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INTROLUCCTON

LAS FPROTEINAS SON UN CONJUNTO DE SUSTANCIAS MUY DIVERSOD EN CUANTO A
DIMENSIONESy CARGA Y COMFOSICION DE AMINDACILOSY PERD TODAS COMPARTEN
LA CARACTERISTICA DE SER EZSTRUCTURAL LINEALEE FORMADAS POR LA UNION
COVALLENTE DE ALFA-AMINOACILOAS. & O : NE 20 AMINDACIDOS QUE
INTEGRAN LA MOLECULA FROTEICAy DE | CUaL LG 20 INTERVIENEN EN EL
MOMENTO DE LA BIOSIWNTESIE o 08 = INAN FOR TRANSFORMACIONES
(HABITUALMENTE ADICIUNES M RADICALES) DE LOS AMIMOADIDOS ORIGINALES EN

ALGUN MOMENTO POSTERIOK A L& SGINTESIS DiE LA UNION

2y

LA DIFERENCEIA DE IDIMENSION Y COMFOSICION DE AMINOACIDOS. ASI TOMOC LAS
DISTINTAS SECUENCIAS DE AMINOACINOS EN LAS CADENAS FEFTIDICAE SN LA
CAUSA DE La ENORME DIVERSIDAD DE LAS PROTEINAS. LA SECUENCIA DE AMINO-
ACTIDOSy QUE CONSTITUYE LA ESTRUCTURA FRIMARIA DE LaS CADENASy LETERMINA
FOR ST SOLA LAS ESTRUCTURAS SECUNDARIA,y TERCTIARIA Y CUATERNARIAy CUANDD
ESTE ULTIMA EXIGTE. FOR OTRA FARTE ESA SECUENCIA 0O ESTRUCTURA FPRIMARIS
ESTA DETERMINADA GENETICAMENTE. Y LAS ALTERACIONESy SUSTITUCIONES Y
DELECTIONES DE LOS AMINOACILOS QUE La COMPONEN SON CAUSA DE ANOMALIAS N
LA FUNCION Y ESTRUTCTURA DE LAS FPROTEINAS. ES FOR EST QUE LA SINTESIS
PROTEICA ES UNa OFERACION MUY DELICADA DONDE FARTICIFA UNA COMFLEJA
MAGUINARIA QUE DERE GARANTIZAR LA ELARORACION TOTAL. VELIZ Y FIEL DE
LAS FROTEINAS NECESARIAS Y FREVISTAS EN EL GENOMaA CELULAR

DICHA MAQUINARIA ESTA FORMALA FPOR LOS RIRBOSOMASy EL RNA MENSAJERDy LOS
RNA DE TRANSFERENCIA » Y NUMEROSAS ENZIMAS Y FALTORES FROT 08 QUE
INTERACTUAN IE UN MOLOO QUE, LEJOS DE SER ALEATORIO, =8 SINCRONIZADO Y
ALTAMENTE ORIENALD.

La BIOCSINTESIS DE FROTEINAS ES LA CULMINACION DE UN PROCESO  OE
TRANSFERENCIA DE INFORMACIONy E IMPLICA TAMRIEN UNA TRANSFERENCIA  DE
ENERGIA  QUE 8SE CONSUME EN  EL FUNCIONAMIENTO IDE LA MAQUINARIA
BIOSEINTETICA. DESCRIBIREMOS RREVEMENTE AMEBOS FROCESQOS ANTES DE UISCUTIR
La MAQUINARLA EN SI.

A.  TRANSFERENCIA DE INFOIRMAZION.

LA CONFLUENTIA DE LA GENETICA Y DE LA RIOGUIMICA FERMITIERON RESOLVER
FRORBLEMAS QUE AMBAS DISCIFLINAS FOR SEFARADC NO HARIAN FODIDO HACER.
LA CARACTERIZACION DEL MATERIAL GENZTICO COMO ACIDO DEOXIRIBONUCLEICC
FRINCIP AL COMPONENTE DE .05 CROMOSOMASy FUE LA CLAVE FARA INICIAR EL
ESTURLO DEL FLUJO DE LA INFORMACION DESDE SU LUGAR DE ALMACENAMIENTD
HASTA &L EXFRESION FINAL. EL MODELO DE LA ESTRUCTURA DEL INA PROFUESTD
FOR WATSON Y CRICK A PARTIR DE DATOS QUIMICOS Y DE DIFRACCION DE LLOS
RAYDS X ¢ ¥ LUEGE CORRORORADOD AL DEMDSTRARSE SUS FREDICCIONES, FERMITIO
CONOCER EL MECANISMO DE AFAREAMIENTO DE BASES COMPLEMENTARIASy QUE ES
EL FUNDAMENTO DE LA REFPLICACION DE LA MOLECULA DE DNA DE UNA SECUENCIA
DETERMINARA. ESTA REPLICACION ES LA QUE FERMITE LA TRANSFERENCIA DE
INFORMACION DE UNA CELULA MADRE A UNA CELULA HIJA» MANTENIENDO LA
TDENTIODAL DE DICHA INFORHACION GENETICA. EN EL PROCESO DE EXFRESION

DE L& INFORMACION GENETICA EL INA ES TRANSCRIFTO A OTRAS MOLECULAS CE
ACING NUCLEICO DE MENORES DIMENSIONES Y MAS MANEJARBLES TANTO QUIMICAY
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CRIFCTION SON LAS DEL ACIDO RI 40Nu~hl1hﬂ MENSAJERD (M-RNAJ» QUE MANTIENE
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AGINDN GENETICA Y PUEDE SER
GUHJE' ”[I INA (COMFUESTO

oY o3 Y EL DEL RNAy
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REFL l.i.rﬁL.lUN

JoalUN MaYOR I
E MANTENER Lo FIDELTDAD: wvan ZELECC
EREN TRANSCRIBRIRSE DE ﬁSUPh A .e SRR
[0 CIERTAS SIGNOS DE INICIACIOM Y FINaLILS

RANS CRlPTU EN EL M-RNA CONSISTE EN LEIIR
CUATRO SIMROLOS (1.AS RASESY Y FRODUCIR GG
NTOS UNA "ESTRUCTURA" FROTEICA QUE "‘Jubh
DESTINADG. ES ORVIO QUE EN ESTE FROCESQO i

GRADO OE DOMPLEJIDAD.

GENETICAy DEFINIDC FOR CRICK COMO EL DOGMA
CULAR: CONSISTE EN EL FAaSAJLE TE LA INFDRMA-
8 A LAE PROTEINAS.

EN”TTLD; REALIZADA EN La DECADA DEL. SESENTAy
S EQUIr0Sy Y PERMITE ASEVERAR SINTETICAMENTE
BASES (ThIILETES) SON TRADUCLIIOS CCMO  UN
IBILINADES I COMEBINACION DE LAE CUATRO BASES
0ACINOS CODIFICADOS »  SURGE QUE  ALGUNDOS
08 FPOR MAS DE UN TRIPLETE (CODONYs FENOMEND

QUE SE LLAMA DEGENERACION DEL CODIGO GENETICO. EXISTEN ADEMAS TRES

COOONES GUE
FUNCIONAN

NQ REPRESENT AN

COMO SIGNOS DE U
CADENA FERTI

DICA &= SON LOS

AMINCACTIDD ALGUNO » DESCURRIENDOSE  QUE
NTUACION, Y CODIFICAN LA TERMINACION IIE L&
TRIFLETES UAA » UGA » Y UAG.

B.  TRANSFERENCIA DE ENERGIA.

LA SINTESLIS
ENERGLA QUI
NUCLEGCSIDO
ACTIVACTON
FUNCTIONES R
EL ATEF Y EL

FROTEICA ES UN
MICA FARA QUE OC
TRIFOSFATOS, ES
DE LOS AMINOACID
TEOSOMALES Y EN
GTF SE HIDROLIZ

LDIFOSFATO CORRESFONDIENTES

ES EVIDENTE

RUE FPARA QUE LA

El AFORTE ENERGETICO DEBERA

AS FUNCTUN
SATISFACTOR

ES GLICOLITICAS
IAMENTEy FROVEYE

FROCESD ENDERGONICOy ES DECIR QUE REQUIERE
URRA. La FUENTE DE ESA ENERGIA SON LDS
PECIFYCAMENTE EL ATPy QUE INTERVIENE EN LA
C8y. ¥ EL GTF QUE SE EMFLEA EN VARIAS L L.AH
LA ELONGACION DE La CADENA FEFTIDICA. CUANIO
ANy LIEBERAN SU FOSFATO GaMMa Y EL NUCLEQSIDC
AL MISMO TIEMPFO CEDEN UNAS 7000 CALORIAS/MOL.

SINTESIS FROTEICA FROCEDA CON NORMALIDAD

ESTAR GARANTIZADO. SIGNIFICA QUE "IN VIVO"y
¥ RESFIRATORIAS CELULARES DEREN CUMPLIRSE
NOO EL ATF Y GTF NECESARIAS.

Fas. 2
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T2, MAGUINARIA BIOSINTETICA

A.  ACIND RIBONUCLEYCO
REFRESENTA EL 2% IEL X
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CRECIMIENTO. ES
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WETURAS SECUNDA-

i G QUE G
CHINEENTE A 88U EXTRIMG Z7 (€
WEG LA TRAGUCCION. ALLT EXISTE Uk
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LH ONEL MENSAJERO SE HACE UTILIZANDD COMO MATRfK UNA PURCTON DEL
# GECTOR FUNCIONAL DEL GENDMA SE TRANSCRIRBE FORMANDO UN  M-FNA
XCEFCION DE LaS REGIONES QUE CODIFICAN LOS RNA RIBOSOMALES Y
RENCIA.

EN UNA BACTERIAy LA SINTESIS DE RNA Y SU TRADUCCION SON DOS FENOMENOER
SINCRONIZALOSy CONTINUOS Y ACOFLATOE EN "TANDEM". ES DECIR QUE MIENTRAS
LA RNA FOLIMERASA VA SINTETIZANDO Lo MOLECULA DE RNar LOS RIBOSOMAS VAN
RECONOCTENDO EL SITIO DE UNION, SE ACOFLAN AL MISMO Y VAN INICIANDO LA
TRADUCCTON.

FOR ULTIMOy LA MOLECULA DE RNA MENSAJERO ES DE FOCA ESTABILIIAD EN LAS
BACTERIAG, E£5 UECIR QUE TIENE UN ALTO INDICE DE RECAMEIO. EN FROMEDIO
Lag DISTINTAS CLASES DE RNA MENSAJERO TIENEN UNA VIDA MEDIA DE DOS A
CINCO MINUTOS. 2876 CARACTERISTICA NO ES AJENA A LA IMFORTANCIA DE LA
TRANSCHIFCION COMO PROCESDO REGULATORIO CELULARy FUES EN MUY CONTADOS
SEGUNDCS FUEDE PONER EN MARCHA MECANISMOS CELULARES, Y EN FOCOS MINUTOSR

08 PUEDE DETVENER.

B. Ei ACIGO RIBONUCLETCO DE TRANSFERENCIA (T-RNa) Y LAS AMINODACTL
T-ENA SINTETASAS. '

EN TORC FROCESO DE BIOSINTESIS MACROMOLEDULAR: LOS MONOMEROS QUE A%
COMPFONEN SON PREVIAMENTE ACTIVADOS. A8y EN LA POLIMERIZACLION DE LOS
RIBONUCLEOSILOS MONCFOSFATOS (ACTILO RIBONUCLEICGO) LOS FRECURBORES GUE
SE UTILIZAN SON LOS NUCLEOSINOS TRIFOSFATOSY LO MISMC FaABA CON LA BIN-
TESIS DREL GLUCOEENO. L ALMIDON Y DE LOS ACLODS GRASOS. EN LA QUE LOS
FRECURSORES S0R EL UDPG, alFGy Y LA ACETIL COENZIMA A& RESFECTIVAMENTE.

EN EL CAS0O DE La BIOSINTESIS PROTEICA TAMEBIEN SE REQUIERE UNA ACTIVACION
FREVIAy PUES EL SURETRATO EN EL MOMENTO DiE EFECTUARSE LA UNION FPEPTIDICA
NO ES EL AMINOACIRO LIBRE, SINOD QUE SE HALLA ESTERIFICANDO UNa MOLECULA
DE ACIES RIRBONUCLEICC 2E ALREIEDOR DE 24.000 DALTONS DE PESD MOLECULAR.
ESTa CARACTERISTICA DEL AMINOACIL~T-RNA SUGIERE QUE ADEMAS DE ACTIVME

EL AMINOACIDGy L& FUNCION DE UN& MOLECULA TAN GRANLE ESTA VINCULALA AL
NOT DEFINEDECODIFICACION QUE TIENE LUGAR EN EL RIBOSOMA. EN REALILAD

Y HACE MAS DE VEINTE An0S QUE SE VISLUMERRO QUE LOS aMINDACIIOS NO
FOORIAN ALSORRBERSE DIRECTAMENTE AL RNA MENSAJEROy FARA OROENARSE L
ACUERLG A LA SECUENCIA INDICADAYy Y SE POSTULO UNA MOLECULA ADAFTAIIRA
QUE MICIERA DE NEXO ENTRE LA CONFORMACION DEL AMINOACIDO Y LA ESTRUCTURA

MoE.OZZAM FaG. 3
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FTRIFLETES » QUE NO SON  RECIONQCIDOS DIRECTAMENTE FOR LOS
AMINOATIT

L
105,

LGS T-RNaAy DE UN COEFICIENTE DE SE
Lh‘(, FURTFICADOS, Y ADTUA
TODOS LOS CAS0S CONCTIDNE 8
COnON (TRIPLETE COMML
MOLLECULA LINEALS Y 2

o4 5 HAN SIDO EN MUCHOS
) ENCIA TE SUS BASES. EN
: LA REGION DEL ANTI-
o GOLING “ﬁ IN LA MITAL D LA

Y ODE LA ,.:._E.UL NOTA B8 Cyloa.

L. ESTRUCTURA SECUNDIARITA MAS PRQBABLF ES UNA QUE COMPRENDD UGN &APGRI
JL“TO INTERNC DE ALRELDEDOR DEL 50X DE LAS BASES, DEJANDD ZONS Y

hhhhA SIN APAREAMIENTG. 81 SE LO DIBLJA ESQUEMATICAMENTE ALGLL . £
FORMA DE UN TREZOL DE TRES HOJAS CON UN TALLO CONSTITUIDO FOR AMEAE Ril-
GIONES TERMINALES (EXTREMOS 3* Y 5%¥). LAS HOJAS SON LOS TRES "RULOGY
RONDE MO HAY AFAREAMIENTO INTERNO. LAS FUNCIONES CONOCIDAS Y LOCALLZADAS
SON A% DEL EXTREMO 3* QUE ES LA ZONA DE UNION DEL AMINOACIDO ESTERIFI--
CANDO EL ADENILATO DE La SECUENCIA TEAMINaL CCA 3 Y LA DEL ANTICODON QUE
ES LA ZONA DE APAREAMIENTO CON EL MENSAJIERC.

LA REDUNDANCIA Y DEGENERACION Ya& MENCIONADAS DEL COGDIGO GENETICO TIENE
51 CONBECUENCTIA A NIVEL DE LA E&thLYUbh DEL T-RNA&y Vﬁ QUE BE MHAN ENCON-
TRADD VAaRIAS ESFECIES QUIMICAS DISTINTAS DE T-RNA QUE SE CaRGaN CON EL
MISMO AMENCACTIRO.

=AE AMINOACTIL-T-RNA SINTETASAS SON LA EMZIMAS QUE CATALIZAN 1.A5 REACCIC-
NES DE ACTIVACION DE LOS AMINOACIDOSy Y LA FOSTERIOR ESTERIFICATZION IDE
LOG T-RMA. HASTA EL MOMENTO» Y EN. BACTERIAS:NO SE HA ENCONTRAIO MAS QUE
UNA SINTETASA POR AMINOACIDO. ESTAS ENZIMAS CATALIZAN IOS REACCTIONES:

B4 ENZIMA + AMINOACING + ATP-weemeeeeeed AMINOACIDO-AMP-ENZIMA + PP

R 2 aMINCACIDO-AMF~ENZIMA + T-RNA-----3 AMINDACTIL-T-RNf + ENZIMA

EN LA REACCION 1 SE TRANSFIERE ENERGIA DEL ATF A LA UNION ANHIDRIDO
ENTRE EL ﬁM‘MLﬁCIDO Y EL AMFel.0 QUE FROVOCA LA ACTIVACION DEL AMIND-
ACTDO. FERO TAMBIEN IMFLICA UNA SELECCION FERFECTA DEL AMINDACIDO A-
DECUATIO POR FPARTE I LA ENZIMA,QUE SERVIRA LUEGD PARA QUE EN LA REAC-
CION 2 EL AMINOACIDO SE UNA AL T-RNA CORRESFONDIENTE. DE ESTE MODOQ EL
FAFREL LI LA EXNZIMA ACTIVANTE ES IMFORTANTE FOR LA PREDECODIFICACION
QUE EFEETUA.

C. ElL RIBOSOMA.

ES LA PARTICULA CATALITICA MAS GRANDE Y COMFLEJA QUE SE CONOCE. SU TA-
MANDO DiE 270 A Y SU PESO MOLECULAR DE 2.465 X 10%xé6 {1 SON S0OLO XOS
FARAMETROS QUE ILUSTRAN ESaA SITUACICON. SU CARACTERISTICA SEDIMENTACION
EN LA ULTRACENTRIFUGA HACE QUE SE LD CONOZCA POR SU COEFICIENTE DZ SE-
DIMENTAZIONS ¢ 70 8 EN EL CAS0 DEL RIRISOMA BACTERIANO) . DESDE LOS FRI-
MEROS ESTUOIO0S SE NOTO QUE LOS LISADDS DE RBACTERIAS MOSTHARAN: AL BEXR
ANﬁLlZAUU‘ kﬂ LA UlTAﬁCLNThl' bﬁv VARIOS TIFOS DE PARTICULAS QUE ﬁBSURM

M.h.ﬂéﬁﬁﬁ rﬁbu 4



BIAN LUZ A 2846-240 NM DEL ESFECTRO ULTRAVIOLETA. ES UN SISTEMA FPAUCIDIG-
FERSDy CUYA CCMFONENTE MAS IMPORTANTE SEIIMENTA ALREDEDOR DE LOS 70 8.
SE ENCUENTRAN OTROS DOS PICOS QUE NI SENCIA DE DOS PARTICU-
LAS MENORES DE 30 8§ Y 50 . CUANIQ Lo SON AWCTON I TON MAGNESIO ES
Bada O NULA EN EL LISADCOy BE NOTa UN GF SGOEN EL PICC DE 70 8 Y
UN AUMENTO EN LAS CANTIDRARE - = QUE  SEDIME A 30

Y 50 8. ES8TA DISOCIACION ! ) hE CUONGE HACE FENSAR
QUE EL. RIBOSOMA ESTa COMPUL SUBUNIDAREDS IE LGS SOEFICIENTES
GE SEDIMENTACION MENCIGN (&)
UN ANALISIS QUIMICO U 1G60MA REVELA LA SIGUIENTE COMPOS]
wi.  RNA RIROSOMALS ES @l COMFONENTE CUANTITATIVAMENTE MAS IM

GEL RIBOSOMaA: CONETITUYE ALREDEDOR DEL 634 DEL MISMO. SE HAN ENCCNTRATLL
TRES MOLECULAS g GE DISTINTCO TAMANO. SUS COEFICIENTES DE SEDIMENTS-
CION SON DE S &5y 145 8 Y 23 6 (3)r CON PESOS MOLECULARES DE 36 X 10%#%4,
SeS X 10%nd wriao X O 10#xs RESFECTIVAMENTE (4).

