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INTRODUCCION

LAS PROTEINAS SON UN CONJUNTO DE SUSTANCIAS MUY DIUERSO EN CUANTO A
DIMENSIONES! CARGA Y COMPOSICION DE AMTNOACIDOSE PERO TODAS COMPARTEN
LA CARACTERISTICA DE SER ES.RUCTURE’ 'F ‘ "V
COUALENTE DE ALFA-"AMINOACIDOSn “”
INTEORAN LA MOLECUL« PROTEICAy I a

MOMENTO DE LA DIOSTNTESIS u LOS DEMAS SL “L u
(HADITUALMENTE ADII'TNES DE RADICALES) DE Lua AM ““' ‘“ ORIGINALES EN
ALGUN MOMENTO POSTERIOR A LA SINTESIS DE LA UNION ' 'CA"

EQ AMINOACIDOS OUE
” 20 INTERUIENEN EN EL

"A POR TRANSFORMACIONES

.. \

l" r
«.a

LA,DIFEREUCIA DE DIMENSION Y COMPOSICION DE AMINOACIDOSy ASI COMO LAS
DISTINTAS SECUENCIAS DE AMINOACIDOS EN LAS CADENAS PEPTIDICAS SON LA
CAUSA DE LA ENORME DIVERSIDAD DE LAS PROTEINAS. LA SECUENCIA DE AMINO“
ACIDOS» OUE CONSTITUYE LA ESTRUCTURA PRIMARIA DE LAS CADENAS? DETERMINA
POR SI SOLA LAS ESTRUCTURAS-SECUNDARIAy 'ERCIARIA Y CUATERNARIA! CUANDO
ESTA ULTIMA EXISTE" POR OTRA PARTE ESA SECUENCIA O ESTRUCTURA PRIMARIA
ESTA DE “RMINADA OENETICAMENTE; Y LAS ALTERACIONES» SUSTITUCIONES Y
DELECIONES DE LOS AMINOACIDOS OUE LA COMPONEN SON CAUSA DE ANOMALIAS EN
LA FUNCION Y ESTRUCTURA DE LAS PROTEINAS. ES POR ESO OUE LA SINTESIS
PROTEICA ES ON OPERACION MUY DELICADA DONDE PARTIÉIPA UNA COMPLEJA
MAOUINARIA OUE DEBE GARANTIZAR LA ELABORACION TOTAL» ELOZ Y FIEL DE
LAS PROTEINAS NECESARIAS Y PREVISTAS EN EL OENOMA CELULAR

DICHA MAQUINARIA ESTA FORMADA POR LOS RIDOSOMAS» EL RNA MENSAJERO! LOS
RNA DE TRANSFERENCIA y Y NUMEROSAS ENÏIMAS Y FACTORES PROTEICOS OUE
INTERACTUAN DE UN MODO OUEv LEJOS DE SER ALEATORIO; ES SINCRONIZADO Y
ALTAMENTE ORDENADO.

LA DIOSINTESIS DE PROTEINAS ES LA CULMINACION DE UN PROCESO DE
TRANSFERENCIA DE INFORMACIONy E IMPLICA TAMBIEN UNA TRANSFERENCIA DE
ENERGIA OUE SE CONSUME EN EL FUNCIONAMIENTO DE LA MAQUINARIA
DIOSINTETICA" DESCRIBIREMOS DREUEMENTE AMBOS PROCESOS ANTES DE DISCUTIR
LA MAQUINARIA EN SI.

