura 27, Electreforesis tridimensiensal en la cual
la tercera dimensién correspende 2l ise-
electreenfoque de P1 en un range de pH -
3.5 a pH 10. Netese la presencia de ban-
das débiles debajo de la banda principal
que cerrespende & Pl,

67



(+)

o——amileglucesidasa pl= 3.5

|

inhibider de tripsina de—
seya pf- 4,55 P

hEvIRS pRrvAEst P —

?}iflob ne d da de ea
1 iecgz.n deida — =

lntgl leetina bésica — »
pl= 8.65

<——f=laeteglebulina A pI= 5.2

idras E nica B de
; g-l‘ ca de caba-

-—-lcnt l 1actiua media pI= 8.45

[

l[lll

<—tripsinégens pl= 9.3

(=)
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Pigura 29. Determinacién del pI de Pl per interpela
cién, pI= 4.T1
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Figurs 31. A) Lecalizacién iseelectreferética de P1l'.
B) Cemparacién de la localizseién de Pl'—
econ la de Fl.
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Pigura 32, Determinacién gréfiea del punte iseeléo——-
trice de P1'. pl= 5.2
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nés pesadas obtenidas mediante electroforesis bidimensienal
PH 3.2 x SDS, que incluyen a P1/Pl', se sometieron a este -

procedimiento y el resultado se muestra en la figura 33.

6. Identificacién del Caracter de Proteasa de Pl.

6.1. Incubacién de Pl a 4°C luego de su Electroelucién.

Durante el desarrollo del método de electroelucidn referi
do anteriormente, se encontré que la proteina Pl presenta u
ne actividad enzimética de tipe proteasa. Luege de haber si
do sometida a electroelucién, le solucién con la protefna -
Pl, se mantuvo alrededor de 14 horas en refrigeracién para-
su posterior anélisis electroforético en gel unidimensio-—-—
nal. Al realizarse este dltimo, se encontré una banda prin-
cipal correspondiente a Pl y por debajo de ésta una serie -
de bandas bien definidas que sugieren degradacién. Este he-
cho se observa claramente en le figura 35. No se realizd --
ningdn otro estudio referente a la especificidad o condicie
nes éptimas de dicha actividad proteolftica.

6.2. Tratamiento con Posfatasa Alcalina.

Con el objeto inicial de saﬁer 8i la migracién electrofeo-
rética de P1' pedfe alterarse &l eliminar sus grupos fosfa-
to y concentrarse en la posicién correspendiente a Pl} el -
paquete ribosomel fue sometide & un tratamiento con fosfats
sa alcalina antes y después de extraer la protefna con &—
cido ecético, en forma &néloga al tratamiento con RNasas. -
La protefina obtenida en ambos cases fue analizada electro--
foreticamente en el sistema pH 3.2 x SDS. El resultado del-
tratamiento con fosfatasa alcalins luego de haber extrafdo-
la protefna fue negativo, es decir, el patrén original (fi-
gura 17) se mantuvo sin alteracidn alguna (no se muestra el
gel correspondiente); mientras gque el resultado obtenido al



Figura 33. Electreferesis unidimensienal de preteine
purificada mediante el métede de electre-
elucién. Les detalles se deascriben en el-
texte. A) citecremo C, B) Protefna L1, -~
C) Preteina ribosemal tetal.
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Figura 34. Electreferesis unidimensienal de la prete
ina Pl purificade mediante el métede de ¢
lectreelucién., A y C cerrespenden a pro--
tefna ribesemal total utilizada ceme mar-
cador, B) Pl.

13



Pigura 35. Andlisis electroferétice unidimensienal
de Pl electroelufda y mantenida a 4°C -
durante 14 horas apreximadamente.
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tratar previamente u la extraccién de protefnz es el que ce
muestra en la figura 36, en la cual se observe gue lejos de
sumentar la concentracién de Pl, €sta desaparece al igual -
que Pl' y el barrido que las interconecta. Este resultado -
es congruente con el hallazgo de le actividad sroteolftica-
asociada & Pl y sugiere un mecanismo de zutoregulucién en -
le. concentracidn de Pl mediado nor la fosforilacién-desfos-

forilecidn de la misma.
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PH 32 ®)

SDS

citC

Figura 36. Patrén electroforétice ebtenido al remever
el fesfato de los ribesemas cen fosfatasa-
alcalina antes de le extraccién de protef-
na con fcide acétice. Apreximadamente 10 -
D.0. de ribosemas se incubaron & 37°C du--
rante una hora ¢en 1 ml de fosfatasa alca-
lina (1 mg/ml) en 0.1M Tris, 0.4M NaCl, --
pH 7.6 (40).
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DISCUSION

l. Caracterfsticas Electroferéticas de P1/P1l'.

l.1l. Electroforesis Unidimensienal.