*¥2.  PROTEINAS RIRBOSOMALES: COMPONEN EL 37% DEL FESQ TOTAL DEL RIBOSOMA.
SON LA COMPONENTES MAS ESTURIANONS Y MEJOR CONOCINOSy Y CONTRARIAMENTE &
L0 QUE SE FENSDO AGUNa VEZ» HOY SE SaZE QUE SU FAFEL ES FUNDAMENTAL

Y NGO BECUNDARIO EN LA FUNCION RIZOSIMAL . L& MAY]D SON RASICAS (Syé)y
CON FUNTUS ISDELLECTRICOS DE ALREDEDOR IE 10y PERO HAY ALGUNAS NEUTRAS Y
MUY PQCAS ACIRAS.

i

Ed

LA SUBUNIIAD MENOR CONTIENE ALREDEDOR DE 21 FROTEINASy Y L& MAYOR UNAS
24. BON EN GENERAL MOLECULAS FEQUERAS . 8US PESOS MOLECULARES VAN DESDE
v X LOwxd (L 34 ) A 3»i X 10xx4 ( L2 ). SOLO UNA DE ELLAE SORREFASA
ESTE RANCI ( 8§ 1 = &y8 X 10x%4 > (7). LA PURIFICACION DE LAS ™A
RIBOSOMALES WA PERMITINC ESTUDIAR LA RECONSTITUCION DE LAS SURUNIDALES
"IN VITRO"™ ¥ DIRIGIR EL. ESTULRIO DiE 8U CONSTRUCCION "IN VIVO'. AMBAS SUR-
UNIDADES FURDEN RECONSTRUIRSE, Y EL MECANISMO ES SECUENCIAL s ORDENAID Y
HaY EVIDENCIAS DE COOPERATIVISMO EN EL PROCESD (8094105110,

La RELACION ENTRE LAS SURUNIDADES CON LA FORMA AS0CTADA 70 8y SE EXFRESA
EN LA ECUATION

Bl 30 6 + B0 8 (-l P08

EN LA QUE DISTINTAS CONLRICLONES VaN DESFLAZANDO EL EQUILIRBRIO EN UNO U
OTRO SENTIDOS LAS CONCENTRACIONES DE MAGNESIO INFERIORES A 1 MILIMOLAR:
LAS CONCENTRACIONES DE FOTASIO SUPERIORES A 300 MILIMOLAR Y EL AUMENTO
DE LA TEMPERATURAYy TIENIEN A DISOCIAR .08 RIROSOMAS. EN CAMBIO LAS
SUBUNTOADES TIENOEN A& ASOCIARGE EN FRESENCIA DE ALTAS CONCENTRACIONES DE
MAGNESIO» DE POLIAMINAS, Y SON MAS ESTARLES. SI TIENEN UNIDOS FPEFPTIDIIL O
AMINOADITL-T-RNAy (124139140,

SE HaN DETERMINADO ALGUNAS CONSTANTES TERMODIINAMICAS FARA ESTE EQUILI-
BRIO EN TEMPON  TRIS-CLORHIORICO FH 7.8 S0 MILIMOLARS Y CLORURD DE
FOTASIO S0 MILIMOLAR * G =-33,35 KCAL/ZMOL ¢ A 25 GRADOS C 3% H = - 70
RECAL/MDL § o= 120 ELl. (130,

Mol AZZAN
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I.3 MECANISMO DE LA SINTESIS PROTELCAH.

SE Ha JIVIDIDNO ESQUEMATICAMENTE LA SINTESIS PROTEICA EN TRES ETaFas, QUE
SE CARACTERIZAN FOR TENER REQUERIMIENTOS DISTINTOS. LA INICIACION GO LA
SINTESIS FROTEICA COMPRENIE JESDHE L& UNION DEL KIROSOMA Al M-RNA NE
LA FREMERA TRASLOCACION, MASANDD FOR LA ADSORCION DEL FPRIMER AMINGSACIL
T-RN&. A FARTIR DE ESTE MOMENTOy Y HASTA QUE EL RIEROSOMA SE ENCUENTRS

CON UNA SENaL DE TERMINATION OCURRE LA ELONGACION DE LA CALENA POLIFES-

TINICA. LOS FENOMENQCE QUE SUCEDEN FOSTERIORMENTE CONSTITUYEN LA ETAFA DE
TERMINACION.

A.  INICIACIONE

S5 BIEIN LOS MECANISMOS POR LOS QUE SE INICIA LA SINTESIS DE UNA CADENA
FEFTIDICA SON 38 MAS ESTUDIALCS DE LA RBIDSINTESITS PROTEICAs SE La CONO-
CE AUN MUCHO MENOS QUE LA ELONGACION. 8IN EMBARGC SE SaARBE QUE 8E EFECTUA
EN TRES ET&FASy QUE DAN LUGAR A TRES FRODUCTOS INTERMEDIARIOS DISTINTOS
LLAMANGS COMPLEJOS DE INICIACION.

EL COMPLEJD DE INICIACION Iy ESTA FORMADO FOR EL M-RNA (O 2L TRIFLETE
AUG)Y » EL FORMIL-METIONIL-T-RNA (F-MET-T-RNA)» Y LA SURUNID&D 30 & (21).
REQUIERE FaARS SU FORMACION GTF Y FACTORES DE INICIACION (231,23:24)y EN
CASO DE UTILIZARSE SUBUNIDADES 30 8§ LAVADAS CON SOLUCIONES [RE CLORURD DE
FOTASIO O DE AMONIO DE ALTA FUERZA IONICA. LOS FACTORES IE INICIACION
(FI 1 »F1 2% FL 3 ) PROVIENEN DEL LAVADC RIBOSOMAL CON LAS SOLUCIONES
Y& MENCIONADRAS.

DE LOS FACTOREES DRE INICIACICNy EL MAS IMFORTANTE  FARECE SER  EL FI 2
¢ 25926 )y FORQUE FUNCIONA COMO EJE DEL FROCESOy Y CATALIZA LA UNION DL
Fo-MET-~T-RNA A L& SUBUNIDAD MENOR, EN FRESENCIA DEL TRIPLETE ALG v

ITNCORFORANDOLE Al COMPLEJG. EL FI 1 ESTARILIZA Y ESTIMULA LA MENCIONALA

REACCION { 26427 ).

EL PAPEL GEL FI 3 ES IMPORTANTE EN LA SELECCION IEL M-RNAs PUES ES
INDISFENSABLE FARA L& INICIACION CON MENSAJEROS NATURALES » Y ESFECIAL-
MENTE A FARTIR DE LA QRSERVACION DE CIERTA ESFECIFICIDAD FARA ALGUNOS DE
LOS MENSAJERQES. SURGE AST EL CONCEPRTO DE HETERQGENEIIAD DEL FI 3. ES
DECIR LA EXISTENCIA DE DISTINTAS ESFECILES MOLECULARES DEL MISMO {(28).

El GTRy REQUISITO INDISFENSARLE FARA LA INICIACION.ND SE HIDRCLIZA EN LA
FORMACION DEL COMPLEJDO DE INICIACION Ly Y ES PARTE LO7VEGRANTE DEL MISMO.
CELOFY 2 TIENE UNA ACTIVIDAL GTFASA EN FRESENCIA DEL RIRBOSOMA COMFLETO
FOTENCTARLE POR EL FI 1 (29+30).

ALGUNGS AUTORES SUGIEREN (31) QUE LOS FACTORES FI 1 Y FI 2 UNIDOS COMC
SE LODS ATSLO EN FORM& DE COMPLE.DO. SE COMPFORTAN EN FORMA SIMILAR a 08
FACTORES DE ELONGACION FE TU-FE T8y PERO ESFECIFICAMENTE FARA EL
F~MET-T-RNA. 81 RBIEN ES UNA HIFOTESIS QUE FLANTEA UN MECANISMO INTERE-
SANTE» NO Ha SIO0 FRORBADA CON EL RIGOR QUE SE UTILIZO EN EL CAS0 DE LOS
FACTORES DE ELONGACLON.
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LA SUBUNIDAL 50

: . Lol NG ;'“ ' lxﬁi U
NOGUANTO GE F lVﬁ S CUNM -
NILIACION SE LIREZRAN DEL COMPLELT

SRMACTION DEL COMPLEJO DE INICIACION Iy SE LE B
SAMOCSE AST EL COMPLEJD DE INICIACION IX
ENMOEL CUal . 7 T-T-RKNA SE HALLA AFARENTEMENTE EN EL SITIO A, PUES NO
REACCIONA CON FURCMICINA. ESTC SE SARE lGhQUL UTILIZANDO EN VEZ DE FT‘v
UN ANALGGE EL GMPP~C-F (34)y» SE FURNﬁ Bl COMPLEJO DE INICIACION If

PERQ NG HAY FMACTON DE F-MET-PUROMICINGy LD QUE INDICA QUE EL GTP ES
NECESARTO v UNA TRASLOCACION QUE URTQUE i FeMET--T--RNA EN EL
SITIO F {88, 36¢37).

,-.

Ei. COMPLEJC DE INICIACION IXNI ES EN DEFINITIVA EL MISMO COMPLEJSD II
DESFUES D LA TRANSLOCACION Y 0E QUE Haya OCURRI HU UNA HIDROLISIS
DE GTF (37).

EXISTEy SIN EMBARGO OTRA INTERFRETACION QUE ATRIRBUYE EL GASTO
A UN CAMRIOD DE CONFORMACION D Lea SURUNIDAD 30 8 PARA ADECUAR :
MIENZD DE LA SINTESIS PROTEICA. DESDE ESTE FUNTO IE VISTA (38) il
F-MET-T-—-RNA SE HaLLARDA DESDE EL COMIENZO EN EL SITIC Py NO SIENID nE-
LLGﬁhlh La TRASLOCACION DEL MISMO.

K. F?“Nﬁh‘lﬂm.

Bl F-MET-T-8NA SE ENCUENTRA EN EL SITI0 P DEL COMPLEJO DE INICIACION Y
ElL &‘TJU a SL HAaLLA LIERE CON UN NUEVDO CODONy EL QUE CODRIFICA AL SEGUNDO
CAMINODACING, EN ESTRECHA VINCULACION CON EL. EN CONDICIONES CERCANAS A
LAS FISIOLOGIZCASy LA UNION DEL AMIN2ACTL-T-RNG REQUIERE L& FARTICIFACION
DE 008 DE LIS FACTORES DE ELONGACIONy EL FE TU Y EL FE TS ADEMAS DEL
GTFy QUE ACTLA COMOD COFACTOR.LA SECUENZIA DE REACCIONES QUE LLEVAN A La
UNTION DEL Aa-~T-ENA CON EL RIROSOMA SON LOS SIGUIENTESS

i 4 FE TU-GOP + FE T§---w--r) FE TU-FE T§ + GIP (a2

LB FORMA FE TU-FE TS ES LA FORMA ACTIVA DEL FACTOR DE ELONGACION Ty QUE
5 COMO SE L0 LESCUBRIO EN BACTERIAS. ES INTERESANTE MENCIONAR QUE  EN
L.0S IULhRIUILuv El. FACTOR DE ELONGACION QUE HACE LAY VECES DE T 5 UNA
SOLA MOLECULA PROTEICALEL FE TS ES DESFLAZAOD & SU  VEZ FOR  UNA  NUEVA
MOLECULE DE GTRy GIN HIDROLISIS DE LA MISMAy QEDANDO LIRRE EL FZ T @

R 5 FE TU-FE T8 + GTFw-===-=) FE TU-GTF + FE TS (42)

ESTE COMPLEJO LIGA EL AA-T-RNA o LOE T-RNA DESCARGADOSy Y F--MET-TRNA
NUNCA PARTICIFAN DE ESTE COMPLEJOD (43).
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R & FEOTL-GTE E e T RN e 0 A T RINAFET UG (350400 44)

EN ESTA FORMA

T-RNA SE UNE AL COMFLEJO DE INICIACION IIX. 2 &
CUALQUILR & <IBOS0MAL CON EL SITIO F OCUFADO POR FEPTIDNL-T-RNS
EL SITIO & L HIDROLIZANDOSE EL FOSFATO GAMMA DEL GTF» LIRERANDOESE
FE TU-G0F U ES REUTILIZADO COMO EN R 4.

ey AA=T=RNA-M-RNA-RIEOSOMA + FE TU-GIF + F

EGTA SECUENCIA DE REACCIONES HACE PENSAR QUE A R 3 HEA QUIZAS UNA
REACCTON INEXISTENTE "IN VIVOY: O DE MUY POCA ITMPORTOANCIAy SIENDO LA
SECUENCIA NATURAL EL FAED DE R 7 A R 4 .

UNG VEZ URICADC EL As-T-RNA EN EL SITIO A» TIENE LUGAR LA REACTION DE
FORMACION DE LA UNION PEPTIDICA» ENTRE LA F-MET-T-RNA O PEPTIDIL-T-RNA
EN EL SITIO P Y EL AMINO DEL AMINOACIDO QUE ACTLA EL T-RNA RECIENTEMENTE
LIGand EN EL SITIC A. ESBTA REACCION HA SID0 MUY ESTUDIADA UTILIZANDO UN
ANALOGO DEL A&-T-RNA » LA PUROMICINA (44). EL PRODUCTO DE LA REATCION EN
ESTE CAB0 ES LA F-MET-FUROMICINA: O PEFTIDIL-FUROMICINA. LA ENZIMA QUE
CaTaLlIZA ESTA REACLION ES FARTE CONSTITUYENTE DEL RIBISOMAy ESFECIFICA-
MENTE DE 20U SURUNIDAD MAYOR (47)y Y ES LLLaMADA FEFTIDIL TRANSFERAGA O
PFERPTIOLL SINTETASA. ESTA REACCTION NO CONSUME MAS ENERGIA QUE LA QUE ESTA
CONTENITA EN LA UNION ESTER ENTRE EL AMINOACIDO Y LA RIROSA DEL ARENILO
3¥Y TERMINAL DEL T-RNA. ES DECIR QUE L& ENERGIA QUE SE UTILIZA ES La DE
LA ACTIVACION LEL AMINODACIDO, ¢ VER RL Y R2 Y.(48).

UNA VEZ EFECTUARA LA REACCIONs QUEDA EN EL SITIO P UN T-RNA DRESCARGALDO»
¥ OEN Ei. 8ITIO A UN PEFTIDIL-T-RNA. ES LOGICO FENSAR QUE EL SITIO P TIENE
UNA AFINLLDALD COMPARATIVAMENTE MENOR FOR EL T-RNA DESCARGADRO GUE FOR EL
FEFTIDIL-T-RKNAy LO QUE LLEVA A GQUE ESTE DESPLACE A AQUEL DEL. $I7TIZ .
ESTE FROCESO OCURRE CONCOMITANTEMENTE CON UN MOVIMIENTO RIBOSOMAL A LG
LARGO DEL M-RNAr EN UN INTERVALO DE UN TRIPLETE, LO QUE HACE QUE UN
NUEVS CONON » EL SIGUIENTE, SE ENDUENTRE EN EL SITIO & .

STE FROCESO: LA TRASLOCACION: REQUIERE LA PRESENCIA DE  UN  FACTOR
'‘ROTELICCy FE G (4%)y COMUNMENTE LLAMADO TRASLOCASH. ALSLADNOD DE La FRAC-
ION SOLURLE DEL LISANO RACTERIANCy Y QUE TIENE ACTIVIDAL GTFASA (3500,
Z8TA ACTIVIDAL FUEDE DETECTARSE AUN EN AUSENCIA DE TRASLLOCACION » FERQO
STEMPRE EM PRESENCIA DE LOS RIBOSOMAS,(D1).

"
ot

E
=
{
[

LUEGDS IE LA TRASLOCACION, EL FEPTIDIL-T--RN& SE ENCUENTRA EN EL SITIO P.
EL SITIO A& ESTA ENFRENTADD A UN NUEVO CODONy Y EN CONDICIONES DE LIGAR

UN NUEVD AA-T-RNA. ESTA SECUENCTIA DE REACCIONES SE REFITE HASTA LA TER-
MINACION DE LA CADENA PEFTIDICA CODIFICADA EN EL M-RNA.

o som e s, 100 10 veeh Gabe Sws Gma e e dam BASC K4IR G086 e mwmr A 4uEe SWE St PO Gamm 44AS Stas e Suie A0 400s NS MEe Mmed SEus AL 4045 MG AEse ssi SMet Ss e Sam mEs fES S04 IS MSeb Sem fem Fe Gume SSD 000 Shem 4100 BRSE
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Go  TERMINACION.

51 EN EL SITIO A DEL RIRBDSOMA QUEDA UN CODON SIN SENTIDOD EL PERPTIDIL-T-
BNA SE HIDROLIZA, LIRERANDOSE L& CalENa PERPTIDICA. ESTE FROCESQO SE LLAMA
TERMINACION. PUEDRE SER JNﬁ TERMINACION  FISIOLOGICA « EN  ESTE  CAS0 La
PROTEINA  LIRERA&DA  EXPRESA  TOTALMENTE LA FUNCTON GENETICAMENTE
TRASMITIDAL. FERD TAMBIEN PUEDE SER UNA TERMINACDION  PREMATURA  DERIDO A
UNA MUTACTON QJL MONIFICA ALGUNDS CONONES DANDD ORIGEN A ALGUNA DE L.aS
SERALES DE TERMINACION UaAs UAGr 0O UGA. .

ADEMAS IE LAS SERALES DE TERMINACIONsy SE REQUIEREN FACTORES PROTEICOS »
QUE SE HALLAN EN LA FRACCION SOLURLE DEL LISADD RACTERIANG (32,83). FARA
ESTUNTAR ESTE PROCESO SE UTILIZARON NOS SISTEMAS. EL PRIMERO FUE LA TRA-
RUCCION DE L.O0E FRIMEROS SEIS CODONES DEL RNA NE UNA MUTQCION AMBER  DEL
FAGO R 17 ¢ CAPECTHID . SE SINTETIZA EL HEXAFERTINO Y SE  ESTUDIAN  LAS
CONDICTONES ¥ REQUERIMIENTOS PARA LA LIRERACION DEL MlgﬁD Al LLEGAR Al
SERTIMO CODON QUE EN ESTE CABS0Q ES UAG EN VEZ DEL UGG ( TRIFTOFANG ¥ QUE
GE ENCUENTRA EN LA CEFPA SILVESTRE. EL OTRO SISTEMA ( CASKEY Y COL.)Y MIDE
LA LIBERACION DE F-METIONINA DEL COMPLEJO DE INICIACION F-MET-T-RNA~
AUG~RIBGSOMAYy AL AGREGARLE LOS DISTINTOS CODONES DE TERMINACION <(H4).

81 RIEN ESTE METODO EE MENOS "FISIOLOGICO"» FPERMITIO UN AVANCE MAS ACE-
LERADD » Y SE FUNIERON SEFARAR 0S5 FACTORES LLaAMADOS FL 1 Y FL 2
(55:56)y AMBOS ACTINOG CON EL TRIFLETE UaA. AREMAS EL FL 1 ES ESFPECIFI-
Lo PARA EL TRIFLETE UAGsY EL FL 2 ES ESPECIFICO FARA UGA. AMRBOS FACTORES
SON FROTEINAS (H6:57) Y CUMFLEN LAS SIGUIENTES FUNCIONES:

0Lt LA DE LIGARSE AL RIBOSOMA EN PRESENCIA DEL TRIFLETE DE TERMINACION,
286 DECTR QUE RECONOCEN EL TRIPLETE. ES UNA REACCTION MUY ESFECIFICA.
ASOCIAND A& ESTA REACCION SE HA AISLADD UN TERCER FACTORy EL FL 3
LLAMATIC ANTERIORMENTE & (58)» QUE ESTIMULA LA ACTIVIDAD DE AMBROS FACTO-
RESy AUMENTANDO LA AFINIDAL FOR EL RIRBOSOMA. FOR EJEMFLO DISMINUYE LA
KM DEL FL 2 POR EL TRIPLETE UAG DE 8y3 X 10%%-3 A 13 X 10#%-5,

w28 FARTICIFAR EN LA HIDROLISIS DEL FPEFTIDIL-T-RNAy ES DECIR EN LA
TRANSILKLNLIA DEL FEPFTIOILO & UNA MOLECULA DE AGUA QUE ACTUA  COMO
MOLECULA ACEFTADORA EN VEZ IIE UTRU AMINOACTL-T-RNA. EL HECHO DE QUE EL
PERFTIDIL-T-RNA DERE ESTAR EN EL SITI0 P PARA QUE LA MHIDROLISIS OCURRAY
NO SIENDO REACTIVO ST SE HALLA LN EL SITIO A HACE FENSAR EN LA FPARTICI-
FACTON CONJUNTA DE La FERTIDIL SINTETASA.

UNA FUNCTION QUE PUEDE SER MUY IMFORTANTE A MEXIDA QUE aAVANCE SU ESTUNIO
ES LA PFARTICIPFACION DEL FlL 3 EN La DISOCIACION DEL COMFLEJO T-RN&-LAA-
RIRGSOMA UNa VEZ LIBERADA L& FROTEINA (59). NO ESTA DEFINIDG AUN LA POSI
BLE INTERVENCION E HIDROLISIS DEL GTF EN LA REACCION DE TERMINACION.

DE ESTE MODO» UNA VEZ TERMINADA SU SINTESIS »  SE  LIBERA LA CARENA
FEFTIDICA DEL RIBROSOMA.

MalE . AZZAM FAG. 10
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Lo 4. EL CICLO RIBOSOMAL.

EN UNA BACTERIA QUE CRECE LOGARITMICAMENTE, EN UN MEDIO RICO EN NUTRIEN-
TESy L& CANTIDAD DE RIBOSOMAS FUEDE LLEGAR & ALREDEDOR DE 30.000(61+62)
Y EN 8U GRAN MAYORIA SE LOS ENCUENTRA SINTETIZANDDO PROTEINAS EN  FORMA
ACTIVA (&3) . EL TIEMPC DE SINTESIS DE LOS RIBMSOMAS ES DE ALREDEDCR DE
CINCO MINUTOS (CON UM TIEMFO DE GENERACILON RBACTERIANA DE TREINTA ) (645
65). LA CANTIDAD D RIBOSOMAS QUE SE SINTETIZAN AL MISMO TIEMFO HACE QU
S0LO 1-5 X DE LOS RIROSOMAS FUNCIONANTES SEAN REALMENTE NUEVOS. ESTOs
UNILDC A LA DEMOSTRADA INTEGRIDAD DE LAS SUBUNIDADES DURANTE VARIAS GENE-
RACTONES (482 PERMITE CONSIDERAR QJE LOS RIBOSOMAS FARTICIPAN EN MAS DE
UNA VUELTAE I SINTESIS PROTEICA. ESTE HECHO OBRLIGA & AMITIR LA EXISTEN-
Cla DE UN CICLO DE RIROSOMAS QUE DETERMINA LA REUTILIZACTON DE LOS MIG-
MRS SOBRE CUALGUIER M~RNA& DISFONIRLE LUEGO DE L& TERMINACION DE Cala
CADENA PEFTIOICA.