A. TRANSFERENCIA DE INFORMACION.
LA CONFLUELCIA DE LA GENETICA Y DE LA BIOQUIMICA PERMITIERON RESOLVER
PROBLEMAS OUE AMBAS DISCIPLINAS POR SEPARADO NO HADIAN PODIDO HACER.
LA CARACTERIZACION DEL MATERIAL GENETICO COMO ACIDO DEOXIRIDONUCLEICOy
PRINCIPAL COMPONENTE DE LOS CROMOSOMASv FUE LA CLAUE PARA INICIAR EL
ESTUDIO DEL FLUJO DE LA INFORMACION DESDE SU LUOAR DE ALMACENAMIENTO
HASTA SU EXPRESION FINALn EL MODELO DE LA ESTRUCTURA DEL DNA PROPUESTO
POR NATSON Y CRICN A PARTIR DE DATOS OUIMICOS Y DE DIFRACCION DE LOS
RAYOS X y Y LUEGO CORRODORADO AL DEMOSTRARSE SUS PREDICCIONESv PERMITIO
CONOCER EL MECANISMO DE APAREAMIENTO DE BASES COMPLEMENTARIASy QUE ES
EL FUNDAMENTO DE LA REPLICACION DE LA MOLECULA DE DNA DE UNA SECUENCIA
DETERMINADA. ESTA REPLICACION ES LA OUE PERMITE LA TRANSFERENCIA DE
INFORMACION DE UNA CELULA MADRE A UNA CELULA HIJA! MANTENIENDO LA
IDENTIDAD DE DICHA INFORMACION GENETICAn EN EL PROCESO DE EXPRESION
DE LA INFORMACION GENETICA EL DNA ES TRANSCRIPTO A OTRAS MOLECULAS DE

ACIDO NUCLEICO DE MENORES DIMENSIONES Y MAS MANEJADLES TANTO QUIMICA»

M.EHAZZAM PAG"



COMO FISICAMENTE OUE EL DNA. ESTAS MOLECULAS RESULTANTES DE LA TRANSW
CRIPCION SON LAS DEL ACIDO RIDONUCLEICO MENSAJERO (M‘RNA)! OUE MANTIENE
FIELMENTE LAS CARACTERISTICAS Di " ACION GENETICA Y PUEDE SER
TRADUCIDO A OTRO "LFNSUAJE“" “' OUAJE“ DEL DNA (COMPUESTO
POR CUATRO DASESH A "VT ' V TJMINA 3 Y EL DEL RNA,
HAY UN SOLO CAMDIS L '" W EL URACILO.
TRANSCRIPCION T. UE 7 3
PUES» "L I .n- L DE MANTENER LA FIDEL DAD? ‘
LAS PARTES ¿ SENOHA QUE DEDEN TRANSCRIDIRSE DE ACUERDO A ¿wn
DADES CELULANLS! RECONOCIENDO CIERTAS SIGNOS DE INICIACION Y
CION DE LA TRANSCRIPCION.

. ‘\_.. u < 'v .I.

"."I "'I 1" ' .DU MUR MAYOR DE 4

LA TRADUCCION DEL MENSAJE TRANSCRIPTO EN EL M-RNA CONSISTE EN LEER
INSTRUCCIONES “ESCRITAS” EN CUATRO SIMDOLOS (LAS BASES) Y PRODUCIR CCR
UEINTE CONSTITUYENTES DISTINTOSv UNA "ESTRUCTURA" PROTEICA OUE “SIRVA”
PARA LA FUNCION A OUE ESTA DESTINADA" ES ODUIO OUE EN ESTE PROCESO DE
TRADUCCION EXISTE UN MAYOR SRADO DE CONPLEJIDADn

EL FLUJO DE LA INPJRMACION SENETICAy DEFINIDO POR CRICR COMO EL DOOMA
CENTRAL DE LA BIOLOGIA MOLECULAR: CONSISTE EN EL PASAJE DE LA INFORMA“
CION DE LOS ACIDOS NUCLEICOS A LAS PROTEINAS.

LA ELUCIDACION DEL CODIGO SENETICO; REALIZADA EN LA DECADA DEL SESENTA»
INSUMIO EL TRABAJO DE MUCHOS EOUIPOSy Y PERMITE ASEUERAR SINTETICAMENTE
OUE CADA SECUENCIA DE TRES DASES (TRIPLETES) SON TRADUCIDOS COMO UN
AMINOACIDOSHHADIENDO 64 POSIBILIDADES DE COMDINACION DE LAS CUATRO BASES
EN TRIPLETESv Y SOLO 20 AMINOACIDOS CODIFICADOS r SURSE OUE ALGUNOS
AMINOACIDOS ESTAN CODIEICADOS POR MAS DE UN TRIPLETE (CODON)9 PENOMENO
OUE SE LLAMA DESENERACION DEL CODIGO SENETICO. EXISTEN ADEMAS TRES
CODONES OUE NO REPRESENTAN AMINOACIDO ALGUNO v DESCUBRIENDOSE OUE
PUNCIONAN COMO SIGNOS DE PUNTUACION! Y CODIPICAN LA TERMINACION DE LA
CADENA PEPTIDICA = SON LOS TRIPLETES UAA ! USA r Y UAS.