La electrofeoresis unidimensional en geles de poliacrilami
da es un método simple y rédpide para caracterizar pretefnas
debide & que las separa no sole de acuerdo & le cargse, sine
también de acuerdo al tamafio y forma de la molécula. Por lo
anterior, se utilizé inicielmente para identificar & P1/P1°
entre el conjunte de protefnas ribosomales. En su trabajo =
Campos (62) sefiala que P1/Pl' corresponde a la tercera ban-
da en direccién al dnodo a partir del origen (figura 16) en
un gel de poliacrilamida al 12% en presencia de SDS. Debe -
notarse la presencia de un doblete en 1la regién senalada, -
que llevd a pensar inicialmente que pedrfa tratarse de una-
diferencia en pese, carga o ambas entre Pl y Pl1'. Como se -
sefialz en le seccidn de Resultados, dicho doblete no es re-
preducible, lo que sugiere gue existen dos posibles explica
.ciones: una, pensar en un& posible diferencia en cuanto al-
nimere de residuos foefate unidos & la protefna bien como -
condicién o come consecuencia de su funcién, & semejanza de
S6 que se ha encontrado en un estado multifesferilade (50)-
y dos; una leve diferencia entre sus estructuras primarias,
argunente poco probable ya que de ser el caso, el deblete -
seficlado se observar{a claramente en la mayorfa de las ve--
ces. Campos (62) intenté probar la primera de las pesibili-
dades mencienadas mediante me&rcaje con 32?, a seme janza del
hallazgoe de S6 en estado multifosfeorilado, mas no logrd de-
mostrar & Pl y P1' como bandes bien diferenciadaes. kl resul
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tado aporta una evidencia aunque débil de un esta
tado multifesferilado que dadas las experiencias actuales,-
sélo se pedria comprebar mediante un ensayo de isoelectroen
feque con protefna marcada con 32?.

La electroforesis unidimensioenal resulta insuficiente —--
cuande la mezcle a ser examinada consiste de numeresas pre-
teinas de carga y tamafies similares, como es el caso del ri
bosoma. En el presente trabajo se emplef unicamente como mé
todo de identificacién y para confirmar la presencia de ——=
P1/P1'

la que migré, nunca varié

que salve la cuestidn del doblete, la regidn en

Y el comportamiente electro-
forético del reste de 1la pretefna ribosemal.

1.2, Electrofeoresis Bidimensional pH 3.2 x SDS.

El empleo de este sistema electroforético, precisé aln --
més la identificacién de P1/P1l' entre el totzl de protef——-
na ribesemal, Cen le medificacién introducida per Campos —-
(Métedos T7.2.) se logran apreciar claramente las des formas
de Pl interconectadms por un barride (figura 18), le que pa
rece apoyar la supesicién de que P1/Pl' se encuentra en di-
ferentes estados de fosforilacién. Al comparar el patrén e-
lectroforético as{ obtenide, se aprecia una mayor resolucién
que con el descrite por Zinker y Warner (figura 19). Inclu-
so permite la separacién de P1, P1' y el barrideo a2 fin de -
realizar estudios de manera separada; ademds le distancia -
de migracién o la resolucidn no dependen en un amplio mar--
gen, de la concentracién de protefna. Otro aspecto importan
te es que en este sisteme la forme fosforileda de Pl se que
da en el origen de la primera dimensidén, lo cual puede de-—
berse a tres posibles causas: 1) La unidén entre P1/Pl' y u-
na moléeula de ARN, especificemente el TARN 55 (63) cuyes -
grupos fesfate provequen diche retencién; 2) Que P1/Fl' pe-
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sea varies grupos fosfato gque sean los responsables del fe-
némene; 3) Que se den los dos casos anteriores de manera -—-
cenjunta. Las posible razones enumeradas son diffciles de -

dilucidar marcando con 32

P unicamente. Se ha comprobado que
algunas proteinas ribosomales unidas & moeléculas de ARN su-
fren alteraciones electroforéticas luego de haber sido ex--
puestas & la accién de RNasas (67). Tomando lo anterier co-
mo base, se sometid una muestra de protefna ribosomal al e-
fecto de las RNasas Tl y A, eantes y despuée de extraer la -
protefna con écido acético. No se aprecié ningune altera—--
cidn significativa en la migrecién de P1/P1' (figura 20)., -
Pese & que esta prueba sugiere l& presencia de varios gru--
pos fosfate en la protefna, la molécula de ARN pudiera es--
tar protegide de alguna forma y no se descarta totalmente -
su presencia. En este punto existe cierta divergencia entre
les hipétesie de Campos y las derivadas de este trabajo, ya
que mientras &1 se inclina a sugerir que el fosfato de la -
molécula de ARN es responsable principal de 1la retencidén al
origen (leo que no explica totalmente la presencia del barri
do que interconecta a P1 y P1'), aquf se sugiere de acuerdo
a los resultados ebtenides, la existencie de un estado mul-
tifosforilade y que la presencia de ARN (=i es que se en--—-
cuentra unide en las cendiciones de trabajo), sea un frag—-
mento suficientemente pequéfio para que las RNasas no puedan
actuar sobre el. Le cierto es que no se tiene evidencia de-
finitiva 21 respecto.