EL DESCUBRIMIENTO DE LL0S FOLIRRIROSOMAS (66¢67) URICO EL FPRORBLEMA EN SU
VERDADERA MAGNITUD, COMO FARTE DE LA ECONOMIA CELULAR.

EN ESTE SENTILC EL RIROSOMA CUMPLE UN CICLOF UNA DE SUS PARTES SE  HALLA
RELACIONATA CON EL M-RNAyY EN ELLA ESTA INICIANDOy ELONGANDO 0O TERMINAN-
LO UNA CADENA FEFTIDICA. LA OTRA FARTE COMIENZA A PARTIR DE LA TERMINA-
CION DE LA CADENAy CUANDO EL RIRBOSOMA FIERDE SU RELACION FISICA CON EL
M-RNAyY SE CIERRA CON LA INICIACION DE UNa NUEVA CADENA. ESTa SEGUNDN
FARTE DEL CICLO RIROSOMAL ES LA QUE NOS INTERESA EN ESTE TRARAJD.

£l MOUELO DE LA INICTACION DE LA SINTESIS FROTEICA FROPUESTD FOR NOMURA
Y LOWRY (21»68)y CONCEFTUALIZALO FOCSTERIORMENTE FOR WATSON EN RELACION
CON EL CICLO RIBOSOMAL (69)s EXIGE EL ESTADO DISOCIADC DE LOS RIROSOMAS
COMO CONDICION NECESARIA FARA LA INICIACION DE LA TRADUCCION DE UN MEN-
SAJERD NATURALy EN FRESENCIA DE FACTORES DE INICIACION Y BAJA CONCENTRA-
CION DE TONES MAGNESIO. ESTE HECHO VIENE A SER EL PRIMER REQUISITO QUE
DERE CONTEMPLAR CUALQUIER MODELC QUE INTENTE DESCRIEBIR 0 EXFLICAR LO QUE
QCURRE CON EL RIBOSOMA EN LA SEGUNLA MITAL DEL CICLO.

LOS PRIMEROS INTENTOS SE REALIZARON RUSCANDO METCNOS DE LISIS SUAVE  JE
LA BACTERIASy QUE PERMITIERAN VER RAFIDAMENTE EL FERFIL DE RIBOSOMAS
CONSERVANDD EN LO POSIBLE LA INTEGRIDAD DE LOS FOLIRIBOSOMAS (460619625,
MANGIARCTTI Y SCHLESSINGER HALLARON QUE LOS RIROSOMAS ESTARAN DISTRIRUTL-
DOS EN CANTIDADES IGUALES ENTRE FOLIRRIBIOSOMAS Y SUBUNIDADESy FALTANDO
LLAMATIVAMENTE LAS PARTICULAS 70 S. EN SUS EXPERIMENTOS LAS SURUNIDADES
NO ESTAN UNIDAS A M-RNAs NI TIENDEN A REASOCIARSE AL AUMENTAR LA CONCEN-
"WACTON DEL CATION MAGNESIO a 10 MILIMOLARy FOR LO QUE LAS LLAMARON SUR-
UNIDADES "NATIVAS" A DIFERENCIA DE LAS SURUNIDALES "DERIVADAS' OBTENIDAS
FOR EL DESCENSO DE LA CONCENTRACION DE MAGNESIOy QUE SI  TIENDEN A
REASCCIARSE 81 SE LES REFONE DICHO CATION DIVALENTE. FROFUSIERON DNE ESTE
MOIQ EL FRIMER MODELO DE CICLQ RIRODSDMAL (4632640 EN EL QUE EL RIROSOMA
SE UISOCTA AL TERMINAR LA SINTESIS FROTEICAr FASANDO ASI LAS SUR-
UNIDADES COMO TALES A DISPONIBILIDAL HASTA QUE SON NUEVAMENTE USARAS.
CONSECUENTEMENTE INTERFRETARON QUE LAS UNIDADES 70 & FROVENIAN DE iA
DEGRADACTON DE LOS FPOLIRRIROSOMAS FOR RUFTURAS NO FISIOLOGICAS EN LA

Mokl o AZZAM FAG. 11
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MOLECULA DE M~8Na.

SIN EMRBARGBO OTROS GRUMOS DE INVESTIGACION NO COMFARTIERON ESTE FUNTO DE
VISTAy AL NO PODER SORFIAMAR LA AUSENCIA DB LAS PARTICULAS 70 § . ESTAS
AFARECIAN CONSTANTEMENTE EN LOS LISADDS DE MUCHAS ESFECIES BACTERIANASLS
CON METOLOS TAN SUAVES QUE LOGRARAN UNA DISTRIZUCTON DE LOS RIEBOSOMAE
CON UN 75 % ENM FORMA DE POLIRRIBOSOMASy 15-20 % COMO UNIDADES 70 8 Y
510 % COMOD SURUNILADES (63707677

A FARTIR DE ESTE HECHO SE PLANTEQO UNA LARGA Y A VECES COMPLICADA FOLEMI-
LA ACERCS DEL PAFEL DE LA PARTICULA 70 S QUE FUEDE RESUMIRSE AHORA EN
LOS SIGUIENTES TERMINOSS

FOR LD MENOS PARTE DE LAS PARTICULAS 70 § OBSERVADAS EN LOS LISADOS » NO
FROVIENEN DE LA DEGRADACION DE 1.OS FOLIRRIRBOSOMAS (MONOSOMAS)» PUES SON
MAS SENSIBLES QUE ELLOS AL DESCENSO DE LA CONCENTRACION DE MAGNESIO». (SE
DISOCTIAN A L MILIMOLARy EN CAMRBIO LOS MONOSOMAS SE DISOCTAN FOR DEBAJOQ
DE DICHA CONCENTRACION) » (642780 5F ADEMAS FOCOS DE LLOS RIBOSOMAS CONTIENEN
FEFTIDIL-T-RNA RETECTABLE LUEGD DE UN FULSO CON AMINOACIDOS RaADIOACTIVOS
(7525 TAMFOCD ESTAN UNIDOS A M~RNA (735:80).

UNA CARACTERISTICA DE TODROS LOS METONODS IE LISIS QUE MOSTRABAN La EXI&S-
TENCIA TE FARTICULAS 70 S ERA QUE LA CONCENTRACION SALINA ERA MUY CERCA-~
NA A LA FISIOLOGICA: POTASIO :350-100 MILIMOLARy MAGNESIO 3-8 MILIMOLARY
LO CUAL SUGIRID QUE EL. HALLAZGO DE SCHLESSINGER Y COL. FODRIA SER  UN
RESULTAND ARTIFICIALy DERIDO A LA ALTA CONCENTRACION  SALINA  DE 5U8
FREFPARACTONESy Y ESPECIALMENTE A LA PRESENCYIA [E $S0DI0. ESTO FUE CONFIR-
MADD FOR VARIODS AUTORES (78:,80,8182). EN ESTE SENTIND QUEDAEA CLARA LA
EXISTENCTIA DE LA ENTIDAD RIBOSOMAL DE COEFICIENTE DE SEDIMENTACION 70 &.
ALGUNASy INDUDABLEMENTE: SON MONOSOMAS FROVENIENTES DE LA DEGRADACION DE
FOLIRRIEROSOMASy O COMPLEJOS DE INICIACION 70 Sy CON FEFTIDIL-T-RNA » 0
F~MET-T-RNfAy (COMPLEJOS DE INICIACION II Y YID)y OTROSy EN CAMEBIO SON
RIBOSOMAS LIBRESy DISOCIARLES FOR BaJA CONCENTRACION DE ION  MAGNESIO» .
FOR 80010y FOR TRATAMIENTO MUY SUAVE CON RNASA (83)y 0 FOR LA INCURACTON
CON UN F&ACTOR PROTEICO FROCEDENTE DEL LAVARC RIBOSOMAL CON  SOLUCIONES
CONCENTRARAS  DE CLORURO DE AMONIO. FOR ESTA RAZONy ESTE NUEVO FACTOR SE
DENOMINDO FACTOR DISOCIANTE (FI) (7584,85).

ESTE TIFO DE PARTICULAS 70 & SON LAY QUE AUMENTAN EN 08 LISAROS D
BACTERIAS QUE HAN SIDO SOMETINAS A LA ACTINOMICINA I' (ANTIRIOTICO (RUE
INHIRE LA SINTESIS DE RNAy Y PRODUCE LA DESAFARICION DE MENSAJERDS {76)»
DA LA PUROMICINA, QUE LIRERA EL PFEFTIDO DEL RIRDSOMACZ8)y O AL AYUND LE
CIERTOS NUTRIENTES NE REQUERIMIENTO ABSOLUTO (84,85y86).

DANOg LOS ARGUMENTOS QUE FAVORECEN LA EXISTENCIA REAL DE LAS FARTICULAS
70 8y EN DISCOROANCIA CON LOS RESULTADOS DE  SCHLESSINGER Y COL. Y
EXFLICALRAS ESTAS DIVERGENCIASy TANTO ALGRANATI Y COLARORADORESs COMO
DAVIS Y COLARORANORES FAVORECIERON LA HIFOTESIS DE QUE REALMENTE EL PRO-
DUCTO QUE SE DESPRENIE DEL M-RNA LUEGO DE LA TERMINACION, ES LA FPARTICU-
LA 70 & (7885) .4 ESTO SE AGREGA EL DESCURRIMIENTO DEL FACTOR DISOQCIANTE
CUYA ACCION FISIOLOGICA SERIA NISOCIAR EL RIBOSOMA» DEJANDOLO ASI EN
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CONDICIONES  DE REINICIAR.

LOS TRABAJOS DISCUTINGG HASYTA aMORA FROVIENEN DEL  ESTURIO D L08 FER-
FILES RIBOSOMALESs DISTRIBUCTION DE ! IRRTROSOMASy UNIDADRES Y SURBUNIDA-
e UIN vIVaYy YO GEL MARCADO COM PULS0E CON AMINOACILOS:FOSFORQ Y URACTLD
RAGLOACTIVES .

OTRA DE LAS METCDOLOGIAS EMFLEADAS FARA EL ESTUDIO DEL CICLO RIBOSOMAL
E8 EL DEL INTERCAMBIO DE SURUNIDADES RIBOSOMALES. &SI UN CULTIVO QUE
CRECE UN MEDIO CON ISO0TOFOS PESANCS ES TRANSFERIDO A UN MEDIO CON ISQTO-
FOS LIVIANOS: SE NOTA QUE EN EL LISADD COEXISTEN UNIDADES RIBOSOMALES DE
COEFICIENTES DE  SEDIMENTACION CORRESFUNDIENTES A LAS INTEGRADAS
TOTALMENTE MOR ISOTOFOS LIVIANGS Y PESADROSy FERO TAMBRIEN SE ENCUENTRAN
RIBOGOMAS HIEBRIDOS (86)y INTERFRETARQS DE ACUERDO AL MODELO DE CICLO DE
BEHLESSINGER Y COL. COMD RIROSOMAS QUEYFREVIA DISOCILIACION AL TERMINAR LA
SINTESYIS SE REASOCIARON AL AZAR Al REINICIARLA . EL MISMO FENOMENO SE
FUETZE ORSERVAR "IN VITRO" (87,88)y INCURANDD EN CONDICIONES ANECUANAS
AR La SINTESIS PFROTEICA FOLIRRIROSOMAS DE ISOTOFOS LIVIANOS JUNTO CON
OTROS DE ISOTOFDS PESADROSy CRTENIENDOSE TAMEIEN RIBOSOMAS DE COEFICIENTE
DE SEDIMENTACION HIBRIDOS ESTOS NO AFARECEN EN PRESENCIA DE ANTIRIOTICOS
QUE INHIRBEN LA SINTESIS FROTELCAH.

ExOESTOS ESTUDIOS "IN VITRO" SE NOTO QUE ALGUNOS DE LOS RIBOSOMAS HIRRI-
nog SE COMPORTAN COMO S1 FUERAN RIEBDSOMAS LIBRES, Y NO DE REINICTIACIONY
FLANTEANDOSE LA FOSIBILIDAD DE QUE EXISTA OTRO TIPD DE INTERCAMBIO nE
SURUNITADES QUE DEFPENDA DE LA SINTESIS FROTEICA: PERO QUE SEA INDEFEN-
OIENTE DE LA REINICTACION. EN OTRAS FALABRASy EN SISTEMAS SUBOFTIMOSy EN
QUE LA REINICIACION LIMITA LA CONTINUIDAD OE LA REACCION » EL INTERCAM-
BLO DE SURUNIDADES SE FRODUCE COMQ CDONSECUENCIA DE LA NISOCIACION CONCO-
MITANTE CON LA TERMINACIONs Y LA FOSTERIOR REASOCIACION  FORMANDO o EL
RIBOSOMA LIBRE. DE ESTE MOIOy KAEMFFER INTERFRETO SUS RESULTALOS COMO
UNA FRUERA DE LA DISOCIACION CONCOMITANTE CON LA TERMINACION (MODELQ DE
SCHLESSINGER) CON LA VARIANTE DE ADMITIR L& ACUMULLACION DE PARTICULAS

70 86 CUANDO LA SINTESIS FROTEICA NO  FUNCIONA A FLENA CAPACIDADR. SE
OBTUVIERON RESULTADOS SIMILARES UTILIZANDO SUBUNIDADES 30 § RADIOACTI-
VAS Y ESTUDIANDO EL INTERCAMEIOQ EN FUNCION DE LA CANTIDAD DE RADRIOACTI-
VIDAD QUE FASA DE LA ZONA DE LA SUBUNIDAD MENOR A LA ZONA DE LA FARTICU-
La 70 8 EN EL GRAUDIENTE (8%).

SIN EMBARGO LA PARTICULAS 70 § LLIBRES TAMBIEN INTERCAMEBIAN SUS SUBUNI-
DARES CON DTRAS RALDIOACTIVASy SIN NECESIDALD DE SINTESIS PROTEICA NI DE
TERMINACION EXFRESANDD EL EQUILIBRIO DINAMICO DE LA REACCION ¢

ESTO VUELVE A& PONER EN DUDA EL DESFRENDIMIENTO DEL RIROSMA EN LA FORMA
DISOCIADA: FUES DEJA ARIERTA LA FOSIRILIDADR DE QUE LUEGD DE LA TERMINA-
CIONy £l RIBOSOMA SE DESPFRENDA COMO FARTICULA 70 Sy Y ESTA INTERCAMEBIA
SUS SURUNIDADES .

Mol AZZAM FaG. 13
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FOR OTRA FARTEy LA FUROMICINAYy UN ANTIRIOTICO QUE INHIBE LA SINTESIS DE
FROTEINAS TANTO "IN VIVG"  COMO  UIN VITRE" Y QUE QUIMICAMENTE 128 UN
ANALOGO IIEL AA-T-RNA&y FRODUCE L& TERMINACION ABRUFTA Y NO FISIOLOGICA DE
LA SINTESIS DE LA CADENA RIFTIDICAy LA QUE SE LIRBERA COMO PEFTIDIL-FURG-
MICINA (469959926972, EL AGREGADD DE PUROMICINA & LOS CULTIVOS BACTERIA~
NOS FRODUCE L& DEGRADACION DE LOS FOLIRKRIBOSOMAS Y SU REEMFLAZO CUANTI-
TATIVO FPOR FARTICULAS 70 8§ QUE SE COMFDRTAN COMOC FARTICULAS LIBRES TANTO
FRENTE A LAS EBAJAS CONCENTRACIONES DE MAGNESIO COMO EN OTRAS CONDRICIONES
ESTUDIALASy (76:98,99). SCHLESSINGER (72) ENCONTRO QUE La FUROMICINA
DISOCTA EL RIBOSOMA EN SURUNIDADES: AUNQUE ESTE RESULTALOC NO  HA SIno
CONFIRMADO FOR OTROS AUTORESy SINO QUE MAS BIEN SE LO CUESTIONA FOR  SER
EL SLYD UN SISTEMA MUY FOCO FISIOLOGICO. EN 1969 KAEMPFER Y  MESELSON
(87) ENCONTRARON QUE LA FPUROMICINA® AUMENTA EL INTERCAMEIO DE LAS SUB-
UNIDAXES EN UN SISTEMA DE FOLIRRIEOSOMAS QUE ESTA SINTETIZANDD FROTEINAS
Y SE LO ATRIBUYERON & LA MAYOR DISFONIBILILAD DE LAS SUBUNIDADES FARA
REINICIAR 0 FOR LO MENDS FARA ACOFLARSE DE NUEVO A UN MENSAJERQ.

~

ES ORVIO QUE LA INDEFINICION Y AFARENTE CONTRALRICCION DE 1.OS RESULTADOS
Y MODELOSy SE BASAN EN QUEE NO Ha FODIDOQ DEMOSTRARSE SIN LUGAR A QUDAS LA
FORMA EN QUE EL RIBOSOMA SE DESFRENDE DEL MENSAJERO (DESACOFPLAMIENTO) v
LUEGO DE LA TERMINACION DE LA CARENA FEFTIIDICA. SIN NEGAR SU IMFORTANCIA
CREQ QUE NO ES SUFICIENTE AFORTAR ARGUMENTOS A FAVOR 0 EN CONTRA DE  UN
MODELO U OTRO.

EN LAY FAGINAS QUE SIGUEN NOS FPROFONEMOS DESCRIEBIR LOS EXFERIMENTOS
REALIZADOS Y LAS INTERFRETACIONES DESARROLLADAE QUE NOS PERMITEN RESQOL-
VER ESE FROBLEMA.

MuE o AZZAM
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il. MATERIALES Y TECNICAS

IT. 18 BACTERIAS Y CULTIVOSG.

Ao EN TODOS LOS EXPERIMENTOS FRESENTADOS AGUL SE Ha USADD LA BACTERIA
ESCHERICHIA COLY. SE ELIGIO LA CEPA L 10y ORTENIDS FOR GESTELAND (110G
Y CARACTERIZADA FOR SER MET -y Y RNABA T -. ESTE ULTIMO DETALLE ES EL
QUE DECINIO0 LA ELECCION » FUES LA AUSENCIA DE LA RNASA I AUMENTA LLAS
FOSIBLLIDADES NE ORTENER FOLIRRIBOSOMAS ( ESPECIALMENTE A PARTIR DE
GRANDES CULTIVOS)» Y SOBRENADANTE EBACTERIANGO (8 100 CUN FOCA ACTIVIDAD
NUCLEDOLITICA. AMBAS FRACCIONES CELULARES S0ON NECESARIAL FARA LA SINTESIS
FROTEICA IN VITRO.

B. CONDICIONES Y MEDIOS DE CULTIVO: SE UTILIZARON 00S MENICS DE CULTIVO.
1. MEDIO A. ESTE MEQIO S8E US0O CUANDO SE CULTIVABRAN BACTERIAS FARA ORTE-
NER RIBOSCMAS. CADA LITRO DEL. MEDIQO CONTIENE CLORURO OE AMONIO 11 GR.LY
CLORURD NE SORIO 0% GR.F CLORURO DE FOTASID 8 GR.F TRIS (TRYIE HIDROXI-
METIL~-AMINC METANOY 12»1 GR.F FOSFATO DIFOTASICO 46 MG.3 SULFATO LISONTI-
CO 225 MG.Y CLORURD DE CALCIO 1+2% MILIMOLESSY CLORURO DE MAGNESIO 19295
MILIMOLES? GLUCDSA 2 GR. EL PH SE AJUSTA A 74 CON ACIDO CLORHIDRICO
CONCENTRADOD. CUANDO ESTE HMEDIO NO SE USA FARA DBTENER COMPONENTES CELU-
LARES MARCADDS CON AMINOQACINOS RARIDACTIVOSG, SE LO SUFPLEMENTA CON 135 GR
OE UNA MEZCLA DE AMINOACIDROS OBTENIDOS DE L& DIGESTION OE CABEINA {(CASA~
MIND ACIDOS DIFCO).

2. MEDIO 9. EMPLEADD CUANDO LAS BACTERIAS CULTIVADAS SERVIAN FARA OBTE-
NEFR SORRENADANTE DEL LISAN0O (8 150).CONTIENE FOR LITROSFOSFATO DISONTCO
& GRWEOFOSFATO MONOFOTASICO 3 GR.¥ CLORURO DE SODIO 0.3 GR.V SULFATO DE
MAGNESTO (.7 H20) 02 GR.F CLORURD DE AMONIDO 1 GR.V GLUCOSA 2 GR.¥ CASA-
MINOACTDOS DIFCO 2 OBR. EL FH SE AJUSTA A& 791 CON ACIDO CLORMIDRICO CON-
CENTRA&O.