D. TRANSFERENCIA DE ENERGIA.
LA SINTESIS PROTEICA ES UN PROCESO ENDERSONICO» ES DECIR OUE REQUIERE
ENERGIA QUIMICA PARA OUE OCURRA" LA FUENTE DE ESA ENERGIA SON LOS
NUCLEOSIDO TRIFOSFATOSy ESPECIFICAMENTE EL ATP! QUE INTERVIENE EN LA
ACTIUACION DE LOS AMINOACIDOSy-Y EL OTP QUE SE EMPLEA EN VARIAS DE LAS
FUNCIONES RIDOSOMALES Y EN LA ELONSACION DE LA CADENA PEPTIDICA. CUANDO
EL ATP Y EL STP SE HIDROLIZAN; LIBERAN SU FOSFATO GAMMAY EL NUCLEOSIDO
DIFOSEATO CORRESPONDIENTE; AL MISMO TIEMPO CEDEN-UNAS 7000 CALORIAS/MOL.

ES EUIDENTE OUE PARA OUE LA SINTESIS PROTEICA PROCEDA CON NORMALIDAD
EL APORTE ENEROETICO DEBERA ESTAR GARANTIZADO. SIGNIFICA OUE “IN UIUO“v
LAS FUNCIONES OLICOLITICAS Y RESPIRATORIAS CELULARES DEBEN CUMPLIRSE
SATISFACTORIAMENTE» PROUEYENDO EL ATP Y STP NECESARIAS.



I.E" MAQUINARIADIOSINTETICA

A. AOIDO-RIDONUCLEIEO =
REPRESENTA EL EZ DEL Riï 7 DE baA flwCTEPTw E“ PLENO CRECIMIENTO" ES
UN POLINUCLEOTIDO DE af“ ' “: ' Í”"' “a "L ‘" SE HALLAN REGIO“
NES CON APAREAMI '.“TURA8 SECUNDAW
RIAS. EN LA P' J : . i n ..m m. 'T PRIMERO EN
SINTETIXAREE} u ï.¿ .- “an T f.'E .‘ S 17? DE UNION AL
RIDOSOMAu QUE TE Ü"' " IONy O EN
LA MIEHA DE MALLA EL CODON DE INICIACION AUO v'OUE OODIEIDA LA EORMILW
METIONINAu

'“ÏE DEL MENSAJERO SE HACE UTILIZANDO COMO MATRIZ UNA PORCION DEL
a SECTOR FUNCIONAL DEL OENOMA SE TRANSCRIBE FORMANDO UN M RNA y

XOEPOION DE LAS REGIONES QUE CODIFIOAN LOS RNA RIDOEOMALEE Y DE
TRANEEERENOIAu

EN UNA DACTERIA! LA SINTESIS DE RNA Y EU TRADUCCION SON DOS FENOMENOE
SINDRONIZADOSy DONTINULS Y AOOPLADOE EN "TANDEM”u ES DEOIR QUE MIENTRAS
LA RNA POLIMERASA UA SINTETIZANDO LA MOLECULA DE RNAv LOS RIDOSOMAS UAN
RECONOCIENDO EL SITIO DE UNION! SE ACOPLAN AL MISMO Y UAN INICIANDO LA
TRADUCCION.