El sistema electroforétice pH 3.2 x SDS sirvié como fuen-
te de obtencién de Pl1l, P1' y el barrido, para trabajos pos-
teriores. Ademés sirvié como referencia electroforética del
comportamiente de P1/Pl' luego de haber sido sometida a di-

versos tratamientes.
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2. Caracterizacién Electreforética de P1/P1l' en el Sistema Bi-
dimensienal pH 5.0 x SDS mediante Electreferesis Tridimen--
sional,

Cen la idea de establecer si las manchas ebtenidas en el-
sistema de electreferesis bidimensienal pH 3.2 x SDS (F1, -
P1' y el barride que las interconecta) eorrespondfan al mis
me tipe de proteina, se procedid a esteblecer un sistema e-—
lectreforétice que permitiese probar tal suposicidn, es de-
cir, desarrollar un métedo adecuado para el anélisis de pro
teinas individuales. Con esta idea como ebjetivo se llegd -
al establecimiente de una electroferesis tridimensienal que
permitié probar la identidad electreforétice entre Pl, Pl'-
Yy el barride (figure 21), A fin de comprober la efectividad
del procedimiente y eliminar la sospeche de algin artificie
técnice, las pretefnas L1 y L2 fueron sometidas &l mismo —=
tratamiente, ebteniendese resultades pesitivos (figura 22).

Prebade la efectividad del métode en cuestidn, unicamente
se adapté al sistema bidimensienal pH 5.0 x SDS cen el fin-
de caracterizar a P1/Pl' en éste, ya que no fue visualizada
ni per Zinker y Warner (56) ni per Warner y Gorenstein (55)
Por el compertamiente electroforétice de Pl, Zinker y War--
ner cencluyeren que podfa tratarse de una proteina neutra y
su aparente ausencia del sistemsa pH 5.0 x SDS pareciere cen
firmar tel supesicién.

Nuevamente les pretefnas L1 y L2 fueron semetidas a elec-
troforesis tridimensienal come prueba centrol. Los resulta-
des ebtenidos aseguran la eficiencia del método, identifi-—-
candese per vez primera & P1/Pl' en el sistema pH 5.0 x SDS
(figura 26). Nétese la localizacién de Pl en el sistema de=
Mets y Begorad; si se correlaciena este resultado con les -
patrones electroferétices de proteine ribesomal total A ——-

pH 3.2 x SDS y unidimensienal,se sprecias en los tres, que =
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Pl se lecaliza cemo 1la tercer manche en direccién al énede-
& partir del erigen. De hecho la cerrespendencia cen 1la pre
tefna ribosomel tetsl utilizada come marcador es muy eetre-
cha lo que da una prueba mée de la presencia de P1/Pl' en -
el ribesemz, Resta per aclarar el metive per el gque se men-
tiene cerce del erigen durante la primera dimensién. A este
respecto la determinacién de su pl puede propercienar la in
fermacién necesaria, per le que el métode tridimensienal —-
propuesto se aplicé & 1l obtencidn de dicho valer.

Respecto al métedo en sf, es importante sefialar que duren
te el trenscurse de la tercera dimensién, el azul de Coome~
sie unido a las preteinas, desde la segunda dimensién, no -
migré, Se recomienda no considerar la migracidén de diche co
lerante come indicader de la migracién de la protefna en —-
cuestidn., La visuslizacién de Pl en el sistema tridimensie-
nal depende de la cantidad de protefna con la que se traba-
je, en cendicienes normales ne se legra visusalizar sine unsa
mancha muy ligera la cuel es &rriesgade identificar ceme —-
Pl, La misma cantided de Pl aplicada al sistema pH 3.2 x ——
SDS ne se ebserva en igusl cantided ni cleridad en el sistg
m& pH 5.0 x SDS; este quizé sea la razén per la que Zinker,
Werner y Gerenstein ne la visualizaron en sus experiencias,
De hecho P1 se observa en el patrén electreferétice ebteni-
de per Warner y Gorenstein (notese la parte izquierda de la
figurs 23) sole gue de manera tenue per lo que quizé le con
sideraren un artificio técnico.

Finalmente debe considerarse que debide & la eficiencia -
en cuento & rendimiento, rapidez y optimizacién del mate-—
rial, este sistema proporciona un método cenveniente pera -
le identificacién de cantidades relativemente pequeiias de -

pretefna, Su utilizacién puede mmplierse & estudios de co--

81



rrespendencia entre proteinas ribosemales a le large de la-
filogenia o sistemas electroforétices diferentes, cen el ——
fin de uniformar les sistemas de nomenclatura, o bien en la
carecterizacién de las propiedades de una protefna en parti
cular., Debe resaltarse la utilidad que este métode puede re
presentar en el aislamiento de protefnas ribosomsles de eu-—
cariotas superiores debide precisamente & le& baja cantidad-
gue de ellas se obtiene por métodes convencienales. También
permite realizar trabajes de correlacidén y homologia con ==
las protefnas ribosomales de E. coli, por ejemplo, que son-
hasta el momente las mejor caracterizadas tante estructural

como funcionalmente.