LOS CULTIVOS SE DESARROLLARON & PARTIR DE INOCULOS CULTIVADOS DESDE LA
NOCHE ANTERIOR. LA INCUBACION SE REALIZO A 37 GRADROS C EN UN BANOD ROCTA~
TORIO DE ALREDEDOR DE 200 CICLOS FOR MINUTOS. CUANDO SE REALIZARAN CLL-
TIVOS TE GRAN VOLUMEN SE LOS COLOCABA EN UN EBARNQ A 37 GRADOS Cy Y BE LES
INYECTARA AIRE A FRESION (33 KG/CM2) . EL CRECIMIENTO IE [LOS CULTIVDS SE
MONITOREA FOR LA TURBINEZ EN UN ESFECTROFOTOMETRO A 700 NM DE LONGITULD
DE ONDA CON CELDAS DE 1 CM DE PASO DE LUZ. HARITUALMENTE DESPUES DE LA
SIEMRRA DEL INOCULO La& LECTURA ERA DE O0v033 & 0,050 UNIDADES DE aA. EL
TIEMFO MEDIC DE GENERACION NE ESTA CEFPA EN MEDIO A ES DE 33 MINUTCOS. Y
LE 30 MINUTOS EN EL MEDRID 9. LA FASE DE CRECIMIENTO LOGARITMICO CONTINUA
HASTA UNA TURRIDEZ DE ALREDEDOR DE 0y830 UNIDADES DE Ay (FIGURA 1)» LO
QUE EQUIVALE A 1,2 X 10#x9 RACTERIAS FOR CC.LUEGO COMIENZA FAULATINAMEN-
TE Lé& FASE ESTACIONARIA DEL CRECIMIENTO.

IT. 2% DETENCION DEL CRECIMIENTO Y COSECHA.

EN ELL ESTUDIO DE LA SINTESIS PROTEICA EN RBRACTERIASy LAS REACCIONES Y
FENOMIENDS ESTURIANDOS LDEFENDEN EN GRAN MEDOIDN LE LA VELQCIDAD DE ENFRIA-
MIENTO DE LAS CELULAS EN CRECIMIENTO.

EN LA FASE LOGARITMICAy TODO EL METAROLISMO CELULAR SE HALLA FUNCIONANDO
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A GRAN VELOCTDAD. ESO VALE TAMBIEN PARA LA FUNCION RIRBOSOMAL. 8 FOR ESO
QUE UN ENFRIAMIENTO LENTO DEL CUOLTIVE V& DISMINUYENDO GRADUALMENTE LA
VELOCIDAD IEL MOVIMIENTO RIEOSOMAL. ESTO ACUMULA RIBOSOMAS LIBRESs (LLA~
MADGS EN LA LITERATURA INGLESA "RUN OFF RIRDSOMES", Y QUE EN ESTA TESISs
A FPESAR DE LA EVIDENTE SIMPLIFICACIONy LLAMAREMOS RIROSOMAS DE TERMINA-
CICNY. LA BAJA TEMFERATURA AFECTA MAS RAFIUAMENTE LA INICIACION I LA
SINTESLS PEPTIDICA QUE SU ELONGACION Y TERMINACION. ES FOR ESO0 QUE CUAN-
00 SE NECESITAN FREFARACIONES RICAS EN FOLIRRIRBOSOMASy ES INDISFENSARLE
UNA IE LAS DS METOGDOLOGIAS HABITUALMENTE USADAS: ENFRIAMIENTO INSTANTA-
NEQ A MENOS DE 8 GRADOS Cy 0 EL AGREGADD DE INHIRBRIDORES DE LA ELONGACION
COMQ SER EL ANTIRIOTICO CLORANFENICOL. EN NUESTRO CAS0y» PARA IMFEDIR LA
INTERFERENCIA QUE L.OS ANTIRIOTICOS PONRIAN EJERCER EN NUESTRAS EXPERIEN-
CIASy HEMOS EMPILEADO LA FRIMERA DE LAS TECNICAS MENCIONADAS.

A. ENFRIAMIENTO RAFIDO: Al LLEGAR L& DENSIDAD OPTICA DEL CULLTIVO A ALRE-
DEDROR OE Qv420 -~ 0450 UNIDARES DE A (DENSIDAD A LA QUE HARITUALMENTE
CROEECHAMOS NUESTRAS RACTERIAS, Y QUE EQUIVALEN A ALREDEDOR i & X 10%x8
BACTERIAS FOR CC )y SE VUELCA EL CULTIVO SOBRE UN VOLUMEN IGUAL OE HIELO
GRANIZADD Y SOBREENFRIAIO A 4 GRADOS C» AGITANDDO RAFIDAMENTE. ESTA TEC-
NICA FERMITE QUE EN MENOS DE 8 SEGUNDOS LA MASA LIQUIDA ALCANCE TEMFPERA-
TURAS ENTRE 0 Y 2 GRADOS C» SIN CONGELARSE.

Bo. ENFRIAMIENTO LENTO: CUANDO NO ES IMFORTANTE EL MENTENIMIENTO DE LA
RIQUEZA FOLIRRIROSOMAL, O CUANDO L.O QUE SE RBUSCA ES EL AUMENTO DE LA
SROFPORCION DE RIRBOSOMAS DE TERMINACION O LIBRES» SE FROCEDE A ENFRIAR
LENTAMENTE EL CULTIVO. PARA ESO SE 1.0 COLOCA A TEMFERATURA AMBIENTE DU-
RANTE 1% MINUTOS, MANTENIENDG LA AGITACION O LA INYECCION DE AIRE. LUEGD
SE SIGUE ENFRIANDO DURANTE 30 MINUTOS MAS EN MIELOs LLEGANDO AS1 & LOS 2
SRADOS Cy Y SE DEJA ASI DURANTE 30 MINUTOS MAS PARA COMFLETAR EL CICLO
DE TERMINAGCION DE LA SINTESIS FROTEICA. HAY QUE HACER NOTAR QUE . COLI
NO SE NOIVIDE MAS FOR DERAJO DE 8 GRADOS Cr BASICAMENTE FOR DETENCION DE
LA INICIACION DE LA SINTESIS FROTEICA. DURANTE EL ENFRIAMIENTC LENTOs EL
CULTIVO AUMENTA EN UNOS 23 A 33 4 SU DENSIDAD OFTICAr Y FOR LO TANTO EL
RENODIMIENTO EN BACTERIAS.

C. COSECHAD LAS BACTERIAS SE COSECHAN "OR CENTRIFUGACION. EN ELL CAS0 LE

VOLUMENES MENORES NE & LITROS USAMOS UNA CENTRIFUGA SORVAL RO-2R CON

CAREZAL DE TRES LITROS. CUANDO SON VOLUMENES MAYORESDE HASTA 20 LITROS,
USAMDS UNA CENTRIFUGA alFaA LAaVAL.

LAS CELULAS SE RESUSFENDEN EN AMROS CAS05 EN UNA SOLUCION DE TAMFON 2 Y

SE VUELVEN A CENTRIFUGAR A 5000 X G DURANTE % MINUTOS. EL FELLET DE RAC-
TERIAS SE ENCUENTRA EN CONDICITONES FARA SU FOSTERIOR UTILIZACION.

IT. 3@ LISIS DE LAS BACTERIAS.

FARA UTILIZAR LO0S COMPONENTES DE LAS BACTERIAS, £S5 NECESARIO ROMPERLLAS.
ESA RUFTURA FUEDE SER HECHA DE MUCHAS MANERAS, DEFPENDIENDO DE LA LARILI-
DAL D L.0S COMPONENTES A ESTUDIAR. EN NUESTRO CAS0 LLOS FOLIRRIBOSOMAS
SON DE UNA GRAN FRAGILIDAD MECANICA. YA SEA LA SIMFLE MOLIENDAs O UN
TRATAMIENTO OSMOTICO VIOLENTOy TIENDE A DESINTEGRARLOS POR LA FRICCION

0 LA TURBULENCTA. ES FOR ESO QUE FARA DBRTENER POLIRRIRBOSOMAS, SE UTILIZO
UN METODO DE LISIS ENZIMATICA DE LAS RBACTERIAS. ESTE FROCEDIMIENTO SE
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EMPLED TAMEIEN FaRA DISMINUIR EL RIESGO DE CONTAMINACION Y AUMENTAR L&
RECUFES RURO0SOMAL RADTOACTIVOS. EN CAMBIO FaRA

KACTON EN La ORTENCION DE RI
LA GETVENCION DE OTROE COMPONENTES SE UTILIZC UNA RUFTURA MECANICA.

A, RUPTURA MECANICA DE LAS BACTERIAGICONSISTE BRASICAMENTE EN UNA MOLIEN-
A LE 1LAS BACTERIAS EN PRESENCIA DE UN ABENTE ARKASIVEs EL OXIDO DE ALU-
MINIO. A UNA CANTIGAD DE BACTERIAS SE LE AGREGA 0% VECES SU PESO DE
ALUMINAY MANTENIENDO LA MEZCLA ENTRE O Y 4 GRADOS Gy S5 MUELE EN MORTERO
LURANTE FERIODOS DE UN MINUTOy CON INTERVALOS DE UN MINUTC» REALIZANDO
UN& MOLYTENDA NETA DE S5-10 MINUTOS. LA FASTA ASI LOGRAIMG SE RESUSFENDE EN
4 VOLUMENES DE UNA SOLUCION DE TAMFON 5 FOR GRAMO NE BACTERIAS. ESTaA
SOLUCTON TAMRIEN CONTIENE CLORURO DE FOTASIO S0 MILIMOLAR EN CASO DE
UTTLIZARSE LOS RIROSOMAS DE ESAS RACTERIAS ( TAMPON 2 ).

LA SUSFENSION SE CENTRIFUGA A 30.000 X G DURANTE 30 MINUTOS, Y Ei SURRE~-
NADANTE SE VUELVE & CENTRIFUGAR DE LA MISMA FORMA. ESTE SOBRENADANTE SE
DENOMING 8 30y Y SE UTILIZA FARA ULTERIORES FRACCIONAMIENTOS Y FURIFICA-
CIONES.

Boa LISIS ENZIMATICAS SE EASA EN EL HECHO DE QUE La FPARED CELULAR DE E.
CoLTy COMO BACTERIA GRAM NEGATIVAy ES ATACADA FOR L& LISOZIMA EN FRESEN-
CIa DE UN AGENTE QUELANTE IEL MAGNESIO.LA LISOZIMA (MURAMIDASAZ3.2.1.17)
HIDROLIZAG FARTES DE LA FAREDy Y LA RBACTERIA SE VUELVE FRAGIL. &1 SE
ENCUENTRA EN UN MEOIO HIFOTONICO,» PUEDE ESTALLAR. SE HA UTILIZADD ESTE
METODO CON LA VARIANTE DE MANTENER EL MEDIO HIPERTONICO CON SACAROSA -
FAaRA EVITAR EL ESTALLIDD BACTERIANOy Y LA CONSECUENTE SaALIDA DE LOS COM-
FONENTES CELULARES A GRAN VELOCIDAIDy 1.0 QUE PUEDE ORIGINAR UNA TURRBULEN-
CIA QUE LESIONA LOS FOLIRRIBOSOMAS. LA TECNICA CONSISTE EN RESUSFENDER
UN GRAMOD DE BACTERIAS EN Oy8 CC DE UNA& SOLUCION DE SACAROSA AL 25 % EN
TAMPON 8. UNA VEZ OBTENIDA UNA SUSFENSION HOMOGENEAy SE LE AGREGAN 02
CC ODE UNA MEZCLA DE PARTES IGUALES IE LAS SIGUIENTES SOLUCTONES: EDTA

8 MILIMOLARy Y LISOZIMA S MG/LC EN TRIS CLORHIDRICO 025 MOLAR FH 7.8 .
SE AGITA SUAVEMENTE LA MEZCLA CON UNA VARILLA DE VIDRIOy Y SE DEJA AC-
TUAR LA ENZIMA DURANTE 435 SEGUNDOS A O GRADOS C. ESTE TIEMFO ES SUFI-
CIENTEMENTE PEQUENO COMO FARA QUE EL EFECTO DEL EDTA NO ALTERE OS5 NI-,
VELES INTRACELULARES DE MAGNESIO. EL EFECTO DE LA LISOZIMA SE DETIENE
AGREGANDO 20 MICROLITROS DE UNA SOLUCION MOLAR DE ACETATO DE MAGNESIO.
EL MEDIO HIFERTONICO IMPIDE EL ESTALLIDO DEL PSEUDO FROTOFPLASTO. LA
RUFTURA SE LOGRA AGREGANDIO UN NETERGENTE.

EN ESTA ETAFA SE FUEDEN UTILIZAR DOS DETERGENTES. EL PRIMERO ES EL DEQ-
XICOLATO SORICOy (AGREGANDO A LA MEZCLA 100 MICROLITROS DE UNA SOLUCTON
i 25 MG DEL DETERGENTE FOR CC EN TRIS CLORMIDRICO FH 78 v 10 MILIMOLAR
U RECTEN PREFARADIAY . TIENE LA VENTAJA DE SER MUY EFICIENTEs, PRODUCIENDO UN
AUMENTO IE LA VISCOSIDAD DE LA MEZCLA DESFUES DE UN MINUTO DE AGREGADO.
ESTE CaAMEIO SE HACE VISIELE FOR LA FILANCIA QUE SE FORMA ENTRE LA MASA
LIQUIDA Y LA VARILLA DE VIDRIDy Y SE DEBE A 1A SALIDA DEL DNA BACTERIANO
DESNUDIC TRAS LA RUFTURA CELULAR. FERO EL INCONVENIENTE DEL USO DE ESE
DETERGENTE ES QUE INHMIERE LAS ENZIMASy Y LA MEZCLA OBTENIDA NO PUEDE SER
UTILIZANS DIRECTAMENTE FARA SINTETIZAR FROTEINAS. ESTA MEZCLA ES MUY
UTIL FARA PURIFICAR A PARTIR DE ELLA LOS FOLIRRIBOSOMAS. EL SEGUNDO -
TERGENTE ES El. BRIJ 38% 81 BIEN NO ES TAN EFICIENTE COMO ELL ANTERIOR: NO
INHIBE LA SINTESIS PROTEICA: FRESTANDOSE FOR LO TANTO & EXFERIMENTCS CON
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SISTEMAS NO PURIFICADOE. GE JTILIZA ACGREGANIO 30 MICROLITROS IE UNA S0
LUCION AL 5 2% BN EL MISWMO TeaMPON. U D2ETALLE QUE SE DERE TENER EN CUEN-
TA ES QUE LA FILaARCLA ORSERVADA GE REDUCE BASTANTE FOR EFECTO DEL BRIV
38 » a LouALDADR DE CANTIDAD DE INA LIBERALOC.

EN AMROS CA808» LA RUPTURA FOR CAUSA DE LOS DETERGENTES SE PUEDE HACER
MAS EFICIENTE SI PREVIAMENTE SE SOMETE LA MEZCLA & CONGELAMIENTOS RAFI-
[0S (SUMERGIENDO EL TURO EN AIRE LIQUIDOY Y FOSTERIORES DESCONGELAMIEN-
TOSy HASTA DOS 0 TRES VECES CONSECUTIVAS. ESTE TRATAMIENTO AUMENTA LA
LESION IE LA PARED CELULAR SIN AFECTAR VISIBLEMENTE A ESTRUCTORA Y
FUNCITONALIDAD DE .08 FOLIRRIBOSOMAS.

UNA VEZ LISADA LA BACTERIA, SE LE AGREGA DNASA (CONCENTRACION Fisal INE

S MICROGRAMOS FOR CC.)ySE MEZCLA RIEN,Y SE INCUBA A O GRADOS C DURANTE S
MINUTOS. EL DNA SE DIGIEREy LO RUE SE NOTA FOR LA INMEDIATA HESAFARICION
DE La FILANCIA. LA MEZCLA SE CENTRIFUGA A H.000 X G DURANTE 10 MINUTOS.
SENITMENTAN ASI LAS FAREDES BACTERIANASs Y RACTERIAS (QUE NO SE HAN LISADD
Y SE RECUFERA EL SOBRENADANTE QUE PUEDE UTILIZARSE FARA ESTUDIAR LA
INCORFORACION DE  AMINOACIDOS MARCADOS A LAS FROTEINASy O PARA ULTE-
RIORES FURIFICACIONES IE FOLIRRIBOSOMAS 0 RIBOSOMAS.

IT. 4% FRACCIONAMIENTO DE COMPONENTES CELULARES.

A. POLIRRIBOSOMASE SE ORTIENEN SOMETIENDUO EL SOBRENADANTE DE UNA LISLS
ENZIMATICA DE BACTERIAS ( 13 CC > A UNA CENTRIFUGACION A ALTA VELOCIDAD
SORRE DOS CAFAS DE SACAROSA DE 4 CC CADA UNA. LA INFERIOR ES DEL 60 % Y
LA SUFERIOR DEL 13 Z%s AMRBAS EN TAMFON 1. EL SOBRRENADANTE QUE CONTIENE
LOS POLIRRIBOSOMAS SE DILUYE FREVIAMENTE PARA QUE SU CONCENTRACION FINAL
DE SACAROSA LLE FERMITA FLOTAR SORRE LA CAFA SURPERIOR. SE CENTRIFUGA A
105.000 X G DURANTE 80 MINUTOS EN UNA ULTRACENTRIFUGA Y SE DESCARTAN LAS
FASES LIQUINASy QUEDANLO EN EL FONDIO DEL TURD LOS FOLIRKRIRBOSOMAS COMO UN
SEDNIMENTO TRANSFARENTEy INCOLOROy Y ADHESIVO. LOS POLIRRIROSOMAS BE
ENJUAGAN RAFIDAMENTE EN 1 CC DEL TAMPON EMFLEADD SIN SACARGSAy Y SE RE-
SUSFENDEN EN EL MISMO TAMPONy AJUSTANNOSE A UNA CONCENTRACION DE 250
UNIDADES E A 260 FOR CC. EN EL FROCESD UDE FURIFICACION .08 FOLIRRIRQSO-
MAS SE ENRIQUECEN EN LAS FRACCIONES MAS PESADAS. LA FIGURA 2 NOS MUESTRA
El. FERFIL RIRDSOMAL DE UNA BACTERIA COSECHATA LUEGO DE UN ENFRIAMIENTO
RAFIDO (AYy Y LOS FOLIRRIBOSOMAS FURIFICADOS (B)¢LIBRES IE SUBRUNIDADES.
Y CON BAJA PROFORCION DE FARTICULAS 70 S.ES IE NOTAR QUE LOS DETERGENTES
QUEDAN EN LA PARTE SURERIOR DEL TUROy SIN ATRAVESAR LAS CAFAS DE SUFER-
FUESTAS TE SACARODSA.

R. RIBOSOMAS DE TERMINACION: FARA REALIZAR ALGUNOS CONTROLES: Y FARA
OBTENER L.AS SURUNIDALES UTILIZADAS EN L& MAYORIA DE LOS EXFERIMENTOS, SE
DETUVIERON RIBOSOMAS ENFRIANDO LENTAMENTE LAS RBACTERIASy Y LISANDOLAS
ENZIMATICAMENTE. EL SORRENADANTE DE ESTA LISISE SE CENTRIFUGO A 10355000

X G DURANTE 150 MINUTOS. L0OS RIBOSOMAS SE RECOGEN DEL SENIMENTO FARDOs
TRANSFARENTE Y ADHESIVO QUE QUEDA EN EL FONDO DEL TUROs RESUSFENDIENDO--
LOS EN EL TAMFON 2. ESTOS RIBOSOMAS SON EN S8U GRAN MAYORIA PARTICULAS

70 8 CON UN 15-20 Z DE SUBUNIDADES: Y UNA LIGERA CONTAMINACION IE
DISOMAS (FIGURA 2 A).
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C. ORTENTION DE SUBUNIDADESH MWAY D08 T ﬂﬁ DE SUBUNIDADES. SUELE LI-AMAR-
5L NATIVAS (42) A LAY QUE LUEGD DD LA LIBIE Y SIN NINGUN TIFO DE TRATA-
MIENTO SE ENCUENTRAN EN L LISADQ. (lLbLhﬁ 2 A). EN CAMBIO SI EN UNA

SUEFENSION DE FARTICLRLALE RIBOSOMALES SE ﬂ}xM!P!.E LA CONCENTRACION UEL
ION MAGNESTIO FOR DERAJO DE L MILIMOLAR SE OBTIENEN LAS SURUNIDADES DERT-
VADAS POR DISCCIACZION DE LOS RIBROSOMASy (FIGURA 3.
FAaRA LA OBTENCION IE LAS SURUNIDADES NATIVAS GE SIEMBRA LA SUSPENSION I'E
RIBOSOMAS (SECCION YIT. 4 R) SOBRRE UN GRADIENTE FREFPARATIVO DE SACAROSA
ENTRE 10 Y 30 x EN TAMFON 2y EN TUROS DE 27 CCy» Y 8E LG8 CENTRIGUGA EN
EL. ROTOR SW 25 EN LA ULTRACENTRIFUGA BECKMANy LDURANTE 14 HORAS A& 21.000
RFEM (75,000 X G)r ¥ SE FRACCIONA EL. GRADIENTE ASPIRANDO CON UNA ROMERA
FERISTALTICA DESDHE EL FONDO DEL TUROD.SE MIDE LA ABRSOREANCIA A 260 NM  DE
CAala FRACCION. EN EL CAS0 DE OPERAR CON RIBOSOMAS RADIODACTIVOS: SE FUEDE
MEDIR La RADIOACTIVIDADy SIENDC LDS GRAFICOS RESULTANTES aU“L“IINTIIEJ,
SE JUNTAN LAS FRACCIONES CORRESFONOIENTES A [0S FICOS DE CADlA SUBPARTI-
CULA (FIGURA 4) Y SE DIALYZAN CONTRA EL MISMO TAMFON 2 FARA ELIMINAR Lﬁ
SACAROSA. LAS SUERPARTICULAS SE CONCENTRAN FOR CENTRIFUGACION A 105.000

X O DURANTE 180 MINUTOS . SE RESUSFENDEN EN TAMFON 2 Y SE AJUSTA SU CON-
CENTRACION A 30 UNIDADES DE A 260 NM.