POR ULTIMOy LA MOLEC'LA DE RNA MENSAJERO ES DE POCA ESTABILIDAD EN LAS
DACTERIAOy ES DECIR OUE TIENE UN ALTO INDIDE DE REDAMDIO. EN PROMEDIO
LAS DISTINTAS ILAEES DE RNA MENSAJERO TIENEN UNA UIDA MEDIA DE DOS A
CINCO MINUTOS. ESTA OARACTERISTIOA NO E8 AJENA A LA IMPORTANCIA DE LA
TRANSCRIPDION COMO PROCESO ‘EOULATORIO CELULAR» PUES EN MUY CONTADOS
SEGUNDOS PUEDE PONER EN MARCHA MECANISMOS DELULARESy Y EN POCOS MINUTOS
LOS PUEDE DETENERH '

D. EL ACIDO RIDONUOLEIDO DE TRANSFERENCIA (T RNA) Y LAS AMINOAIIL
T RNA EINTETASASH '

EN TODO PROCESO DE DIOSINTEBIS MADROMOLEDULARy LOS MONOMEROS OUE LAE
OOMPONEN SON PREVIAMENTE ACTIUADO"n ASIy EN LA POLIMERIZACION DE LOE
RIDONUDLEOEIDOS MONOFOSEATOS (ACIDO RIDONUCLEIOO) LOG PREDUREORES OUE
EE UTILIZAN SON LOS NUDLEOSIDOS TRIPOSFATOS? LO MISMO PASA CON LA SINW
TESIS DEL OLUCOOENO; EL ALMIDON Y DE LOS ADIDOS GRASOSa EN LA OUE LOS
PRECURSOREE SON EL UDPG» ADPOu Y LA ACETIL COENZIMA A RESPEOTIUAMENTE.

EN EL CASE DE LA DIOEINTESIB PROTEICA TAMBIEN SE REQUIERE UNA ACTIUACION
PREVIAy PUES EL SUDBTRATO EN EL MOMENTO DE EFECTUAREE LA UNION PEPTIDIOA
NO EE EL AMINOADIDÜ LIDREy SINO OUE SE HALLA ESTERIFICANDO UNA MOLECULA
DE AOIDÜ RIDONUDLEIOO DE ALREDEDOR DE 24u000 DALTONS DE PESO MOLECULAR"
ESTA CARAC”ERISTICA DEL AMINOADILMT RNA SUGIERE OUE ADEMAS DE AOTIUAR
EL AMINOACIDOV LA PUNDION DE UNA MOLECULA TAN GRANDE ESTA UINCULADA AL

NOT DEEINEDEOODIFICACION OUE TIENE LUGAR EN EL RIDOSOMA. EN REALIDAD
YA HACE MAS DE VEINTE AÑOS OUE SE UISLUMDRO OUE LOS AMINOAOIDOS NO
PODRIAN ADSORDERSE DIRECTAMENTE AL RNA MENEAJEROv PARA ORDENARSE DE
ACUERDO A LA SECUENCIA INDICADAy Y SE POSTULO UNA MOLECULA ADAPTADORA
QUE HIEIERA DE NEXO ENTRE LA OONEORMADION DEL AMINOAOIDO Y LA ESTRUCTURA

M.E.AZZAM PAG" 3



DE _OS TRIHLETES y OUE NO SON RECONOCIDOS DIRECTAMENTE POR LOS
AMINOAOÏHOS.

JENOIA UE SUS BASES.
L)LA REGION ÜEL
h EN LA NETAH HE L

LA SECUENOIA EO

ANTI"
A

3” UE CvaA"

LA ESTRUCTURA SECUNDARÏA MAS RROBABLE ES UNA OUE OOHRRENEE 3k APARTZ
MIENTO INTERNO DE ALREÜEHOR DEL 50% OE LAS BASES! DEJANDO KONAE L
NAOAS SIN ARAREANIENTO" SI SE LO DIBUJA ESOUENATICAHENTE AOOUIERE'
FORMA DE UN TREHOL HE TRES HOJAS CON UN TALLO CONSTITUIUO POR
GIONES TERMINALES (EXTREMÜS 3’ Y 5*). LAS HOJAS SON LOS TRES
OONUE NO HAY ARAREAHÏENTO INTERNO. LAS FUNCIONES
SON LAS OEL EXTREMO 3’ QUE ES LA ZONA DE UNION DEL
CANHO EL AHENILATO DE LA SECUENCIA TERMINAL OCA 3 Y
ES LA ZONA ARAREANIENTO CON EL MENSAJERO"

"RULOS"

v. ...I l...L' n...