Determinacién del pl de P1/P1l*'. ; Multifesforilacién ?

Disefiade el sistema tridimensional de electroforesis, se-
aplicé & la determinacidén del pI de P1/P1' apoyados en el -
métode descrite per Gen-Ichi. ElL valor del pIl para Pl asf -
ebtenido, se presenta en la figura 29, mientras que en la -
figura 28 se muestra el patrén electroforético de los marca
dores cen pl's conocidos que se utilizaron en la determine-
cién. El valer del pl ebternido para Pl (4.71) permite expli
car el hecho de su pebre migracidn durante la primera dimen
sién tante en les geles de pH 8.6 y pH 5.0. Asi misme se ex
plice que en presencia de SDS, ee diferencie basicemente —-
per su peso y no por su carga (recuerdese su peso estimado-
en 40 000 daltenes).

El ndmero de bandas obtenidas & partir de Pl (figura 30)-
lleva a supener un estedo multifeosforilede pera esta protei
na. Cusnde el isoelectroenfoque se reslizé en un range am--—
plie de pH (3.5 2 10) unicamente se aprecié una banda anche
correspondiente a Pl y per debajo de éste, a2lgunas bandes -

muy tenues gue pudieran ser perte del barrido, ya que se 1@
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mé una ligeras fraccidn de éste junte con Pl. Al estrechar -
les 1lfmites de pH en el isoelectroenfeque, el nimere de ban
das aumenté, lo que lleva & pensar en: 1) Que se trata de —
un gren nfmero de isoformas de Pl, diferentes en la secuen-
cia primaria (alge poco probable dado el nimere de bandas),
© bien 2) Que la diferencia esté determinada por el niémero-
de grupes fesfato unidos a la protefna, es decir, diferen—-
tes estedos de fosforilacidén de la misma protefna a seme jan
za de 56 (nétese la diferencia de pl entre Pl y P1')(figu—
ras 29 y 32).

Este resultade es muy impertante no sole per el hecho de-
conocer el valer del pI de Pl e inferir en base a éste la =
causa de su eparente ausencia en les sistemes electroforé--
ticos bidimensionales, sino que ademfs permite asegurar que
si Pl se encuentra unida a una molécule de ARN, aquella es-
quien aporta principalmente la carga negativa de los fosfa-
tos (que proveca la retencién al origen durante la primera-
dimensién) y no el ARN, M&s ain, en base a la ausencia de =
pruebes en contra, hasta el momento y al result&do obtenido
al tratar con RNasas (figura 36), se postula que Pl no esté
unide a molécule alguna de ARN bajo las condiciones de tra-
baje aquf sefialadas, sine gque se trata realmente de una pro
tefna multifosforilada per condiecién o a consecuencia de su
funcidn.

Es interesante el que Pl ses una protefna multifosforila-
da ya que elle posiblemente esté relacienade con la funcién
que desempefia en el ribosoma. Séle existe unea duda respecto
a la multifosforilacién: 5 es el estado multifesferilado de
Pl, consecuencia de su funcién ? e ; los diversos estados o
bedecen & una desfosforilacién paulatina de Pl durante su -

aislamiente ? Las preguntas anterieres parecieran no tener-
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4,

cabida dada las evidencias hasta aquf consideradas, sin em-
bargo la discusién que se asienta en el incise 5, justifi-~
ca su planteamiento., Las respuestas se lograrfan sin duda,-

32 140 "in vitre" a

marcande a P1 con” P "in vivo" y luego con
seme janza de la estrategia con la que se establecid que S6-
contiene cantidades crecientes de fosfate (72). La caracte-
rizacién electroforética de las diferentes bandas presentes
en el isoelectroenfeque, incidiré4 directamente sebre la res
puesta a esas preguntas. La relacién aquf establecida entre
Pl y S6 no es en sentide ni estructural ni funcienal, sino-
con miras a una posible aplicaciég de la metodolegfa utili-
zada en el estudio de S6 hacia Pl; quien pese @ tener carac
terfsticas fisicoquifmicas diferentes, comparte el ser fosfo
protefna ribosemal multifosforilade y per ende jugar un pe-
pel importante en la actividad ribosemal, dentro del proce-
se de le biesintesis protéica.