PARA FREFARAR LAS SURFARTICULAS DERIVADAS A UNA CONCENTRACION A 1 MILI-
MOLAR DIE MAGNESIO. ¢ Iv 1 ) »8E FARTE DEL PICO DE 70 8§ IEL GRADIENTE PREFA-
RATIVO ANTERIORMENTE MENCIONALRCy SEDIMENTANDO LOS RIBOSOMAS FOR CENTRI-
FUGACION A 1035.000 X G DURANTE 130 MINUTOS. EL SENIMENTO SE RESUSFENDE
EN TAMFON 3 Y SE DIALIZA DURANTE 24 HORAS CONTRA EL MISMO TAMFON. EL
FRACCIONAMIENTO DE LAS SURUNIDADES DERIVADAS SE EFECTUA EN GRADIENTES
FREFARATIVOS DE SACAROSA DEL MISMO MODO EXPLICADO FARA LA OBTENCION DI
LAS SUIFARTICULAS NATIVAS.

EN EL CaAS0 DE LAS SURBUNIDADES DERIVADAS A CONCENTRACION DE MAGNESIO LDE
03 MILIMOLAR SE FROCERDE REL MISMO MODOD QUE EN EL PARRAFQO ANTERIORy SAL-
VO QUE La DTALISIS SE EFECTUA CONTRA UNA SOLUCION DE TAMFON 4 QUE CON-
TIENE ESA CONCENTRACION DE MAGNESIO.

e OBRTENCION DE SOBRENADANTE BACTERIANO (S5 150 )@ EL § 30y ORTENIDO TRAS
L& MOLTENDA DE LAS BACTERIAS (SECCION II. 3 A) SE CENTRIFUGA NURANTE 9O
HORAS A 150.000 X G. EL SORRENADANTE CONTIENE EL T-RNA v LLAS ENZIMAS Y
LOS FACTORES FROTEICOS NECESARIOS FARA La SINTESIS FROTEICA, Y ESTA LI~
BRE DE SUBUNIDADES RIBOSOMALES. ESTE DETALLE ES MUY IMFORTANTE EN LOS
EXFERIMENTOS RELATADOS EN ESTA MEMORIA:, Y ES LA CAUSA FOR La QUE NG SE
UTILIZO EL HARITUAL 8 100 (CENTRIFUGADD & 105.000 X 5) UTILIZADM BN LOS
EXFERIMENTOS CLASICOS DE SINTESIS FROTEICAy FUES NO GARANTIZA LA FALTA
DE CONTAMINACION CON SUBUNIDARES. EL & 150 SE DIALIZA DURANTE 24 HORAS
CONTRA ABUNDANTE TAMFON S5 FARA LIBERARLO DE SUSTANCIAS DE RBAJD FESO
MOLECULAR. LA CONCENTRACION OE FPROTEINAS DE SOBRENADANTE BACTERIANO 8E
AJUSTO & 2 MG/CC.

TOROS .06 COMFONENTES CELULARES FURIFICADOS SE GUARDARON A& - 70 GRADOS C
FRACCIONAIOS EN ALICUDTAS DE O0v1 A Q¢2 CC CADA UNA. ESTE METODO DE ALMA-
CENAMIENTO MANTIENE INALTERABLES LAS FROPIEDADES FUNFTUNALE% Y ESTRUCTU~
RALES ( h JUZbﬁk IUH IUS ﬁNhLIbI EN ﬁHﬁUlLNTE& DE ACQ&UQA) }Gh PIhLU
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LY. 9% MARCARC ISQTORICOR

AL RIBOSOMAS MaARCADOS EN RNA RIRBOSOMAL: SE CULTIVARON LAS BACTERIAS EN
MEDIO As Y DURANTE LAS ULTIMAS 3 A 4 GENERACLONES SE AGREGD ACIDD ORTO-
FOSFORICO F 32y 1 MCI FOR LITRO DE CULTIVO. LAS RACTERIAS SE CDOSECHARON
LUEGO DE ENFRIAMIENTO LENTO Y SE LISARON COMO SE EXPLICO EN LA SECCION
IT. 3 B . LOS RIBOSOMAS Y LAS SURBFARTICULAS OBTENIDAS SE ALMACENARON
LOMO SE INDICOs Y SE USARON DENTRO DE L.0S.45 DIAS.

E. FOLIRRIBOSOMAS MARCADOS EN M-ENA: SE CULTIVARON L.AS RACTERIAS COMO EN
El. PARRAFO PRECEDENTE. FERO EL M 32 SE AGREGOD 90 SEGUNDOS ANTES DE LA
COSECHAy LO QUE CONSTITUYD UN PULS0 RADIODACTIVO. LA COSECHA SE EFECTUD
FREVIO ENFRIAMIENTO RAFIDQ. LA LISIS RACTERIANA Y EL. FRACCIONAMIENTO DE
LOS FOLIRRORCSOMAS SE EFECTUD COMO SE INDICO EN LAS SECCIONES CORRESFON-
DIENTES. :

C. POLIRRIRCSOMAS MARCADOS EN LLAS CADENAS FEFTIDICAS NACIENTESH? SE CUL-~
TIVARON LAS RACTERIAS EN MEDIQ Ar SUFLEMENTADO CON UNA MEZCLA DE Os2
MILIMOLAR [E CADA UNO DE L0OS 19 AMINOACIDOS EXCLUIDA LA LEUCINA. ANTES
IE. L. COSECHA» EFECTUADA EN LA MITAD DE LA FASE LOGARITMICA, SE SOMETE
EL CULTIVO A UN PULSO DE LEUCINA C 14 » 25 MICROCURIES/LITRO. IE 90 SE-
GUNDOS DE DURACION. GE COSECHA LUEGO IE ENFRIAMIENTO RAFIDO DEL CULTIVO
Y EL RESTO DEL FROCEDIMIENTO SE EFECTUO COMO EN EL FARRAFO ANTERIOR.

IY. 6t MEDIO DE INCUBACION: EL MEDIO DE INCURBACION FaRa ESTUDIAR La
SINTESIS FROTEICA IN VITRO Y EL INTERCAMEIO DE SURUNIDADES » LLAMADO EN
ARELANTE SISTEMA COMFLETOy CONTIENE:

" TAMFON HEFES~Ky FH 7¢4 S0 MILIMOLAR
ACETATO DE MAGNESIQ - 8 MILIMOLAR
CLORURD DE FOTASIO T b4 MILIMOLAR
ADENOSINA TRIFOSFATO (ATF) 1y4 MILIMOLAR
GUANOSINA TRIFOSFATO (GTF) Oy3  MILIMOLAR
FOSFOENOLFIRUVATO (FEF) 8y0 MILIMOLAR
2-MERCAFTOETANOL 16,0 MILIMOLAR
SORRENADANTE BACTERIAND (8 1300 0y1-0s4 MG DE PROTEINA
MEZCLA IE 20 AMINOACIDOS, C/U 0s1 MILIMOLAR
FOLIRRIBOSOMAS O0s3 & 3,0 UNIDADES DE A 260 NM
VOLUMEN FINAIL 125 MICROLITROS

EL AGREGADD DE FOSFATO DE ESFPERMIDINGS FH &6+5 o DE AMINOACITOS RADID-
ACTIVOS Y DE SUBPARTICULAS MARCADAS SE INDICA EN CADA EXFERIMENTO.

IT. 78 TAMPONES MAS FRECUENTEMENTE USADROS:H
TAMPFON 12 TRIS CLORHIDRICO FH 7.8 20 MILIMOLAR
ACETATO DIE MAGNESILO 10 MILIMOLAR
CLORURO DE FOTASIO0 90 MILIMOLAR
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MILIMOLAR
MILIMOIL.AR
MILIMOLAR

MILIMOLAR
MILIMOLAR
MILL.IMOLAR
MILIMOLAR

MiLIMOLAR
MILIMCLAR
MILIMOLAR
MILIMOLAR

MILIMOLAR
MILIMOLAR

TAMFON 5% TRIS CLORHIDRICO FH 7.8

ACETATO DE MAGNESIO ]
TAMFON TRIS CLORHIDRICO FH 7+8 10
ACETATO DE MAGNESIO ]
CLORURD DE FOTASIO 50

MILIMOLAR
MILIMOL AR
MILIMOLAR
TAMFON TRIS CLORMIDRICO FH
CLORURO DE FOTASIO

10
L0

. MILIMOLAR
MILIMOLAR

TAMFON 8% TRIS CLORHIDRICO FH 7

CLORURD DE FOTASIO

20
70

MILIMOLAR
MILIMOLAR

IT. 8@ ORTENCION DE OTROS TIFOES DE FARTICULAS 70 S.
A. RIBOSOMAS DE TERMINACION "IN VITRO":
INCUBACTON, SE INCUEAN 4% UNIDADES DIE A
CADDS: DURANTE UNA HORA A 37 GRADOS C.
EN TAMFON 6 FRIO HASTA UN VOLUMEN DE 5 CC. SE LLNTRIFUCH EN ULTRALFN.nLW
FUGA- A 105.000 X G DURANTE 120 MINUTDS. LAS PARTICULAS 70 § QUE SE PRO-
DUJERON DURANTE LA INCURBACION S8E RECOGEN UEL FONDO DREL TUEO, Y SE SUS-
FENIEN EN TAMFON 6.

EN 2 CC DEL SISTEMA COMPLETO DE
260 NM DE FOLIRROROSOMAS FURIFI-
SE FNFRIA LA MUESTRA Y SE UILUYE

. MONOSOMAS (FARTICULAS 70 € UNIDAS A M-RNA Y PEPTIHILmeRNA)=SE OBTIE -
NEN FOR DEGRADACION CONTROLADA DE M-RNA DEL FOLIRRIBOGOMA. SE INCUBAN 435
UNIIIADES A 260 NM DE FPOLIRRIEBOSOMAS FURIFICADOS EN TAMFON & EN FRESENCIA

DE RNASA (20 MICROGRAMOS/CC) A O GRAROS C DURANTE 135 MINUTOS. SE DILUYE
LUEGD LA MUESTRA EN TAMFON 6 FRIO HASTA UN VOLUMEN DE 5 CC. SE CENTRIFU-

Ga COMO SE INDICO EN EL
SERDIMENTO DE MONOSOMAS .

FARRAFO ANTERIOR. Y SE RECOGE DEL MISMO MODOC EIL

II. 9:
CARENA FEFTI
qE ]NLUBU El.

nnhuQZZﬁM
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ACTIOSy REEMPLAZANDOLA FOR UNA MEZCLA DE 19 AMINOACIDOS, EXCLUIDA LA
LEUCINAYy DE LA MISMA MOLARIDAI. LA LEUCING € 14 SE AGREGD ANTES GUE LOS
FOLTREIBOSOMAS. LUEGD DE L& INCURSTION & 37 GRAIODS Cr» A DISTINTOS TIEM-
FOSy SE DETUVO LA REACCION CON EL AGREGADG T ACIDIO TRICLOROACETICO Al

S % (5 CCYy. LA MEZCLA RESULTANTE SE INCURO & 90 GRaAC0S L DURANTIE 20 MI-
NUTGS Y SE FILTRO & TRAVES DE FILTROS DE NITRATO D CELULOSA (MILLIPORED
CON POROS DE 0943 MICRONES DE DIAMETRO. DESFUES LE HECAR LOS FILTROG» SE
COLOCARON EN VIALES Y SE AGREGD SOLUCION CENTELLEALDRA (OMNIFLUDOR 4L 4 -
FOR MIL EN TOLUEND) .LA RADIDACTIVIDADL SE DETERMING EN ESPECTROFOTOMETRO
FACKARD TRI-CAREB.

FARA MEDIR LA RADIGACTIVIDAD EN FRACCTONES LIQUIDAS (ACUCSAS)y COMO FOR
EJEMMLO FRACCIGNES NE GRADIENTES DE SACARCSAr SE TOMARON ALICUOTAS (DE
1% & 50 MICROLITROS) DE ESAS FRACCIONES Y SE LAS COLOCO EN VIALES: AGRE-
GANIOGELES SOLUCTON CENTELLEADORA DE BRAY.

SOLUCION CENTELLEAUORA DE ERAY

NAFTALENO swanmEmuBAE vennnab0 GR
2y9-DIFENILOXAZOL swwenwnasacnaunnnnua 4 GR
DIMETIL 1.4 BIS 2-(4-METIL '

S-FENILOXAZOLIL BENCEND L.ucasesweas 022 GR
METANOL. senanwuunsnnannneanalQ0 cC
ETILEN GLICOL aNmasunasmeummanuun 20 cc
DIOXAND C.5.F. nnwenunavannusaone LO0Q ce

T1.108 ANALISIS DE GRADIENTES.

FUERON REALIZADOS EN GRADIENTES DE qﬁLﬁRUbﬁ DE DISTINTAS CONCENTRACIONES
FARA CUYA CONFECCION SE UTILIZO LA SIGUIENTE ECUACTION DESARROLLADA A
FARTIR DE La DE NDOLL (108):

C= C2-(C2-C1)(1-A)
NONDE
C=CONCENTRACION MINIMA DEL GRANIENTE
Jl=CONCENTRACTION MAXIMA DEL GRADIENTE 0O
CONCENTRACION INICIAL DE LA CAMARA DE MEZCLA
C2=CONCENTRACION DRE LA SOLUCION MAS DILUIDA DI
SACAROSAy O CONCENTRACION DEL RESERVORIO.

Vi
25 e e e
V2

Vi=VOLUMEN TOTAL DE LA BUMA DE GRADIENTES
Va=\VOLUMEN TOTAL DE LA SUMA DE GRALIENTES MAS
EL LIQGUIDO RETENIDO EN TUEROS DE CONECCION.

L.AS [lJNI l..l" Ll‘NI 8 ES T(‘-‘tN HECHAS DE YhL i"iElIlfJ C»lUL I._I. UULUHEN IIFL LIQuUInng
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DILUYENTE QUE INGRESA A LA CAMARA DE MEZCLA ES LA MITAD DEL QUE EGRESA.

EN LA SIGUIENTE TARLA ESTAN 08 DATOS NICESARIOGS PARA CONSTRUIR LOS
GRADIENTES QUE SE USARON EN ESTIE TRARAJIS:

GRADIENTE NUMERD VOL.UMEN Camaka D mMEZCLA DNILUYENTE

4+6 CC 11ly4 CC SAC.20% TAMFON
4:46 CC 11+4 CC SAC.40% SAC.&r 64
12,0 CC 297 CC SAC.20% TaMFON
120 CO 29y7 CC SAL.20% SAC. &y 64
27,0 CC 27,0 CC SAC.30% SAC. 10%

t-‘F

b

<O
e NN
R T,

n
e,
i
£
<
P

LY. 11 EXFRESTON DEL INTERCAMEIOU

EL INTERCAMEBIO DE SUEBRFARTICULAS SE EFECTUA ANALIZANDD EL GRADIENTE EN
El. CUAL $SE SEMBRO UNA MEZCLA DE INCUBACION CONTENIENDQ SURFARTICULAS
RADIOACTIVAS o« SE CUENTA LA RADIOACTIVIDAD CONTENIDA EN CADA FRACCION
DEL GRADRIENTEy Y DIVIDIENDO LAS CUENTAS QUE SEDIMENTAN EN EL FICO 70 8
OR EL TOTAL DE CUENTAS CONTENIDAS EN EL GRADIENTE.EL PORCENTAJE DE
INTERCAMBIO SE OBRTIENE MULTIFLICANDO ESE COCIENTE FOR 100.

M.E.NZZAM
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ITT. RESULTADOS.

III.1 ¢ EL SISTEMA SINTETIZA FROTIZINAS.

Fl. SI8TEMA DE INCURACTON DESCRIFTO EN II.46 PERMITE LA SINTESIE DE PRO-
TEINAS QUE SE MIDE COMO LA INCORPORACION DE AMINOACIDOS RADIOACTIVOE A
LA FRACCION PRECIFITARLE FOR aACIDD TRICLOROACETICO (TCAY CALIENTE Y Al -
A 4

ESTA REACCION DEFENDE EN FORMA ARSOLUTA IIE La FPREGENCIA DE POLIRRIBOSO-
MaSy SORRENADANTE BACTERIANO (S 150) Y UN SISTEMA GENERADOR DE ENERGIA
COMO S VE EN LA TABLA 1

TABLA I
REACTANTES AMINOACIDOS INCORFORADOS  (CFM)

SISTEMA COMFLETO 5.890
SIN POLIRRIEBOSOMAS 4350
SIN 8§ 130 315
SIN ATFGTFyFEF 310
BL.ANCO 209

LA O FIGURA S MUESTRA LA CURVA DE INCORFORACION DE AMINOACIDNOS EN FUNCION
DEL TIEMFO o LA REACCION FPROGRESA CAST LINEALMENTE HASTA LLOS 9 MINUTOS.
TENDIENDO A DESACELERARSE LUEGO. A PARTIR DE LOS 20 MINUTOS NO SE NOTA
UN APRECIABLE AUMENTO DE La SINTESIS FROTEICA. EL AGREGAND DE DISTINTOS
COMFONENTES DEL SISTEMA LUEGO DE 10 MINUTOS DE INCURBACTION NO REINICIA LA
SINTESYSy CON LA S0LA EXCEFCION IE LOS FOLIRRIBOSOMAS, CUYA ADICION
AUMENTA CUANTIVATIVAMENTE LA INCORFORACION DE AMINOACIDOS.

ITI. 2 % EL SISTEMA FRODUCE UNA TERMINACLON
Y LIRERACION CUANTIFICARLE DE PEFTIDOS.

LA TERMINACION DE LA SINTESIS PROTEICA SE ORSERVA MIDIENDO L& CANTIDAD
DE MATERIAL RADIDACTIVO FRECIFITARLE FOR TCA CALIENTE AL 9 %y QUE SEDI-
MENTA A VELOCIODADES INFERIODRES A 30 & EN GRADIENTES DE SACARDSA.

FaARA ESTERs SE INCURA EL SISTEMA COMPLETO CON AMINOACIDOS RADIOACTIVOS
DURANTE DISTINTOS TIEMPOSy A 37 GRADDS C. LA REACCION SE DETIENE FOR
ENFRIAMIENTO A O GRADOS C. EL MATERIAL INCURADD SE STEMERA SOBRE GRA-
DIENTES DE SACAROSA DE S X A 20 X% » DE 12 ML DE CAFACIDAD. SE CENTRIFU-
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GA EN EL ROTOR SW 40 A 35.000 DURANTE 75 MINUTOS. EL GRADIENTE SE AM&-
LIZA MIDIENDID SU ARSORBANCIA A 260 NM Y LAS FRACCIONES RECOGIDAS SE PRE~
CIFPITAN CON TCA S A CALIENTE Y SE FILTRAN. L& RADIOACTIVIDAD RETENIDG EN
LG FILTROS Y LA ARSOREBANCIA GE  GRAFICAN  EN FUNCION XE LAS DISTINTAS

FRACCTONES .

La FIGURA & MUESTRA LA INCORFORACION DE AMINOACIDOS RADIOACTIVOS A DIG-
TINTAS FRACCIONES DEL GRADIENTEy Y COMO A MEDIDA QUE FROGRESA LA INCURA-
CION: LOS PEPTIDOS RANIOACTIVOS MIGRAN HACIA REGIONES MAS LIVIANAS DEL
GRALNIENTE, HASTA LLLEGAR A LA FORCION DEL SOBRENADANTE.

IIl. 3 = EL SISTEMA NO REINICIA L6 TRADUCCION.