LA REOUHÜANOIA Y HEOENERACIÜN YA NENEIONAÜAS HEL COÜÏOO OENETICO TIENE

AMEAE Raw

4 Or HAN SIDO EN MUCHOS
EN

CONOCIDAS Y LOCALIZADAS
AHINOAOIDÜESTERIFl"

LA DEL ANTICOUON OUE

SU CONSECUENOIA A NIVEL DE LA ESTRUCTURA DEL T RNAy YA OUE SE HAN ENCONw
en WANTRAÜO UARIAS ESPECTES QUIMICAS OISTINTAS OE T RNA OUi OAN CON EL

MISMO AMINOAOIÜO.
¡J ¡.. h: ¡"l {R

LAS SON LA ENZINAS
N553
LOE
UNA

AMINOACILETMRNA SINTETASAS
UE AOTIUACION OE LOS AMINOACIÜÜSv Y LA POSTERIOR ESTERIFICACION
T RNA. HASTA‘EL NOMENTOv Y EN.HAOTERIAS»NO SE HA ENCONTRAHO MAS
SINTETASA ROR AMINOACIDOH ESTAS ENZINAS OATALIZAN DOS REACCIONES:

R 1 ENEIHA + AMINOACIOO + ATR"WW"MW"WM) AMINOACIÜOWANRWENZINA + RR

R 2 T RNA www“) AHINOACILWTWRNA + ENZIMAANINOAclnümAMPWENZINA +

TRANSEIERE ENERGIA HEL ATP A LA UNION ANHIDRIHO
Y EL ANRFLO OUE RROUOOA LA ACTIUACION DEL ANINO“

ACIDO. RERO TAMBIEN INRLICA UNA SELECCION PERFECTA DEL ANINOACIUO A"
DECUAOO POR PARTE HE LA ENZÏMArOUE SERVIRA LUEGO RARA OUE EN LA REAO“
CION 2 EL ANINOAOIHO SE UNA AL T RNA CORRESPONDIENTEn DE ESTE MODO EL
PAPEL UE LA ENZIMA AOTIUANTE ES IMPORTANTE ROR LA PREDECOHIFICAOION
OUE EFECTUAM

EN LA REACCION 1 SE
ENTRE EL AMINOAOIDO

On EL RIBOSONAn
ES LA PARTICULA CATALITICA MAS GRANHE Y COHELEJA OUE SE CONOCE" SU TAM
NANO DE 270 A Y SU PESO MOLECULAR OE Ruáfi X lüüíó (1) SON SOLO DOS
RARANETROS QUE ILUSTRAN ESA SITUACION" SU CARACTERISTICA SEDIHENTACION
EN LA ULTRACENTRIFUGA HAOE OUE SE LO CONOZCA POR SU OOEFICÏENTE HE SE"
HINENTAOIONví 70 S EN EL CASO BEL RIHOSOHA BAOTERIANO). DESDE LOS PRI“
NEROS ESTUDIOS SE NOTO OUE LOS LISADOS DE BAOTERIAO NOSTRABAN! AL
ANALIZAÜOS EN LA ULTRACENTRIEUOA, UARIOS TIPOS DE PARTICULAS OUE AB