Per le que respecta al métedo, es muy confiable en cuanto
a la reproducibilidad de les resultedes. Sin embargo deben-
hacerse dos indicacienes: 1) Respecto & la tincién del gel,
resulta més adecuade tefiir con azul de Coomasie disuelto en
etanel-acétice-agua (10:25:65) que seguir le sugeride per -
Gen~Ichi de disolver el Coomesie en &cide perclérico. 2) -
No tomar como sefial de migrecién de la protefna durante el-
isoelectroenfoque, al azul de Coemasie (unide & la protefna
desde la segunda dimensién) ya que le hace en sentido opues
to a aquella, Por dltimo, es=te métode permite la optimiza--
cién tanto del tiempo como del material, amen de su senci—-
llez.

iétodo de Electroelucién.
El método de electroelucién descrito en este trabajo, sur

gié cemo derivecidén del proceso de mislamiento de 1la protei
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na ebjeto de investigacidn. Teniendo un sistema de electro-
feresis tridimensienal funcional y eficaz que permite estu-
diar la fraccién de gel que contiene a Pl, el siguiente pa-
80 ambicionado lo constitufe la eliminacién del gel para ob
tener y conservar a Pl completamente aislada, Partiende del
conocimiente de la migracién de Pl en presencia de SDS, 4 -
fragmentos de gel conteniendo & Pl se coloc&ron en un mé-—-
traz Erlenmeyer conm 25 ml de la solucién 4.2.6. y se mantu-
vieron en agitacidn a temperastura ambiente durante 30 minu-
tes, con un cambio de la solucién & los 15 minutos. Lo an--
terier con la finalidad de introducir el SDS a la muestra y
ajustar su pH., Se fragmenté la muestra y se colocé en una -
clmara de elucién que contenfa solucién 4.1.7. (figuras 37-
¥y 38), y se aplicéd corriente eléctrica (110 V) tal como si=-
se tratara de una electroforesis unidimensional durante 4 -
horas, Al final se ebtuve una muestra de 200 pl aproximada-
mente, conteniendo & la protefna deseada. Obtenida la solu-
cién con protefna, se opté dado el veldmen y la dificultad-
para eliminar el SDS, por liefilizar inmediatamente. La mu-
estra as{ logradae se sometid a electroforesis para cerrobo-
rar 1z presencia de la protefna, Nuevamente las protefnas -
Il y L2 se utilizaron como testigo, obteniendese leos resul-
tados mostrades en la figura 33. Como puede observarse, el-
eislamiente es aceptable si se toma en cuenta que la protei
ne se habfa sometido a electroforesis bidimensional.

Por los resultados ebtenidos, este método se muestira efec
tivo, répide y sencille. La recuperacién fue del 90% aproxi
madamente. Asi mismo efrece ventajes sobre otros métodos; -
una de ellas es que se puede eplicar inmediatamente después
de obtener el gel muestra y que no reguiere preperacibn de-

material adicional, Esta técnica redunderéd en una acelera--
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FIGURA 37. Matericl empleado en el metodo de electroelucion desarrollada en este
trabojo (detalles en el texto) ; A~ Vista frontal, B~ Vista lateral ;
C— Detalle de uno de los recipientes de la camara de electroelucion.
solucion
| _— 4.1.7
gel
fragmentado™ ———
7770 7777
/ A
FIGURA 38.

Esquema del montoje del material pora la técnico de electroelucicn desarrollada
en este trobajo
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cién en el estudio no selo de Pl sine del resto de protef—
nes ribosomales si se conjuga con otras técnicas como las -
ya expuestas en este trabajo. Por le que al método se refie
re, debe prevenirse de nueva cuenta que no se tome la movi-
lidad del azul de Coomasie como referncie de l& migracién -

de la protefna y& que lo hace primero que ésta,

Pl ;Primer Fesfoprotefna Ribosomal con Funcién Establecida?
Luego de 1970, afio en que Kabat describié por vez primera
la presencia de fosfopreteinas ribosomales, se pensd que a-
certo plazo se entenderfa la funcién de diche fosforilacién,
esperando sobre tode que se tratase de un mecanismo de regu
lacién de la activided ribesomel. Aungue tal hallazgo ne se
produjo y & la fecha se desconoce su funcién, existen bue--
nas razones para creer que la fesforilacién de tales protef
nag tiene un significade impertante, mds adn si se tiene en
cuente que dicho fenémeno de fosforilacidén existe en todo -
el reino eucariota. Hasta el momento la fosforilacién de --
las proteinas ribosomales séle es metive de especulacién, -
tales como la de Kabat misme quien tomande como base dife--
rencias en el grado de fosforilacién entre monosomas y peli
somas, sugirié inicialmente que la fosforilacién podfa cau-
sar la inactivacién de los ribosomas (se demostré en varios
tipos celulares que tal diferencia ne existe); o bien, que-
algunas protefness ribosomales fosforiladas pueden presentar
un punto intermedio en la reaccién de GTPasa durante el pro
cese de sintesis protéica en el que participan. Se ha esta-
blecido el recambio de protefnas ribosomeles fosforiladas -
entre el ribosoma y la fraccién citosélica (56) que sugiere
que 12 unién y desunién de tales protefnas el ribosoma, in-
fluye de alguna manera sobre la actividad del orgenelo.