SE COMPARD LA INCORFORACION DE AMINOACIDOS RADIDACTIVOS UTILITZANDO L3
SOBRENADANTE FROVENIENTE DE CULTIVOS NORMALES ( & 130 ) Y OTRO SOBRRENA-
DANTE DE CULTIVOS CUYD CRECIMIENTO FUE DETENINO CON TRIMETCFRIM ( 8§ 130
TMP Y. ESTE ANTIBIOTICO FRENA EL CRECIMIENTO BACTERIANCG AL  INHIRIR LA
ENZIMA DIHIDROFOLICO REDUCTASAy FROCDUCIENDOSE EL AGOTAMIENTO IE DADORES
DE GRUFOS FORMILO. EL RESULTADDO ES QUE DISHMINUYE DRASTICAMENTE O DESAFA-
RECE EL. FORMIL-METIONIL-T~RNAy INICIADOR ORLIGADD DE LA SINTESIS FROTEI-
CA EN BACTERIAS.

TARLA II
REACTANTES AMINOACIDOS INCORFPORADOS (CFM)

SISTEMA COMPLETO

~~

S 150 NORMAL ) 3.17%
SISTEMA COMPLETO TRIMETOFRIM J.134
SISTEMA COMPLETO 5 150 TMF ) 3.301
RL.ANGCO 194

-'5-

~~

ST HUBIERA REINICIACION EN NUESTRO SISTEMA COMPLETO ORIGINALy DERERIA
NOTARSE UNA DISMINUCION EN LA INCORFORACION DE AMINOACIDOS RADIOACTI-
VS CUANDD SE USA ELL S 13530 TMFP QUE IMPINE NUEVAS REINICIACIONES. ESTO
NO SUCEDEy COMO SE OBSERVA EN LA TaARLA IT .
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TIY. 4 & EFE SURUNIDADES
0 5 Y I SUESTANCTIAS ESTARILIZADORAS DE L&
FARTIGCULA 70 & v SORRE La SINTESIS FROTEICA.

Aa SUBUNIDADES 30 & AGREGANDD DISTINTAS CANTIDARES DE SURUNIDADES 30 &
FREFARATIAG DIE DIFERENTES FORMASy SE MIDIO EL EFECTO FRODUCIDO SOBRE LA
INCORFORACYION IIE AMINOACIDOS RARIOCACTIVOS. LAS SURUNIIADES  UTILIZADAS
FUERON LAS NATIVAS ( 30 & N ) » LAS DERIVADAS & CONCENTRACIONES DE MAG-
NESIO DE 1 MILIMOLAR ¢ 30 § L1 )Y LAS DERIVADAS A CONIENTRACIONES DE
MAGNESTO DE 0.3 MILIMOLAR ( 30 S I 03 ).

! TABRLA  III !

INCUBACION AGREGADOS AMINOACTDOS INCORFORADDS CPMI
!

SISTEMA COMPLETO NO 6.800 !
SISTEMA COMFLETO NO 6.863 i
SISTEMA COMFLETO 3 N 0+3 6.904 !
SISTEMA COMPLETO 30 N 0vé 6820 !
SISTEMA COMFLETO 30 ni 0y3 6.770 !
!

I

i

!

1]

o

SISTEMA COMFLETO 30 10y 3 0¢3 6.713
SISTEMA COMFLETO 30 Nnoy3 Ovéb buhdd
BLLANCO NO 219

u
u
3 u
SISTEMA COMFLETO 30 o1 Ové6 U 6.810
u
u

0w W

EN LA TABRLA FRECEDENTE SE MUESTRA QUE NO MAY DIFERENCIA EN LA SINTESIS
PROTEICA CUANINO SE AGREGAN SURUNIDADES . ESTO ES IMFPORTANTE FORQUE LAS
SURBUNIDADES RADIODACTIVAS SE USAN COMO MARCADOR DEL INTERCAMRIO QUE DES-
CRIBIREMOS MAS ADELANTE. EN LOS EXFERIMENTOS DESCRIFTOS EN ESTA SECCLON
SE UTILIZO INDISTINTAMENTE SUBUNIDADES MARCALAS CON 32 0 SIN MARCAR.

EL METONO DE CALENTAR A 20 GRADOS C EN TCA 5 % DESTRUYE EL RNA Y FOR LO
TANTO ELIMINA FOR FILTRADO LA RADIOACTIVIDAD CONTENIDA EN EL MISMOs
EVITANDO CUALQUIER CONTAMINACION DE LOS FEFTIN0S INSDLURBLES, (FIGURA 7).

B, ETANOL Y METANOL: EL ETANCOL ES UN ESTARILIZADOR IE LAS FARTICULAS
RIROSOMALESy EN CONCENTRACIONES CERCANAS A L& MOLARIDAL (101).8E MIDNIO
SU EFECTO Y EL DEL METANOL SOBRE LA INCORFORACLION DE AMINCACILIOS RADIO-
ACTIVOS EN NUESTRO SISTEMA, (TARLLA IV Y FIGURA 8).
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: !
sTioMa COMPLETO i
TIEMPOMING CONTROL +OETANDL M + METANOL M !
Q 126 - - !

10 3.260 2a 403 P54 !

|

|

20 3.481 2.3509 L.A487
30 4.026

2.824 2.204

Ca NEOMICINA B ES UN ANTIRIOTICO aMINOGLUCOSIDICO. DE REACCION ZASICA»
QUE al. TGUAL QUE OTROS DEL MISMO GRUFOy (ESTREFTOMICINAy KANAMICINA. ) IN-
TERFIEREN LA SINTESIS FROTEICAy DEFORMANDO LA ESTRUCTURA DEL RIBOSOMA Y
FRODUCIENDC ERRORES DE LECTURA DEL MENSAJERO. DE ALLI QUE SON ANTIRLOTI-
COs BRACTERICIDASy FOR LA FRODUCCION EN GRAN ESCALA DE FROTEINAS NG FuUb-
JIONALES. LA NEOMICINA ES ADNEMAS UN FUERTE INHIRIDOR DE LA DISOCIACION
DE LA FARTICUL.A 70 Sy COMPFORTANDOSE COMO UN FOTENTE ESTARILIZADOR ki
RIBOSOMA. SE MIDIO SU EFECTO SORRE L& INCORFORACION DE AMINOACIDOS
RADIOACTIVOS EN NUESTRO SISTEMA EN CONCENTRACTONES UTILES COMO ESTARILI-
ZADOR € ENTRE 1 Y 10 MICROMOLARYy (TARLA V Y FIGURA 8).

TARLA V

!

!

| NEOMICINA

! TEMRC O (MINY  CONTROL 1 UL MOLAR 3 U.MOLAR 10 U.MOLAR
I ('\ J :'J 0 wwamne e

I 10 3.100 La150 P85 769

! 20 3.600 1.580 1.460 1.1460

| 30 3,950 1.900 1.860 1.730

. ESFERMIDINAT LAS FPOLIAMINAS ESTAN FRESENTES EN L& CELULA RACTERTANA
EN ESTRECHA VINCULACION CON LOS ACIDOS NUCLEICOSy Y FARTICULARMENTE CON
LOS RIBOSOMAS (102). ACTUAN EN FORMA SINERGICA CON LOS CATIONES NIVALEN-
TESy ESPECTALMENTLE El. MAGNESIO. TENIIENDO A MODIFICAR EL MECANISMO o Y
AUMENTAR LA FORMACION DE AA-T-RNAy Y REDUCE LA CANTIDAD DE MAGNESIO NE-
CESARIA FARA REASOCIAR LAS SURBUNIDADES. LA ESFERMIDINA ES UMA DE ESTAS
FOLIAMINASy CUYD EFECTO ESTARILIZADDR SORRE EL RIBDSOMA SE CONOCE(103).
SE INVESTIGO 8U EFECTO SOBRE LA INCORFORACION DE AMINOACIDROS RADIOACTI-
VOS EN NUESTRO SISTEMAy (TABLA VI Y FIGURA 9 ).
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! TaEkia VI !
! ESFERMIDINA (MILIMOLAR) |
b TIEMFOCMING CONTROL. 0y 3 1. 301
| 10 3.20% . 603 3,807 2.248 |
| 20 J.360 3.541 3.490 2.485 |
! 40 J3.571 X.545 ELAE3 2.565 |

LOS ESTUDIOS DE LA SINTESIS FROTEICA CON EL AGREGADO DE ETANDL »METANOL »
NEOMICINA By Y ESPERMIDINA SE HICIERON CON EL PROPDSITO DE ENCONTRAR UNA
SUSTANCIA QUE EN CONCENTRACIONES ESTARILIZADORAS DIE LA FARTICULA 70 S NO
INTERFIERA CON EL FROCESO DE SINTESIS FROTEICA. DE  LO  OQUE ANTECEDE »
SURGE QUE TANTO LOS ALCOHOLES FRIMARIOS ESTUDIADOS COMO L& NEOMICINA R
NO CUMPLEN ESTOS REQUISITOS.

EN CAMBIO LA ESPERMIDIINA EN CONCENTRACIONES DE 0.3 Y 1 MILIMOLAR NO
INHIRE LA SINTESIS FROTEIXCA.

ES FOR ESO QUE EN ADELANTE SE LA HA UTILIZADO EN Lo CONCENTRACION SUPE-
RIOR MENCIONADA. EN L& TaAkRLA VIT SE MUESTRA EL EFECYD DE LA ESFERMIDINAY
SO0LA Y EN PRESENCIA DE SUBUNIDADES 30 8 SOBRE LA INCORFORACION DiE AMINO-
ACIDOS  MARCADOS EN NUESTRO  SISTEMA DE  SINTESIS FROTEICA CON
FOLIRRIROSOMAS.

TakrLAa VI

I

I

I TIEMFO(MIND CONTROL ESFERMIDING ESFERMILDINA + 30 8
| 0 403 _— o

I 2 2.831 2.384 S.446

I o S.004 5.608 5.892

! 10 6,819 7.328 7.509

! 20 7.999 8.027 8.326

! 40 8.298 8.190 8.120
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TrL.S 0 EL SISTEMA INTERCAMEBIA LAS SURUNIDADES
LELOS POLIRRIRBOSOMAS CON LAS SUBUNIDADES 30-5
RADTOACTIVAL  AGREGADAS.

A« INTERCAMERIO CON SUBUNIDADES AGREGADAS Al COMIENZO DE LA INCURACION =
SE UTILIZARON FARA ESTOS EXFERIMENTOS TRES TIFOE NE SUBUNIDADES 30 & @
LAS NATIVAS ¢ 30 8§ N ) » Y LAS DERIVADAS 30 6§ 1 1 Y 30 8 00 0+3 ).
SE INCURQD L. SISTEMA SIN EL AGREGADO DE AMINCOACIDOS RADIDACTIVOS: Y EN -
FRESENCIA IE O3 UNIDADES [N A 260 NM DE SUBFARTICULAS 30 S5-F32. LA
REACCION SE DETUVD ENFRIANIO & O GRADOS C Y L& MEZCLA DE INCUBACION SE
SEMERO SOBRE UN GRADIENTE LINEAL DE SACAROSA DE 3-20 Z DE 12 ML DE CARA-
CInAal. SE CENTRIFUGD 735 MINUTOS A 35.000 RPFM EN EL ROTOR  SW 40 Y SE
FRACCIONO: ANALIZANDO AL MISHO TIEMFOQ L& ABSORBANCIA-A 260 NM . A LAS
DISTINTAS FRACCIONES SE LES AGREGO SOLUCTON CENTELLEADGRA DE BRAY Y SE
MIDIO LA RADIOACTIVIDAD (FIG 10) o EL INTERCAMBIO SE EXPRESO COMO L.a
FRACCION DE RALDICACTIVIDALD QUE SEDIMENTA EN LA FOSICION CORRESFONDIENTE
Al FICO DE 70 S.

EN L& TABLA VIII SE DA EL INTERCAMEIO DE SUBRUNIDADES 30 S DE DISTINTOS
TIFOS & LOS 30 MINUTOS DE INCURACION.

TABLA VIII

TIEMFO SUBUNIXADES AGREGALAS INTERCAMELO
0 N B8
30 N 3148

QO ot 4%
30 RR U 2694
D o0r3 28
It O¢3 1249

SO

2]

ES EVIDENTE QUE LAS SUBUNIDADES I 0y3 SON LAS HMENOS EFECTIVASy HECHO
ATRIRUIDG A LOS CAMRIOS FRODUCTDOS FOR L.AS CONCENTRACIONES MUY RBAJAS

DE MAGNESIO.

EN CAMBIO TANTO [LAS SUBUNIDADES 30 & N COMO LAS 30 S I 1 INTERCAMEIAN
MUY EFICIENTEMENTES LA PRIMERA EN MaYOR GRADO. SIN EMBARGO El. PERFIL DE
DISTRIBUCION DE LAS SUBPARTICULAS NATIVAS NO SE LIMITA AL FICO 70 & SINO
QUE FARTE IE LA RADIOACTIVIDAD AFPARECE TAMBIEN EN LA FRACCION DISOMAS Y
OTROS POLISOMAS, (FIG 10). CREEMOS QUE FARTE DE ESTE "INTERCAMRIO" ES
DERINO & QUE ESAS FPARTICULAS SON CAPACES OE INICIAR LA SINTESIS PROTEICA
EN LLOS ENSAYOS. ESTA INICIACION NO SERIA DETECTADA FOR LA INCORPORACTON
DE AMINOACIDOS RADIOACTIVOS, (SECCION TII.4 Y TARLA IIT )y FOR LA ESCA-
SA ELONGACION ADICIONAL QUE FRODUCE. EN TODC CASO ESTE ES UN METODD MAS
SENSIRBLE FaARA DETECTAR LA INICIACION O FOR LO MENDS L& LLIGADURA DEL 30 &
Al MENSAJERO. EL INTERCAMBIO AST DETECTADD EN EL CAS0 NE LAS SUBUNIDADES

- Mane e amt b0re aars Sesh e mES MEs exes SME TR SML FIL- 4r0S Eiee Sem $088 00 S00F Sesd WIN MSSS 44is 4SS $IRS SFS VRN Gter SHES H08 MES Sids ere mue vess shm $Bre SBem 1esh Tese mEeb Sers +eSe Seas ewe vmrE Fwr Hie sems e bems vee mes savs e wroe am e iy e
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NATIVAS LO ENCUADRARIA EN EL ESQUEMA POSTULADO FOR MESSELSON Y KAEMPFER
(87).

FARA NUESTROS ULTERIORES ESTURICS, HEMOE UTILIZADD LLAS SURUNIDADES o 1
QUE TIENEN UNA RBUENA CaPACIIAD DE INTERCAMRBIC Y NINGUNA CAPACIDAD INI-
CIADORA DETECTARLE. FOR L0 QUE TODA REFERENCI& & SURUNIDADES 30 § S8E
REFIERE EN ADELANTE A& LAS DERIVAIAS A MAGNESIC 1 MILIMOLAR.

EN OTRO EXPERIMENTO DEL MISMO TIFO SE PUEDE VER A CINETICA DEL INTER- .
CAMEBIO DE L& SURBUNIDAD 30 §-F32 LN FUNCION DEL TIEMFC ( FIG. 11 A& ).

B. INTERCAMEIO CON SURUNIDADES AGREGADAS DESFUES DE LA INCURACION
INICIAL.

SE INCURO EL SISTEMA COMPLETO SIN EL AGREGADD DE AMINOACIYIOS MARCATOS,
DURANTE 40 MINUTOS. LUEGD SE AGREGD 0y3 UNIDADES DE A 240 DE SUBRPARTI-
CuLAaS 30 $-F32 INCUEBANDO NUEVAMENTE DURANTE DISTINTOS TIEMROS. A LOS
EFECTOS DE EVITAR CONFUSIONESy EL INTERCAMRIO ASI MEDIDO LO LLAMAREMOS
EN 1O SUCESIVO YINTERCAMERIO FOST TERMINACION". EL TRATAMIENTO FOSTERIOR
DE LAS MUESTRAS ES EL MISMG QUE EN EL FARRAFO ANTERIOR. EN LA FIGURA 11y
(CURVA R)» SE MUESTRA EL INTERCAMEIO DE LAS SURBUNIDADES DURANTE LA SE-
GUNDA INCUBACTONSF ESTE INTERCAMEIOQ FOST TERMINACION ES COMPARATIVAMENTL
IGUAL AL QUE SUCEDE DURANTE LA TRADUCCION.

LXY 6 & LA ESFERMIDINA INHIBE EL INTERCAMRIO
BHOST TERMINACIONy SIN AFECTAR EL INTERCAMRIO
FRODUCIDO DURANTE LA TERMINACION.

LOS EXFERIMENTOS MENCIONADOS EN LA SECCION ANTERIOR Y MOSTRALIDS EN LA
FIGURA 10 » SE REFPITIERON EN PRESBENCIA DE ESFERMIDINA A CONCENTRACICN

1L MILIMOLAR.

ESTA POLIAMING NO AFECTA EL INTERCAMERIO. CUANDO LA SURBUNIDADR 30 §-F32
SE HALLA FRESENTE EN El. MOMENTO LE INICIARSE LA FRIMERA INCURACIONS EN
CAMEIO S1 LA SUBFARTICULA EE AGREGA EN UNA SEGUNDA INCURBACIONy EL INTER-
CAMRIOQ FOST TERMINACION SE REDUCE NOTARLEMENTE, COMO SE VE EN LA FIGURA
12 » CURVAS & Y I RESPECTIVAMENTE.

LOS MISMOS RESULTADOS SE ORTIENEN 81 LA ESFERMIDINA SE AGREGA AL TERMI-
NAaR LA PRIMERA Y ANTES DE LA SEGUNDA INCUBACION CONTENIENNO SUBFARTICL-
LAES RARIOACTIVAS.

ITI.7 % CARACTERIZACION DEL HIBRIDO.

SE HICIERON ALGUNOS EXPERIHENTOS FPARA CARACTERIZAR LA PARTICULA 70 & QUE
CONTIENE LA SUBUNIDAD 30 8§ RADIOACTIVA (HIBRIDO): Y FARA FROVEER ALGUNOS
CONTROLES NECESARIDS FARA LA INTERFRETACION ADECUADA I LOS RESULTADOS.

A. EL HIBRINO NO ES FRODUCTO DE LA ASOCCYIACION DE 30 85 P 22 CON SURUNIDA-
DES 50 § PRESENTES EN EL SOBRENADANTE § 130y COMO SE VE EN LA TARLA IX
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QUE MUESTRA EL INTERCAMEBIO FROGDUCING EN 30 MINUTOS DE INCURACTION EN PRE-
SENCIA Y AUSENCIA DE FOLIRRIRBOSOMAS.

Tarka IX

TIEMFO (MIN) LNTERCAMBIO CON IRTERCAMBIO SIN
POLIRRIROSOMAS FOLIRRIROSOMAS

0 A4y 4yvé
30 264 Ay 2

B, EL HIBRIDD ES DISQCITARLE FOR BAJAS CONCENTRACIONES LEL ION MAGNEZSIOH
SE INCUERGQ ElL SISTEMA COMPLETO CON SUBUNIDADES 30 S RADIOACTIVASy Y A LOS
40 MINUTOS SE TOMD UNA ALICUOTA Y SE DILUYO 8 VECES EN  TAMFON 7 SIN
MAGNESIO )y HASTA LLEVAR SU CONCENTRACION DE MAGNESIO A 1 MILIMOLAR

Y SE INCURD DURANTE 9 MINUTOS A 37 GRADOS Oy Y SE ANALTIZO EN GRADIENTES
DE SACAROSA DE 5-20 % » JUNTO CON ALICUCTAE SIN DILUIR. SE MIDIO L& AR-
SORBANCIA Y LA RADIOACTIVIDAD IE LAS FRACCIONES. LA FIGURA 13 MUESTRA E.
FERFIL RIBOSOMAL DE ESTOS EXFERIMENTOS Y LA SEDIMENTACION DE LAS SURUNT-
DADES RADTIOACTIVAS EN AMROS CASDSY.

FUEDE VERSE QUE A CONCENTRACIONES DE 8 MILIMOLAR LE MAGNESIO L0OS RIRBOSO-
MAS HAN INTERCAMERIADD EFECTIVAMENTE SUS SURUNIDADES. EN CAMERIO Al. LLEVAR
LA MUESTRA A 1 MILIMOLAR DE MAGNESIOy LA MARCA RADIDACTIVA VUELVE TOTAL-
MENTE & LA FRACCION 30 S. NOTESE QUE RUENA FARTE DEL FICO 70 § HA DESA-
PARECINO, AUMENTANDO EL FICO DE 30 S Y AFARECIENDIO UN PICO DE 50 § s LO
QAUE SE DERE & i.A DISOCTIACTION DE LOS RIROSOMAS LIBRES. ESTO INDICA QUE EL
HIBRIDO FORMADRO ES TOTALMENTE DOSOCTARLE A BAJAS CONCENTRACIONES DEL ITON
MAGNESTO.