mrmULA
\.)\.H-.C‘f1 II'I

OUE CATALIZAN LAS REACOILM
DE

OUE
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DIAN LUZ A ESÓNESO NM DEL ESPECTRO ULTRAUIOLÉTAH ES UN SISTEMA PAUCIDIS"
PERóOv CUYA COMPONENTE MAS IMPORTANTE SEDIMENTA ALREDEDOR DE LOS 70 S.
SE ENCUENTRAN OTROS DOS PICOS OUE INDICAE “A 'SENCIA DE DOS PARTICU“
LAS MENORES DE 30 S_Y 50 P" CUANDO LA . ON DE ION MAGNESIO ES
DAJA O NULA EN EL LISADOv SE NOTA ON .¡ th EN EL PICO DE 70 S Y
UN AUMENTO EN LAS CANTIDADES DE " 3: ¿UE SEDIMENTAN A 30
Y 50 S. ESTA DISOCIACION P ' " "' HACE PENSAR
OUE EL RIBOSOMA ESTA COMPí .JEFICIENTES
DE SEDIMENTACION VENSICNA ami"
UN ANALISIS QUIMICO DE R SOMA REUELA LA SIGUIENTE COMPCSIOIÜNü
#1" RNA RIBOSOMALH ES EL COMPONENTE CUANTITATIUAMENTE MAS IMPÍ ANTE
DEL RIDOSOMA= C“NLÏITUYE ALREDEDOR DEL 632 DEL MISMO. SE HAN ENCONIJADO
TRES MOLECULAS Ju RNA DE DISTINTO TAMAÑO. SUS COEFICIENTES DE SEDIMENTAW
CION SON DE 5 Sy ES S Y 23 S (3): CON PESOS MOLECULARES DE 3vó X IOMNAv
SyS X IOHWÏ Y Lvl X lofiüó RESPECTIUAMENTE ( u
#2" PROTL NAS RIDOSOMALES: COMPONEN EL 3?ï DEL PESO TOTAL DEL RIBOSOMAu
SON LOS EOMPONENTES MAS ESTUDIADOS Y MEJOR CONOCIDOSv Y CONTRARIAMENTE A
LO OUE "E PENSO AGUNA UEZ» HOY SE SABE SUE SU PAPEL ES FUNDAMENTAL
Y NO SESSNDARIO EN LA FUNCION RIDOSOMAL. LA MAYORIA SON BASICAS (516)!
CON PUNTOS ISOELECTRICOS DE ALREDEDOR DE 109 PERO HAY ALÉUNAS NEUTRAS Y
MUY POCAS ACIDAS"

,.

-¡

LA SUDUNIDAD MENOR CONTIENE ALREDEDOR DE 21 PROTEINAS! Y LA MAYOR UNAS
34" SON EN GENERAL MOLECULAS PEQUEÑAS . SUS PESOS MOLECULARES UAN DESDE
9ró X IÜMAS ( L 34 ) A 391 X 10**4 í L2 ). SOLO UNA DE ELLAS SODREPASA
ESTE RANGO ( S 1 m óyS X IÜMNA Ï (7). LA PURIPICACION DE LAS PRSTEINAS
RIDOSOMALES HA PERMITIDO ESTUDIAR LA RECONSTITUCION DE LAS SUDUNIDADES
“IN UITRO” Y DIRIGIR EL ESTUDIO DE SU CONSTRUCCION “IN UIUÜ“. AMBAS SODW
UNIDADES PUEDEN RECONSTRUIRSE» Y EL MECANISMO ES SECUENCIAL» ORDENADO Y
HAY EUIDENOIAS DE COOPERATIUISMO EN EL PROCESO (Sy9910v11)"

LA RELACION ENTRE LAS SUDUNIDADES CON LA FORMA ASOCIADA 70 Sy SE EXPRESA
EN LA ECUACION

Eul 30 S + SG S ("WWMWWW> 70 S

EN LA ONE DISTINTAS CONDICIONES UAN DESPLAZANDO EL EQUILIBRIO EN UNO O
OTRO SENTIDO; LAS CONCENTRACIONES DE MAGNESIO INFERIORES A 1 MILIMOLAR:
LAS CONCENTRACIONES DE POTASIO SUPERIORES A 300 MILIMOLAR Y EL AUMENTO
DE LA TEMPERATURA» TIENDEN A DISOCIAR LOS RIDOSOMAS. EN CAMBIO LAS
SUDUNIDADES TIENDEN A ASOCIARSE EN PRESENCIA DE ALTAS CONCENTRACIONES DE
MAGNESIO! DE POLIAMINASv Y SON MAS ESTADLESv SI TIENEN UNIDOS'PEPTIDIL O
AMINOASIL“T"RNAy(12y13y14).