P1/P1l' es una fosfoproteina ribesomal del tipe de recam—-
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bie y si se afiade que es multifesforilada, se tienen elemen
tos para creer que juega un papel trascendente dentro de la
actividad ribosomal. Més ain, una de las aportaciones de es
te trabajo es el hallazge de una actividad de tipo proteasa
por parte de P1, le que se eprecia electroforeticamente lue
go de mantener & Pl electreeluida en solucidédn, a 4°C duran-
te 14 horas aproximadamente (figura 35). Pese & gue no se -
establecid la especificidad ni las condiciones Sptimas de -
dicha actividad, no se pueden pasar por alto las implicacig
nes que puede tener el hecho de la autodegradacién. ;Cuél -
es la posible implicacidn que tiene diche actividad preteo-
1ftica? Hasta el momento no se ha reportade actividad seme-
jante en fosfopretelne ribosomal alguna.

Cemo es sabido, el fosfato juega un papel importente en -
los procecsos celulares. Por ejemplo, es el puntoc central de
las reacciones metabdlicas de degradscién, impide la salida
de nutrientes celulares &l ser fosforilados, etc.; pere ade
més es importante en l& actividad de ciertas enzimes en for
mes interconvertibles con distinta ackividad. A menudo, el-
mecanismo de interconversidén consiste en la fosforilacién,-
es decir, la unién covalente de un grupo fesfato proporcie-
nedo por el ATP, bien para activar o inactivar & la enzima,
Por ejemplo, la glucégeno fosforilasa que degrada el glucé-
geno, es més activa en el estedo fosforilado; en cambie, la
glucdgeno sintetasa cembia en el sentido opuesto. gOcurriré
algo similar en el caso de P1? Recuerdese que Pl es una pro
tefna que se une 2l ribosoma una vez gque las subunidades de

éste salen del ndclee, jEsté Pl fosforilada &l unirse & la~

subunidad 60S? Resulta atractive pensar sin ser mfs --

en Pl desfosforilada, que al foefori-

que especulacién

lerse se une a8l ribosoma y que de alguna manera influye en-
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la actividad del mismo, por ejemplo que lo &ctive y que una
vez terminada la funcién ribosomal, Pl se desfosforile has-
ta separarse. Adn més, Pl regularfa su propie concentracién
mediante autodegraducién una vez perdidos los grupes fosfa-
to (vedse la figura 36). Lo anterior puede parecer muy sim-
ple y especulative, mas no es el caso y reelmente se deriva
de los siguientes argumentos:

1. Se ha expuesto el hecho de la interconversién enzimé--
tica a causa de que Pl mostré§ tener actividad sutopro-
teolftica en el estado deafosforilado (figura 35);

2. En la figura 27 se aprecia que &l realizar el iscelec-
troenfoque de Pl desfosforiladas, se observa més de una
banda;

3, Tales bandas sélo aparecen al enfocar & Pl desfosfori-
lada y no al enfecar a Pl fosforilada,

Esto sugiere la idea de una interconversidn mediante fos-
forilacién-desfosforilacién que proporciona la unidn al ri-
bosoma y la ectividad preteolitica respectivamente. Por e--
tra parte, la unién de Pl al ribosoma una vez que ha alcan-
zade cierto grado de fosforilacién es factible como hipéte-
pis, dadas las evidencias de que Pl se une al rARN 55 (63).

En base 8 los resultados del presente trabajo, se postula
que Pl en el estado fosforilado se una al rARN 55 y se con-
vierta asf, en un tipe de regulacién de la actividad ribosg
mal.
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CONCLUSION

En este trabajo se establecid un sistema electroforético --
tridimensional en geles de poliacrilemida éptimo para el estu-—
dio de algunus caracterf{sticas fisicoquimicas de la fosfopro—-

tefna ribosomal Pl de Saccharomyces cerevisiae, Permitié visua

lizar por vez primera a Pl en el sistema electroforético bidi-
mensional pH 5.0 x SDS. Los resultados obtenidos reafirman —-—-
la naturaleza ribosomal de Pl.

El pI de 4.71 obtenido para Pl explica su comportamiento e-
lectroforético diferente del resto de las protefnas ribosoma--
les y el porqué de la dificultad para visualizarla en el Bis—-
tema electroforético bidimensional pH 5.0 x SDS. Asi mismo e--
videncf{a que Pl es una protefna multifosforilada. Los grupos -
fosfato son quienes proporcionan la carga negativa responsa--—-—
ble de que Pl se retenga al origen de la primera dimensién —-—-
en los sistemas electroforético bidimensionales en geles de po
liacrilamida pH 5.0 x SDS y pH 8.6 x pH 4.5.

En el presente trabajo no se aclara totalmente si la multi-
fosforilacidn de Pl es resultado de o condiciédn para su fun---
cidn. Sin embargo en base a las siguientes evidenciass

1) Pl es una fosfoprotelna ribosomal de recambio entre el =
ribosoma y la fraccién citosélica.

2) Pl se asocia con el rARN 5S.

3) La pérdida de los grupos fosfato de Pl, conlleva & su se
paracién del ribosoma.