C. ElL HIBRINO ES DISOCIARLE FOR DIVERSOS FACTORES DISOCIANTES: SE INCU-
RARON VARIOS TUROE DEL SISTEMA COMPLETO CON SURUNIDADES 30 S RANDIOACTI~
VAS » ¥ A ALGUNOS DE ELLOS SE AGREGO FACTOR DISQOCIANTE ( 700 MICROGRAMUOS
DE FRCTEINAS/ CCY DE ELCOLT » 0O RNASA (13 MICROGRAMOS ~ CCl» EN DIG-
TINTOS MOMENTOS DE La INCURACTION. ESTOS TUROS SE INCUBARON 15 MINUTOS
MAS A 37 GRADDS C. EL INTERCAMEID DESCENDIO A VALORES MUY BAJOS EN LOS
TURDS MENCIONADOS.( FIGURA 14 ). :

La TaBRLa X MUELSTRA EL EFECTO DISOCIANTE QUE LA RNASA Y OTROS AGENTES
TIENEN SOBRE DISTINTOS TIFOS DE FARTICULAS 70 S.
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ESTOS EXPERIMENTOS FUERON REALIZAIOS EN TAMFON 2y EN AUSENCIA DE SOBRE-
NARANTE BACTERIAND § 150. Y OE SISTEMA GENERADOR DE ENERGIA. ES DECIR
RUE UNA VEZ FORMADOS 105 RIBOSOMAS DE TERMINACION (LIEBRES) NO ES NECE-
SARTO PARA EL INTERCAMRBIC LA SINTESIS FROTEICAy NI LA FRESENCIA DE SUS-
TANCIAS QUE SON REQUERIDAS FARA LA TRARUCCTION . NOTESE LA CORRELACION
DIRECTA ENTRE L& DISOQCEARILIDAD DE LOE DISTINTOS TIFDS DE FARTICULAS
70 8 Y SU CAFACIDAL INTERCAMBIADORA DE SURBUNIDADES: ( TARLAS X Y XTI ). -

. EL EXCESO DE SUBUNIDADES 30 § NO RADIDACTIVAS DESFLAZA A& LAS SURFAR--
TICULAS RADIOACTIVAS DE LOS MIEBRIDOS: SE INCUBRARON VARIOS TURCS CON EL
SISTEMA COMPILETD: AGREGANDO SURFARTICULAS 3¢ 5-732y Y A LOS 20 MINUTOS
SE AGREGARON 09 UNIDADRES DE A 260 NM DE SURFARTICULAS 30 S NI MARCANAS
A TRES IE 1L.0S TUROSy INCURANDO UN TIEMFO ADICTONAL. SE MINIO EL INTER-
CAMERIO EN TODOS LOS TURDS A DIFERENTES TIEMPOS. LA FIGURA 19 MUESTRA QUE
EN 1L0S TUROS A LOS QUE SE AGREGO SURUNIDADES “FRIAS" DESCENIIC LA RADIO-
ACTIVIDAL DEL FICO 70 S.

E. EL INTERCAMBEIO CON SUBUNIDADES RADICACTIVAS AGREGAIAS Al COMIENZQ DE
LA TRAUUCCION NO SE FREDUCE EN AUSENCIA DE SISTEMA GENERADOR DE ENERGIA
0 DE FACTORES DEL SOBRENADANTE BACTERIANO @ LA INCUBACION DEL SISTEMA
COMFLETO SIN ATFy GTFs FEFs MUESTRA UNA VARTACION DEL FPERFIL RIBOSOMAL
CONSTSTENTE EN El. AUMENTO DEL FICO 70 S Y DISHMINUCION DE LOS FICCS POLI-
RRIBOSOMALES. ESTO SE DEEE A LA DEGRADACION FARCIAL DE ESTOS ULTIMOSs Y
AUMENTO DE LOS MONOSOMAS. COMO YA HEMOS VISTO EN EL PARRAFO C ESTO NO ES
SUFICIENTE FPARA QUE EXISTA INTERCAMEBIO, FUES ES NECESARIA LA SINTESIS Y
TERMINACION DE LAS CALNENAS FEFTIDICAS, CUANDO SE FARTE DE LOS FOLIRRIRC—
SOMAS . ESTA AUSENCIA DEL INTERCAMBIC ES TAMRIEN INDICIO DE QUE NO SE
DEEE A ASOCTACION DE LAS SUBUNIDADES RADIOACTIVAS CON SURUNIDADES 50 &
CONTAMINANTES DE LA FREFARACION DE FOLIRRIBOSOMAS.

La TaBLA XII MUESTRA EL INTERCAMEIO CUANDO EL SISTEMA ESTA COMPLETOy O
CUANDO FALTYAN ATF» GTFy Y FEFy O EL 8 15C. LA PRESENCIA DE UNA
FEQUERA CANTIDAD DE SURPARTICULAS H0 & AGRECADAS A LA MEZCLA DE INCURA-
CION HACIENDO LAS VECES DRE CONTAMINANTE, FRODUCE UN INTERCAMEBIO AFAREN-
TE DEL 13 Z.

TARLA XII

INTERCAMEIO
SISTEMA COMPLETO 283
~ ATFy GTFy FEF 456
- & 150 452

+ 86 8§ 0y1 UNILADES & 260 1353

NN NN
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SCEGARTO QUE EN EL SISTEMA COM-
Wy Y O LIRBERACION DE FEFTIDOS.

Fo FARA QUE EL INTERCAMRBIO OCURRA, &G
PLETO TENGA LUGAR UNA EFECTIVA TERMINAST

Y NO SOLO UNA SIMPLE ELONGACTION. LA FIGU 16 MUESTRA LA RELACTION ENTRE
ESTOS TRES FENDMENOS. EXISTE UNA CORRELAZION LDIRECTA ENTRE LA LIRBERACION
DE FEFTIDOS Y EL INVERCAMRIO » INDEPENDIENTEMENTE DE LA INCORFPORACICN
DE AMINOACIDOS.

II1.8 & EFECTO DE ALGUNDOS ANTIRIOTICODS .

AL SE ESTUNIN EL EFECTO DE ALGUNOS ANTIRIOTICOS QUE INHIREN La SINTESIS
FROTEICA SORRE L& REACCION DEL INTERCAMEIO DE SUBUNIDADES. LA TETRA-
CICLINA » LA SPARSBOMICINAy EL ADZIXO FUSTIDICO Y EL CLORANFENICOL INHIREN
LA SINTESIS PROTEICA Y EL. INTERCAMERIO ( TABLA XIII ). EL INTERCAMEBIO ES
INHMIBIDO MERIANTE EL BLCRUED DE LA SINTESIS FROTEICAy EN ESTE CASOsDE LA
ELONGACION UE LA CADENA FEFTIDICAy Y FOR LO TANTO SU TERMINACION. NO AC-
TUAN SORRE EL INTERCAMEIO EN STy FUES NO LLO INHIREN ST SE AGRESAN & LAS
MISMAS CONCENTRACIONES DESFUES DE UNA FRIMERA INCURACION DEL  SISTEMA
COMPLETO ANTES DE ANADIR LAS SURUNIDADES MARCALDAS EN UNA SEGUNDS INCURA-
CION

EN CAMBIO LA FUROMICINA, QUE INMIBE LA ELONGACIONy ESTIMULA EL INTERCAM-
RIC EN FORMA LLAMATIVA. MAS AUNs SE NOTA UNA CORRELACION ENTRE EL GRADO
[DE DEFRESION DE LA SINTESIS FROTEICA Y EL AUMENTO DEL INTERCAMEIO & I~
FERENTES CONCENTRACIONES DE FPUROMICINAy ¢ FIGURA 17 ).

ESTO SE DERE AL CONOCIDO MECANISMO IE ACCION DE LA FUROMICINAy QUE RE-
ACCTONA CON EL PEPTIDIL-T--RNA EN EL RIBOSOMAyLIBERANDOSE FEPTIDIL-FURC-
MICINA. DERIDO A ESTA LIBERACION FREMATURA DELL PEFTIDO, SE SUFONE QUE
ElL RIBOSOMA SE LESACOFLA DEL MENSAJLERO.

HEMOS USALD La ESFERMIDINA FARA ESTUDIAR EL DESACOFLAMYENTO DEL RIROSO-
Ma DE SU MENSAJERC "aA FOSTERIORI™ DE La ACCIOCN DE LA FUROMICINA.

FARA ELLO SE EFECTUARON LOS MISMOS EXPERIMENTOS DESCRIFTOS EN LAS SEC-
CIONES III.S Y III.é6 MIDIENDO EL INTERCAMEBIO DURANTE LA FPRIMERA& Y
SEGUNDA INCURACIONESy AMRBAS EN PRESENCIA DE PUROMICINA 1.2 MILIMOLAR,
CON O SIN EL AGREGADO DE ESFERMININA.

LLatia La ATENCION QUE LA ESFERMIDINA INHIERE EL INTERCAMERIO EN TODOS LOS
CASOS EN QUE ESTAH PRESENTE, A& DIFERENCIA DE LO QUE OCURRE EN L& TERMINA-
CION FISTOLOGICA.
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SE POIRIA ARGUMENTAR QUE EN EL CAS0 DE L& TERMINACION PREMATURA FOR
ACCTON DE LA PUROMICINAYy LA ESPERMIDINA ESTABILIZA ALGUN COMPLEJG RIRO-
SOMal. QUE CONTIENE £l M-RNA O La CADENA FEFTILICAy IMPIDIENDOSE AST EiL
INTERCAMRIO PRODUCIDC A RAIZ DE ESA TERMINACION FREMATURA. DERIDO 6 ESO
S REALIZARON ALGUNDS EXFERIMENTOS DE CONTROL QUE MUESTRAN QUE EL AGRE-
GADD DE ESFERMILDINA NO AFECTA L& LIRBERACION DiEL FEFTIDO Y DEL M-RNA
FOSTERIORES A La ACCION DE L& FURGMICINAYy ¢ FIGURA 19 Y TARLA XIII ).~

TakLA  XITI

LIRERACION DE LIRERACION DLE
FEFTIDOS X M-RN& 7%

SISTEMA COMFLETO 32 38
+ FPUROMICINA 79 82

+ FUROMICINA + ESFERMIDINA 81 84

o e - —— e —— = —— —— —— —
i
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IV.  DISTUSION

LCUANTO MAS RAPILOD CRECE UNA RBACTERIA » MAS ACTIVA ES  S5U SINTESIS
FROTELICA » ¥ MAYOR PROFORCION OE SUS RIROSOMAS S5 ENCUENTRAN  COMO FOLI-
RRIROSOMAS (107). EN CUANTO LA VELOCIDAL DE CRECIMIENTO NESCIENDE » LA
ACTIVIDAD RIOSINTETIZADORA DE FROTEINAS DESCIENDE TAMRBIENy Y AUMENTA LA
FROPORCION DE RIBROSOMAS QUE SE ENCUENTRAN COMO FaARTICULAS 70 § LIBRES.
ESTAS FARTIDULAS TIENEN LAS MISMAS CARACTERISTICAS GUE 105 RIBOSOMAS --
ACUMULADOS EN LA CELULA RBACTERIANA TRATADA CON TRIMETOFRIM:y ACTINOMICINA
Oy FUROMICINA O SOMETIDA & DISTINTOS ESTADOS TE AYUNO.

Pl REQUERIMIENTO INIISFENSARLE DE LA INICIACION DE LA SINTESIS PROTEICA
ES QUE LAS PARTICULAS RIROSOMALES SE ENCUENTREN DISOCTIANAS COMO SURUNIT-
OARES. EL HECHO DE SER EL FACTOR DE INICYIACION 3 ¢ FI 3 ) UN FOTENTE
DISOCIANOR DE LA FARTICULA 70 5§ » FERMITE ESFECULAR ACERCA IE UN CAMIND
QUE FASA A TRAVES DEL RIBOSOMA ENTERO LIRRE. EL CUAL AL SER DISAOCIADD »
FROVEE LAS SURUNIDADES FARA LA INICIACION.

ADMITIDA FOR OTRA FARTE LA EXISTENCIA FISIOLOGICA DE LAS FARTICULAS 70 S
LIBRES COMO ENTIDAD DISTINTA DE LOS MONODSOMASy SURGEN DOS SECUENCIAS
HIFOTETICAS DE FENOMENOS: EN ILAS CUALES FARTICIFA IGUALMENTE NICHA
FARTICULA 70 S. ESTAS SECUENCIAS SE REFLEJAN EN DOS MODELOS DEL CICLO
RIBOSOMAL. ¢ FIGURA 20 ).

La DIFERENCIA ENTRE AMEOS MODELOS &5 QUE EN A » EL RIROSOMA AL TERMINAR
LA BINTESIS POLIFEPTIDICA, SE DESACOPLA DEL MENSAJERD SIMULTANEAMENTE
CON UNA DISOCIACION EN SUS NS SUBPARTICULAS CONSTITUYENTES. EN B » EN
CAMBIOy EL DESACOFLAMIENTO OCURRIRIA MANTENIENDO EL RIBDSOMA SU INTEGRI-
nan FISICA.

LA EXISTENCIA DEL INTERCAMRBIO DE SUBUNIDADES DEL RIBOSOMA CON SURUNINA-
LDES RADIOACTIVAS AGREGADAS DURANTE LA SINTESIS FROTEICAy FUE TOMALA FOR
KAEMPFER COMO PRUERA IE QUE EL DESACOPLAMIENTO DEL RIRBOSOMA SE EFECTUA
CONCOMITANTEMENTE CON La DISOCYACTON DEL MISMO.

FERD NUESTRA OBSERVACION » ¥ LA DE OTROS » DE QUE LAS PARTICULAS 70 8
LIBRES INTERCAMEBEIAN TAMRIEN SUS SURUNIDADES DEJO NUEVAMENTE ARIERTA LA
NISCUSION « EL INTERCAMEBIO DURANTE LA TERMINACION NO FUEDE SER ESA PRUE-
Ray FUES EN AMEOS MODELOS MENCIONANGOS ES DABLE ESFERAR UN INTERCAMRIO
CON SURBUNTIDADES AGREGADAS. ESTO ES  ADEMAS  UNA  SIMPLE CONFIRMACION
EXFERIMENTAL DEL EQUILIRRIO DINAMICO ENTRE LAS FORMAS ASOCIADA Y LISO-
CIala DEL RIBOSOMA LIBRE DEMOSTRADCO FOR SPIRIN.

30 8 + 50 8 70 §
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ERa IMPORTANTE, FOR LO TANTO» CONSEGUIR UN REACTIVO QUE ACTUARA SORRE
ESE EQUILTBRIO Y LO DESFLAZARA SENSIELEMENTE HACIA LA DERECHAs IMPIDIEN-
0O L DISOCIACION DEL RIRBOSOMA LIBREy EN CASO DE SER ESTE EL PRODUCTO
DEL DESACOPLAMIENTOy Y PERMITIENDIO SU REASQUIACION EN CAS0 DE QUE EL.
DESACOFLAMIENTO SE EFECTUARA EN L& FORMA NISOCIADA. ESTE REACTIVO RESUL-
TO SER L& ESPERMIDINA, QUE ADIEMAS TIENE LA VENTAJS NE SER UN COMFONENTE
NORMAL Y FISIOLOGICO DEL RIRBOSOMA Y DEL MEDIO INTRACELULAR RACTERIANO.

ESTA SUSTANCTA DESFLAZA FUERTEMENTE LA REACCION A LA LERECHA FROBABLE-
MENTE DISMINUYENDO V 2. 81 EL DESACOFLAMIENTO SE PRODUJERA  SEGUN EL
ESQUEMA A DE LA FIGURA 20 » LA ESPERMIDINA PERMITIRIA EL INTERCAMERIO
AL NO AFECTAR V 1 » ES DECIR LA VELOCIDAD DE ASOCIACION DE LA SURFARTI-
CULAS. EN ESTE CAS0 SE FORMARIAN HIRBRIDOSs FUES CADRA SURUNIDRAD 30§
RADIDACTIVA TIENE I1GUALES FRORARILIDARES DE ASOCTIARSE CON LA SUBUNIDAD
50 § QUE CUALRUIER OTRA SURBUNIDAL 30 §.

EN CAMEIO SI SE PRODUJERA EL DESACOFLAMIENTO SEGUN EL MODELO R » LA
ESFERMIDINA HARIA ElL INTERCAMEIOD TAN LENTOy FOR DISMINUCION DE V 2 GUE
NO SE DETECTARIA EN UN COMIENZO. ES CIERTO QUE DEJADRO DURANTE UN TIEMFO
SUFICIENTEy LOS HIBRINOS TERMINARIAN FOR DETECTARSE IGUAL GQUE EN EL CABQ
ANTERIOR » PERO La VELOCIDAD DE INTERCAMEBIO SERIA SENSTBLEMENTE MENOR.

EN NUESTRO SISTEMAr LA ESFERMIDINA » EN LA CONCENTRACION UTILIZADMA, NO
AFECTA LA ELONGACTONy MEDIDA COMO LA INCORFORACION EFECTIVA DE AMINO-
ACINOS RADIOACTIVOS A LAS MOLECULAS FROTEICASS NO MODIFICA LA LIRERACION
DEL FEFTIDO TERMINADDS Y NO ALTERA EL DESFRENDIMIENTO DEL RIBOSOMA DEL
MENSAJERO AL TERMINAR LA SINTESIS FROTEICA.

EN LOS EXFERIMENTOS DE INTERCAMEBIO SE PUEDE  OBSERVAR  CLARAMENTE QUE
DURANTE LA TERMINACION ¢ LA MAGNITUDR DEL INTERCAMEIO NO ES DISMINUIDA EN
LD MAS MINIMO FOR EL AGREGADO IE ESFERMIDINA. ESTD ERA IE ESFERAR 51 EL
DESACOPLAMIENTO SE FRODUCIA DE ACUERDO AL MODELOD 2] DEL ESQUEMA
MENCIONADO » Y 5010 EN ESTE CASO.

La FIGURA 12 B NOS MUESTRA EL EFECTO IE L& ESFERMIDINA SORRE EL INTER-
CAMEIO UNA VEZ QUE SE HAN ASOCIADNO LAS SUBUNIDADRES LUEGO DE LA TERMINA-
CION ¥ DESACOFLAMIENTO. ESTO RATIFICA La CAFACIDAL DE LA ESFERMININA DRE
INHIBIR EL INTERCAMBIO SI EL MODELO CORRECTO HURIESE SIDO EL R .

ANEMAS NUESTRO SISTEMA NO REINICIA LA SINTESIS FROTEICAs Y ESTO DESCAR-
Ta LA FOSIBILIDAD DE QUE EL INTERCAMEIO ESTUDIADD SEA DERIDO A LA FORMA-
CION DE MONOSOMAS O COMPLEJOS DE INITCIACION . SEGUN MUCHOS CRITERIQS, EL
HIBRIDD SE COMPORTA IGUAL A UNA FARTICULA 70 § LIRBRE ¢ DE TERMINACION )
Y NO COMO MONOSOMA: SE DISOCIA FOR BRAJAS CONCENTRACIONES DE HAGNESIO o
FERO RELATIVAMENTE SUPERIORES A LAS REQUERIDAS FOR EL MONOSOMAs Y FOR
ACCION N LA RNASA Y DEL FACTOR DISQCTIANTE, B INTERCAMEBIA SUS SURUNILA-
DES CON SURUNIDADES 30 5 AGREGADASy (FIGURAS 13y 14y Y 15).

SIN EMBARGD L STSTEMA ESTARIA EN CONDICIONES IE REINICIAR SI 8E UTILI-
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ZARAN LAS SURUNIDADES ADECUADAS #aRa SLL0. ESTO LD JLUSTRAN LOS EXBERYL -
MENTOS CON FARTICULAS 30 S NATIVASy LAS QUE FOR ESTA CAUSA NO FUERDON
UTTILIZADAS EN LOS EXPERIMENTOS TOMAROS EN CUENTA.

HE DESCARTO ADEMAS LA FOSIRILIDADL DE QUE EL KITBRRINO SEA PRODUCTO DE L&
ABSOCIACION DNE LAS SUBUNIDARES RADIOACTIVAS CON SURUNIDALES S50 § QUE
ESTUVIESEN CONTAMINANDC EL. SISTEMA.

UN ASFECTO IMPFORTANTE ES LA CORRELACION QUE HaY ENTRE A TERMINACION Y
EL INTERCAMERIOy GQUE INDICA LA DEFPENDENCIA QUE HAY Dol SEGUNDO FENOMEND
CON RESFECTO al. FRIMERO. LA FIGURA 16 TLUSTRA QUE LA CORRELACION ENTRE
ELLOS ES MUCHO MAYOR QUE ENTRE CUALQUIERA DE ELLOS Y L& ELONGACION. ES
DECIR QUE NO ES SUFICIENTE QUE HAYA ELONGACION FARA QUE ODCURRA EL. INTER-
CAMEICy SINO QUE DERE HABER EFECTIVAMENTE UNA& TERMINACION.

EN LA FIGURA 21y EN SU PARTE SUFERIORy SE ESQUEMATIZA LA TERMINACION
FISICLOGICA Y EL DESACOFLAMIENTO CONSECUENTEY TAL COMO CONSTIDERAMOS  QUE
SUCEDRE DE ACUERDD CON LOS RESULTAIDS RELATADOS,

AL ESTUNIAR EL EFECTO IE L.OS ANTIRIOTICOSy SE NOTA QUEy CON A EXCEFCION
DE LA FURDMICINAy TODOS 1.OS ANTIERIOTICOS MENCIONADOS EN LA ULTIMA
SECCION I LOS RESULTADOS INHIBEN EL INTERCAMEIO SIMFLEMENTE FORQUE
INHIBEN LA SINTESIS PROTEICA. EL INTERCAMEIO DISMINUYE AL NO
MARER TERMINACTION DE LA SINTESISy Y DESACOFLAMIENTO DE RIROSOMAS QUE
FUEDAN INTERCAMBIAR. LOS MISMOS ANTIRIOTICOS NO INHIREN EL INTERCAMEIOD
81 8E LOS AGREGA CUANDO LOS RIROSOMAS DE TERMINACION YA SE  ENCUENTRAN
FORMADDS .

UNA EXCEFCION A ESTO ULTIMO ES LA NEOMICINAYy (RESULTADOS NO MOSTRADOS) .
ELLA INHMIBE EL INTERCAMEBIO "FOST TERMINACION" FOR TENER UN EFECTO ESTA-
RILIZANTE SORRE LA FARTICULA 70 & . EL HECHO LE QUE ESTE ANTIBRIOTICO
INTERFIERE TAMRIEN EN ElL MECANISMO INE SINTESIS PROTEICA NO NOE FERMITIO
USARL.O COMO REACTIVOy EN NUESTROS ESTUDIOS DEL INTERCAMRIQ. FOR ESTE
MOTIVO RECURRIMOS A LA ESPERMIDINA.

EN CaMBLIO » LA FUROMICINA FRODUCE TERMINACIONES FREMATURASy ST BIEN NO
FISTOLOGLCAS, QUE DEJAN RIBDSOMAS LIBRES. COMO ERA PREDECIRLEy EN VEZ DE
DISMINUIR » EL INTERCAMRBIO FUE ESTIMULAIO

EL US0 TE LA ESPERMIDINA NOS FERMITIO INVESTIGAR. LA MAYOR O MENOR SEME-
JANZA DEL DESACOFLAMIENTD ENTRE LA TERMINACION FISIOLOGICA Y LA TERMINA-
CTON PREMATURA FOR ACCION DE L& FUROMICINA.

LAS MAGNITUDES DEL INTERCAMEIO SON SUFERIORES EN EL CAS0 DE LAS TERMINA-
CIONES FREMATURAS QUE EN LA FISIQLOGICA. ESTO SE DERE A QUE PRACTICAMEN-
TE TODOS LOS RIBOSOMAS FARTICIFAN EN EL INTERCAMEBIO EN EL. FRIMER CAS(.
MIENTRAS QUE S0LO LOS RIROSOMAS QUE LLLEGAN A UN CODON XNE TERMINACION 1O
HACEN EN EL SEGUNDO CAS0.ADEMAS LA DEGRARDACION NUCLEOLITICA DEL M~RNA
HACE QUE MUCHOS RIRBOSOMAS FUEDAN ELONGAR EN MAYOR 0 MENOR GRADRO SU PEP-
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LA VELOCIDAD DE INTERCAMEBICQ ES SUPERICH IN EL CAS0 DE LA FUROMICINAy Y
ESTO SE DEBRE AL EFECTO INSTANTANEG DE LA MISMAy» MIENTRAS QUE LA ELON-
ACTON  ES UN FENOMENO COMPARATIVAMENTE MAS LENTO

EN CUANTO AL MODO OE DESACOFLAMIENTO» LOS EXFERIMENTOS INDICAN SIN LUGAR
A DUDAS QUE  EN EL CAS0 DE L& TERMINACION PREMATURS FOR EFECTO DE LA .

FUROMICINA v EL RIROSOMA SE SEFARA DEL MENSAJERO SIN QUE 1LLAS SUBUNIDADES
PLIERDAN EL CONTADTO FISICOD ENTRE S1. LA CAST AUSENCIA T INTERCAMEIO CON
ESPERMIDINA DURANTE EL TRATAMIENTC CON FUROMICINA ¢ FIGURA L8 )y INDICA

CLARAMENTE ESTE MODO DE ACCYION.

EN OTRAS FPALABRAS » EN ESTE CASC EL MODELO FERTINENTE ES EL R DE LA
FIGURA 20 . LA FARTE INFERIOR DE La FIGURA 21 TLUSTRA ESRUEMATICAMENTE
EL. MODO DE DESACOPLAMIENTO FPOR EFECTO DE LA FPUROMICINA.

CARIA LA FOSIBILIDAD DE QUE LA  FUROMICINA EN FRESENCIA DE LA ESPER-
IDINAYy IMPIDIERA Lo LIRBERACION EFECTIVA DEL FEFTIDOy O LA SEFARA-

CION DEL MENSAJERE » ACTUANDD ESTAS SUSTANCIAS COMO ESTARILIZANTES DE LA

PARTICULA 70 8. LOS EXFERIMENTOS DE LA TARLA XIII Y DE LA FIGURA 19

DESCARTARON AMBAS FUSIRILIDADES.

LA EXISTENCIA "IN VIVO" DE LA FARTICULA 70 § LIBRE NO FERMITE AFIRMAR
NADA DEFINITIVO SORRE SU IMPORTANCIA. ES MUY FROBARLE QUE & VELOCIUADES
DE SINTESIS PROTEICA ALTASy LAS FARTICULAS LISOCIADAS DURANTE EL DESACO-
FLAMIENTO SEAN LaAS QUE DIRECTAMENTE REINICIEN LA SINTESIS FROTEICA. EN
ESTE CAS0 LA FARTIDULA RIBOSOMAL LIBRE SERIA UNA FORMA DE RESERVA 0 DE
"REFOGO" EN MOMENTOS EN QUE LA VELOCIDAD LE RIOSINTESIS FROTEICA DISMI-
NUYE. ESTO SERIA ASI POR SER La FORMA ASOCIAA LA MAS ESTABLE TERMODIMA-
MICAMENTE.

-AaS REACCIONES ESTUDIADAS "IN VITRO" NO TIENEN LA EFICIENCIA DEL FENOME-
NO QUE OCURKRE "IN VIVO". EN ESTE SENTIDC ES FROBARLE QUE FOR SER NUESTRO
SISTEMA "IN VITRO" SUR-OFTIMO» SE ASEMEJE A SISTEMAS FISIOLOCGICOS DE
MENDRES 0 ESCASAS NECESIDADES METARQLICAS.

LA OTRA FOSIKRILIDADRD ES QUE LA PARTICULA 70 8§ SEA UN FAS0 NO OFTATIVO»
SINO NECESARIO EN KL CICLO RIBOSOMAL.ST EIEN NO HAY EVIDENCIAS ACERCA DE
ELLDO » NADA L.O DESCARTA . EN ESTE SENTIDO SU CONSTANCIA EN LISADOS Y EN
SISTEMAS "IN VITRO" FUEDE SER UN INDICIO QUE MEREZCA INVESTIGAREE. 8SIN
EMBARGO NO ES El. PROFOSITO DE ESTA TESIS DISCUTIR MAYDRMENTE ESTA FOSI-
EILIUAL.

FOR OVRA PARTE » LOS RESULTADOS DE LOS EXFERIMENTOS CON FUROMICINA INDI-
CaN QUE» FOR LO MENOS EN UN CASOry NO £5 NECESARIA LA DISOCIACION PARA
QRUE EL DESACOPLAMIENTO OCURRA» FUDIENDO EL RIBOSOMA ABANDONAR EL MENSAH-
RO COMO PARTICULA 708§ LIBRE E INTEGHA.
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ULTALOS RELATADOS EN ESTA MEMORIA D2MUE COPRIMERA VEZ,
COEL USE DEL CINTERCAMBIO DE SURUNILARES R CES EN PRESENDLA
SOFERMIDINAY EN LA FORMA RELATADA, QUE LOS RIRESC Al MESACORL AR
S5 IEL MENSAJERD DURANTE L& TERMINACION DE LA SINTESIE & v L0 HACEN
CONCOMITANTEMENTE CON SU DISOCIACION. FRUEBAN ADEMAS CON LA MISMA METO-
NOLOGIAy QUE EN LA TERMINACION FREMATURA PRODUCIDA FOR LA FPUROMICING
El RIROSOMA SE DESFRENDE DEL MENSAJERD SIN NECESIDAD DE UNA DIGICIACION
MOSTRANDD 48T UNA NUEVA DIFERENCTA ENTRE LOS DOS FENOMENOS .

TORAEL . ALGRANATY MANSUR . AZZAM
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FIGURA LaCURVA DE CRECIMIENTO DE E.COLT D 10.

Las RACTERIAS FUERON CULTIVADAS EN 20 LITROE DE mMERIO & A 37 GRaRGs O
Y CON AIREACION FORZARALEL CULTIVO FUE INICIADO A FARTILR UE UN INOCULO
DE 500 CC CULTIVADD NURANTE LA NOCHE ANTERIOR. LAS ORDENARAS ESTAN EN
EGCALa LOGARITMICA.
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FLIGURA 2 % ANALIGIS DE GRADIENTE LF PREPARACIONES POLIRRIBCUSOMALES.

fin FORLADE
AEGO DE L

CraGs0MaL. Tk BaCTERIALZ CUSECHAIAD EN FASE LOGARITMICA
! “’H‘ NTO RaPIRO DL CULTIVO. 2 UNIDADE S‘ IIL A D60 NM L
S 30 BE gl }'. |..‘ SOBRE UN GRADIENTI DE SaCARCES NE 1540 20V S8 Ch
FUugaN &N DL ROTIR 8W 50 A 4C.000 I" Ff'i"i I'IUF\I":N"I 79 MINUTOS. SE Mid
REGLISTED DEL ANALISIS CONTINUG DE L& ARSORBANCIA & 254 NM.

AO260 NMODE LA
SECCYON Tlaa.00
Fi. TRATAMIENTC

Baoo PEEFILODE LA FRACCIOD lx)L..l"-'.. GOMAL . UNA UNIDADL DE
I-""f r-"J[‘ E JFx.rLJUL.JL“(‘ Y ORURLIFICADA DE POLIRRIRBOSOMAS (S
4 ME I\F‘u SORBRE UN GRADIENTE DE SACAROSA DE 15-40 %K.
LOROES COMO EN A

MuE . AZTAM aeG. A
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FIGURA 48 SEFARSCION DE SURUNIDADES RIBOSOMALES

A0 UNIDADES 1 A 260 NM DEL 8§ 30 8E DIALIZAN CONTRA TAMPON 3 OURANTE 12
HORASy Y SE STEMERAN SORRE UN GRADIENTE NE SACARCSSA D 25-30 % » DE 27
ML DE CaARACIDAL, Y GE CENTHTFUGﬁN EN EL ROTOR SW 25 A 21.000 RFM nUuuéYE
14 HORAS.EL GRADITENTE SE FRACCIONA DESIHE EL FONDO USANDO UNA ROMRA
FERISTALTICA LE FLUJO CUNSTAN*L» Y GE MIDE LA AHSUHHANCIQ A 260 NM DE
CAlld UNA T LAS FRACCIONES IE 04 CCy 0 84U RADIDACTIVIDAL EN EL CASQ
DEOSER FARTICULAS RADIOACTIVASE) . SE UNEN LAY FHﬁLLiUNLS CORRESPONITENTES
A CAns 0. LAl FRACCIONES S50 A 5% CORRESPFONDEN AL FICO 30 . Y LAS
FRACUCIONES 21 A 36 AL FICO DE SURFARTICULAS 350 8.
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FRBURA & % TEAMINATION TE L& SINTIGSLIS FROTEICA.

LAS MEZOLAL RE INCUBACION EN PRESENCIA I AMINOACINCS RADIOAZRIVOSGy HE
INCUREAN UUlnNTF DISTINTOS TIEMPOE Y SE STEMBRAN LUEGD DE ENFRIAR »S0RRE
GRADIENTES DE SACAROSA DE S-20 X 0E 12 ML DE CaPaACIDaly Y SE CENTI‘A‘;’I!"',-"-
AN A J8.000 RBFM OEN EL ROTOR SW 40 DURANTE 75 MINUTOS. LOE GRADIENTES
S ﬁNﬁLT?ﬁN Y OSE MIDE L& RaDIQACTIVIDAD PRECIFITARLE EN TOA CALITENTE DN
Laba FERACCION o YoA 254 NM F O saee ¥ CPM.

an 0 MINUTOE DB OIRCURATICN.
ReoW MINUTOE I IN(UP&FTUN
Gu 3¢ MINUTOE DE INCURACTON.

Mol W BNZZAM oG, A9



)A254 n m

0 15
Fondo del tubo ‘———‘—‘J

30 45 60

Fraccion N°

TERMINACION DE LA SINTESIS PROTEICA

600

400

230

400

200

\‘o

400

200

] cpm



\’r“ ¥ l' YY)

adite Lo Aot A

NTAM
toene
[ N

e gy

ML
il FRRE WY

o
REN

e
LT “—‘



-4

(=)
x o
£ 5 |
o . -
(&
4| |
3 | l
2 L ™ ]
1L _
2
L )
0 2 4 " 15

Tiempo (min)

HIDROLISIS DEL RNA EN TCA CALIENTE




FIGURe 8 & EFECTO DE DIVERSAS SBUESTANCIAS SOBRRE LA DINETICA DE
ELONGACTION.

L.

La MEZCLA DE INCUBACION ES LA RUE SE DIESCRIBE EN ElL TEXTO. CADA TURD
CONTIENE AMINOACIDOS © 14 (200.000 CFM) sEN AUSENCIA @@ Y [N
"RESENCIA TE ETANOL M (Qeme—e—=OQ)} METANOL M (Q---©)F NEOMICINA 1 MICRO-

M

23]

LY R .

fft (D) FNEOMICINA 3 MICROMOLAFR (A ... &’F Y NEIMICINA

MOLAF (e BNy

10 MICKRO-

ab. 81
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FLouRa 10 & INTERIAMZ2I0 DE SURUNIDARES 30 5.

ACTON CONTENTENDC 2y6 UNIDARES DR

TRES  TURCS CUN MEZCLA DE IN f I
3y GE AGREGAN® 'UFDa AY I 0y3E UNIDA-
l I

16
260 AM CADA UND,OE FOLTRRIEOS
Lag 30 G-F 32 DER

D PARTICU Xﬁih IBS C 0L )y Y AL TURD C 03 UNIDADES
PARTICULLAS 30 B-F 32 NATIVAS ( N ).
WUROCES BOY O OSE INCUBAN MUthTF 0 MINUTOS & 37 GRADOE O » PERMANE-
O EL TURC & COMS CONTROL.SE STEMBRAN L.0S CONTENIDOS DE LIS TUBL

GRADTENTES HE SACARTDGA LINEAI LE 520 % DE 12 ML DE L.!J['Pﬁ“
ENTRIFUGAN A 35,000 REM EN EL ROTOR SW 40 DURANTE 735 MINUTOS. SE
“NﬁN Yo G ﬁIHL LA EADYOACTIVIDAD EN CALA FRAZCICON ... 2 Y LA
EN CFURMA CONTINUA.

wAZION FaG. 53
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SRCAMBIC DE SUBUNIDADES DURANT
e

LA MEZCLA DE INCUBACTON S LA MENCIONADA EN EL TEXYO., JON EL AGREGAND
' 27 UNIDAL A 260 NM DE PRLIRRIBOSCGMAS. LA INCUBACION 8O E -.wTUU A
ulﬁUUb OORURANTE LGOS TIEMPOS INDICALZGE. EL ANALIGIES BN UHﬁU..NTI I
- hoGE b A20 COMO SE INDICH TEXTC Y EN FIGURAs 10
TOGE EXFRESA COMO L PORCENT: DE RARIOACTIVIDAL JJE Hi
G
/

Yh N .ﬁ rhﬁ LLJh DE COEFTCYIENTE DE 3|I1QFNTﬁCTOR 7008 EN OFUNCI
RADLOATTIVIOAL TOTAL AGREGADA COMD SURBUNIDADES MARCADRAS.

(. L
DURANT,
B0 00

SURUNIDADES 30 8- 32 GF AGREGARIN AL COMIENZO LR Lo REACOIOMN
EMPOS DE O INCUBACTON TNRICAROS, MIDIENDOSE hhj EL INTERCAM -~
URFELDG SIMULTANEAMENTE CON Lo TERMINACION.

';'ii{';‘.. LAG SURUNITAINEG 30 S8 32 GE AGREGARON 40 MINUTOS D
MERA INCUBACIONy Y SE CONTINUR INCUBANTD DURANTE L0OS
MITDIENDOSE AST EL INTERCAMEBIQ CCURRIDC FOSTERIORMENTE

CIONn
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SEECTOODE LA BESFERMIDINS SOBRE LA CINETICA DE INTERCAMBIO
L SR lL“LMS

LOG ENSAYOS SON TGUALES LOS TE LA FIGURA Lly CON LA DIFERENCIa DEL
AERECGAHDE DE LulL!PlulNﬁ L MILIMOLAR A LA MEZCLA DE INCURAZION.

(A INTERCAMBIO OCURRIDON SIMULTANEAMENTE DON LA TERMINACION.

(P INTERCAMRBIO CCOURRIRD EN L& SEGUNGA ITNCUBATIONy ES DECIR CON MO6-

TERIQRIGAD & L& TEIMINACION.
EMOLINEA DE PUNTOS LA CURVA DRE LA FIGURA 1L A FIN DE FORIER COMPARAR.
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FIGURA L3 sDISQCIATICON DEL HIRBRIDO A XAJA CONCENTRACLON DE MAGNESIO.

GE EFECTUG Eil. ENSAYO DE INTERCAMBIO COMO SE EXPLICO EN EL TEXTO.
INCUBANDO DURANTE 30 MINUTOS . UNC DE LOS TURDS (&) SE SEMBRGO SIN
MORZFTCACTONES SOBRE UN GRADLIENTE M SaCAROSA DE 5-20 4 EN TaMPON L.

Ei. CTRO TURD (R} SBE LILUYE ADECUARAMENTE LLEVANDGO 8U CONCENTRACION GE
MAGNESIO A 1 MILIMOLAR SIN ALTERAR SU CONCENTRACION DE FOTASI0. SE
SIEMRRA EN GRAUIENTES DE SACAROSA S-20 Z EN TaMPON 7.

AMEOS TURCS SE CENTRIFUGAN EN Ei ROTOR SW 40 A 35.000 RPM » DURANTE
20 MINUTOE. SE ANALTZAN LOS GRADIENTES Y SE GRAFICA LA ABRSORRBANCIA A
U4 NM (e )y ¥ LA RADIOACTIVIDAD CONTENIDA EN CADRA FRACCION.

Mall, AZZAM FaG.  G6
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Fig. 13

DISOCIACION DEL HIBRIDO A BAJA CONCENTRACION
DE MAGNESIO

() cpm x 1 0;3'



s o} o iy
2 = N =4
B — .
&3 H = [ap] ;
1:3 z :
== rin ~~ n o3 F
b = [ [ {3 i =
i s B - - Do
P i fand . Lo F
: <L 3= P T3 ] A PN
. i.t ~ 23 - Y
: ted il fa! L3 o Do
! L3 i — 3 :
: oy — oom e .
J ind i = 551 =~ T3 =% B
P h s N :
& == < w 2. :
' =< = [aa st ot & i
3 z < << SN ;
- e — R S R T H
P e p] - Fau i H
i A - = ad =3 i
: Y] o = RS :
H e <& ! = IS Jran 343 o/ i
. — —_ 1 - tNE] H
: 3 Pl ) g Uil . i
: - ages] 3 ~ il i
: ' -~ - H
v [ ] 4] = -d H
.. “ 1.3 o~ H
ot ; o« (SRS H
b [ = N3 i
- Y L3 jan] HEE: :
R Pl v - - i
: 3 [ I w !
. jam; T = ! < i
Yo L. = — I =, T :
| ! : - >4 et S B S H
. 2 ~— s N H
3 s 2 Ead ] s = L H
s —_— — .
_ B =4 0F N - w H
=2 ~ = r s :
_ s MEOTE Ll H
e = H
~d H
” e O =
] SRS H
. - e e - H
' HE3 ] LI = :
— 3 : o .
_ <Z L3 o3 (3] :
' - - - - M
: A 220 s < !
: = RGP =Y —_—
. = L3 O3 s i
7 PR e
3 L2 = if &I <
. . - oo 2
. b b i
- it
. ks =3
s —_
(831 o
. T prd
: =i ~
. [ N
: b = [E
. — '
= 3

e

py

Foli

INCUR

-
A

AR
AT IS .

T3 vt
ﬁ A I ixd
ﬂ =4 <2 =
Lot -
e - e



DISOCIACION DEL HIBRIDO POR DISTINTOS

FACTORES DISOCIANTES
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CINETICA DEL TNTERCAMBIO DE SUBUNI1IDADES

EN LA TERMIKNACION PREMATURA PRODUCIDA
POR LA PUROMICTNA
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