4) En el estado desfosforilado Pl presenta actividad proteg
1{tica (sutoprotedlisis).

se plantean las siguientes hipétesis:

1. Pl es une protefnea ribosomal que &l fosforilarse se aso=-
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3.

cia al rARN 55 y este complejo se une a la subunidad 60S
activandola para desempefiar su funcién dentro de la bio-
sfntesis de protefnas. Una vez cempletada la funcién de-
la subunidad ribosomal 60S, el complejo Pl'=rARN 55 se =
disocie de la subuaidad y en un segundo paso, Pl y el --
TARN 55 se disocian por la desfosforilacién de Pl.

Pl permanece en un estedo de fosforilacién minimo que mo
es suficiente para su unién con el rARN 5S.

Pl autorregula su concentracién en la poza citoplasmé---
tica mediente un mecanismo de autoprotedlisis.
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FIGURA 39. Regulacion de la actividad ribosomal mediante

lo fosforilacion de P1. .

}/ rARNSS
*eop” RGN (A)n (
Wi i

Met
SUBUNIDAD 605
INACTIVA
rARNSS
608 Pi

SUBUNIDAD
FUNCIONAL y ARNSS

TERMINACION

ALARGAMIENTO

92



10.
11.

12.
13.

14.
15.

lb.

117.

la.

19.
20.

BIBLIOGRAFIA

Boerseek, H. y cel. (1950) J. Biel. Chem. 184: 529-43.
Siekevitz, P., Zamecnmick, P.C. (1951) Fed. Proc. 10: 246-7
Palade, G.E. (1955) J. Biephys. Biechem. Cytel. 2: 59-67.

Kazue, T., Kikue, 0. (1975) Biochim et Biophys Acta. 402:-
214-29.

Brimacombe, R.,St¥ffler, G., Wittmann, H.G. (1978) Anm, --
Rev. Biechem. 47: 217-49.

Weel, I.G. (1979) Amn. Rev. Biechem. 48: T719-54.
Kirsten, G. (1982) Trends in Biechem. Sciences. 7: 65-T.

Meore, P.B. (1979) en Eibesemes, ed. Chamblis, G., Craven,
G.R., Davies, J., Davies, K., Kahan, L. y Nemura, M. pp. -
111-133, University Park Press, Beltimere. 984 pp.

St¥ffler, G. y cel. (1979) ver referencia 8, pp. 171-205.
Leke, J.A. (1979) ver referencia 8, pp. 207-36.

werner, J.R., Riech, A.,, Hall, C.E. (1962) Science. 138; —-
139.

Metspalu, Andrés y col. (1978) Eur. J. Biochem. 91: T73-81.

Nielsen, P.J., Themas, G., Maller, J.L. (1982) Proc. Natl.
Acad. Seci. USA. T79: 2937-41.

Shelten, E., Kuff, E.L. (1966) J. Molec. Biel. 22: 23-31.

Nomura, Y., Blebel, G., Sebatini, D.D. (1971) J. Mel. Biol
60: 303-23.

Leke, J.A., Sebatini, D.D., Nemura, J. (1974) en Ribeseomes
ed. Nomura, M., Tissiéres, A., Lengyel, P. pp. 543-57. =—=
Cold Spring Herbor, N.Y. Celd Spring Harber Lab. 930 pp.

Emanuilev, I., Sabatini, D.D., Lake, J.A., Freienstein, C.
(1978) Proc. Natl. Aced. Sci. USA. 75: 1389-93.

Boublik, M,, Hellmann, W. (1978) Prec. Natl. Acad. Sci. ==
USA. 753 2829-33.

Florende, N.T. (1969) J. Cell. Biel. 4l: 335-33.
Loening, U.E. (1968) J. HMel. Biel. 38: 355-65.

93



2l1. Weinberg, R.A., Penmam, S. (1970) J. Mol. Biel. 47: 169=78

22. Celter, R., McPhie, P., Gratzer, W.B. (1967) Nature 216; =
864.

23. De Rebertis, E.D.P,, De Rebertis, E.i.F., Saez, F.A. (1977)
Bielegfie Celular. ed, El Atenee. 9a. edicién. pp. 338-55.-
Buenes Aires, Argentina.528 pp.

24. Wagner, E.S., Penman, S., Ingram, V. (1967) J. Mel., Biel.-
29: 371-87.

25, Udem, S.A., Warner, J.R. (1972) J. Mel. Biol. 653 227-42.

26, Pene, J., Knight, E., Darnell, J.E. (1968) J. Mel. Biel, -
33: 609-23.

27. Sy, J., Mc Carty, K.S. (1970) Biechem. Biephys. 199; 86-94

28. Udem, S.A., Kaufman, K., Warner, J.R. (1971) J. Bacteriel.
105: 101-6.

29. Rubin, G.M. (1973) J. Biel. Chem. 248: 3860-75.

30. Knight, E., Darnell, J. (1967) J. Melec. Biel. 28: 491-502
31. Forget, B.G., Weissman, S. (1969) J. Biel. Chem. 244: 3148
32, Nierheus, K.H. (1979) ver referencia &, pp. 267-94.

33. Lin, A., Cellatz, E., Wool, I.G. (1970) liol. Gen. Genet. =
144: 1-9.

34, Tsurugi, K., Collatz, E., Weel, I.G., Lin, A. (1976) J. ==
Biel. Chem. 251: T940-6.

35. Weel, I.G., St¥ffler, G. (1974) ver referncia lb, pp. 417.
36, Warner, J.R. (1966) J. Mel. Biel, 19: 383-98.

37. Richter, D., Isene, K. (1577) Curr. Top. Microbiol. T6: 81
38, Mertini, 0., Irr, J., Richter, D. (1977) Cell. 12: 1127-31
39. Silverman, R.H., Atherly, A.G. (1977) Develep. Biel. 56:200
40, Kabat, D. (1970) Biochemistry. 9: 4160-75.

41, Leeb, J.E., Blat, C. (1970) FEBS Lett. 10: 105-8.

42. Bil, C., Woel, I.G. (1973) J. Biel. Chem. 248: 5130-6.

43. Krystesek, A, y col. (1974) ver referencia 16, pp. 885.

44, Van Agtheven, A.J., Maasen, J.A., M#iler, W. (1977) Biechem.
Biophys. Res, Cemmun, 77: 989-98.

45, Trewavas, A. (1973) Plant. Physiel. 51: T760-7.

94



46.
47.

48.
49.

50.

51.

52.
54.

550

56.
57.
58.
59.

60.
6l.
62.

63-
64,
65.
6.
67-

68.
69.

Keerlein, M., Herak, I. (1976) Nature. 259: 150-1.

Grankewski, N., Gasier, E. (1375) Acta. Biechim. Pelen. —-—
22: 45-56.

Becker-Ursic, D., Davies, J. (1976) Biechemistry. 15: 2289

Hébert, J., Pierre, M., Leeb, J.E. (1977) Eur. J. Biechem.
T2: 167=74.

Leader, D.P. (1980) Recently discovered systems of enzyme-
regulation by reversible phesphorylatien. Chapter 9.
Elsevier/Nerth-Helland Biemedical Press.

Shulman, R.W., Hartwell, L.H., Werner, J.R. (1973) J. Mel.
Biel., 7331 513-25.

Warner, J.R. y cel. (1973) Biechem. Sec. Symp. 37: 3-22.

Elliet, S.G., Warner, J.R., McLaughlin, C.S. (1979) J. Bact.
137: 1048-50.

warner, J.R., Gorenstein, C. (1979) Metheds in Cell Biolegy
Vel. 20. Chepter 4. Academic Press. N.Y. USA.

Zinker, S., Warner, J.R. (1976) J. Biel. Chem. 251: 1799.
Zinker, S. (1983) Cemunicacién Personal.
Morel, C. y col. (1973) Eur. J. Biechem. 36: 455-064.

Averbach, S., Pedersen, T. (1975) Biochem. Biophys. Res. -
Commun. 63: 149-56.

Werner, J.R. (1971) J. Biel. Chem. 246: 447-54.
Sherton, C., Wool, I.G. (1974) Metheds Enzymol. 20: 433-46

Campos, F. (1983) Tesis de Licenciatura, Bielog{a. ENEPI.-
UNAM. Méxice.

Nazar, R,N. (1979) J. Biel. Chem, 2563 7724-9.
Kaltsehmidt, E., Wittmenn, H.G. (1369) Anal Biechem. 303 132

Wittmann, H.G., Littlechild, J.A., Wittmann-Liebeld, B. --
(1379) ver referencia 8, pp. 51-88.

Panyim, S., Chalkley, R. (1969) Arch. Biechem. Biephys, --
130: 337-46.

Lambewitz, A.M., La Pella, R.J., Cellins, R.A. (1979) J. -
Cell Bielegy. 82; 17-31.

Cellatz, E., y col. (1976) J. Biel. Chem. 251: 1808-16.

Ogeta, K., Terso, K. (1981) en RNA and Protein Symthesis.-
ed., por Kivie Meldave., Ed. Academic Press.

95



70.
s
78
73.
74.
75.

76.

?7.

Wittmenn, H.G. (1974) Methods Enzymel, 30: 497-505.

Mets, L.J., Bagerad, L. (1974) Anal., Biechem. 57: 200-10.
Gressner, A,M,, Wool, I.G. (1974) J. Biel, Chem. 24935 6917
Maizel, J.V., Jr. (1971) Wetheds Virol. 5: 179-246.
Hartwell, L. (1970) Annu. Rev. Genet. 4: 373.

Geedenough, U. (1378) Genetics. Ed Saunders Cellege. Phile
delphia, USA,

Chapeville, F., Aleenni, A.-L., (1976) Biesintesis de Pro-
tefnas, pp. 135-166, Ed. Omega. Barcelena, Espafia. 347 pp.

Gen-Ichi Danne (1977) Amal. Biochem, 833 189-93.

96



	Portada

	Índice
	Resumen
	Introducción
	Materiales
	Métodos
	Resultados
	Discusión
	Conclusión
	Bibliografía