SE HAN DETERMINADO ALGUNAS CONSTANTES TERMODINAMICAS PARA ESTE EOUILI"
DRIO EN TAMPON TRIS CLORHIDRICO PH 778 SO MILIMOLARÉ Y CLORURO DE
POTASIO SO MILIMOLAR fi G :m35v5 KCAL/MOL ( A RS GRADOS C )ï H = m 70
KCAL/MOL I S w 120 EnU. (13)"
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Ü. FACTORES PROTEICOSH
LOS ESTUDIOS FISICOWGUIHICÚC ÜE
SÜMAS DEBIDO AL CAMBIO
VESTIGACIONES SURF T
ÜANTES RRÜUENIENÏ
TICAMENTE QUE LA
PARA El. TUAF

.. ¿CNALm"NTO RTHMSV
un L¿DÑÜÜ CELULAR {16517918y19v2uxy mu‘ .

'CTURA MEL RIBOSOHA! ES EN SI MISMA AUTE 'E
JUCCION DE POR LO MENOS UN HOMOFOLIMERO CI

“L ÏIO INTRACELULAR SE ENCUENTRAN CIERTOS FACT.\mh ¡íïm
lLITANy HACEN POSIBLEy O ACELERAN LA FUNCION RIHCSOHAL EH

HAS FISIOLOGICAC» EN LO QUE SE REFIERE A CONCENTRACIONES SAW
(ATURAv Y CONCENTRACIONEC DE NUCLEOSIDO TRIFOSFATOS. EN

OE Cr HERHITEN EL RECONOCIMIENTO DE MENSAJEROS NATURALES QUE SON
..J CUMPLEJOS QUE LOS HQHORÜLIMEROO. DICHOS FACTORES SON:

1..'h‘Hl

NOMBRE AHREUIATURA PESO MOLECULAR

l 9n000 (90)
2 EÜHÜÜÜ (29v91)
(FD) 21HÜOÜ (28)

FACTOR DE INICIACION 1 FI
FACTOR DE INICIACION 2 FI
FACTOR HE INICIACION 3 FI 3

FE TU 19.0Ü0 (39741)
:E T8 42HOOO (39y41)
"E G 73.000 (39741)

FACTOR DE ELONOACIOH TU
FACTOR HE ELÜNCACEON TS
FACTOR HE ELONGACION G

FACTOR DE LIBERACION .
FACTOR UE LIBERACION 9
FACTOR DE LIBERACION

z:
r_ 44.000 (Ü'ÏÍHÏt‘Ï);

47v000 (55956)
46.000 (SSVSÓ)

Fl
{A.’-.:-HÜ?.' __¡__ r
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In3 MECANISMO DE LA SINTESIS PROTEICA"

SE HA DIUIDIDO ESOUEMATICAMENTE Q- SINTESIS PROTEICA EN TRES ETAPAEyOUT
SE CARACTERIZAN POR TENER REOUERIJIENTOS DISTINTOS. LA INICIACION X' lA
SINTESIS PROTEICA COMPRENDE CESDE LA UNION DEL RIBOSOMA AL M"RNA

L fi...
L- PRIMERA TRASLOCACION; PASANDO POR LA ADSORCION DEL PRIMER AMINC
TMQNAn A PARTIR DE ESTE MOMENTOr Y HASTA OUE EL RIBOSOMA SE ENCUENTP
CON UNA SENAL DE TERMINACION OCURRE LA ELONOACION DE LA CADENA POLIPEPW
TIDICAn LOS FENOMENOS CU: SUCEDEN POSTERIORMENTE CONSTITUYEN LA ETAPA DE
TERMINACION. ‘

A" INICIACION:
SI BIEN LOS MECANISMTS POR LOS QUE SE INICIA LA SINTESIS DE UNA CADENA
PEPTIDICA SON LOS MAS ESTUDIADOS DE LA DIOSINTESIS PROTEICA! SE LA CONO"
CE AUN MUCHO MENOS OUE LA ELONOACION. SIN EMBARGO SE SABE OUE SE EEECTUA
EN TRES ETAPAS» OUE DAN LUOAR A TRES PRODUCTOS INTERMEDIARIOS DISTINTOS
LLAMADOS COMPLEJOS DE INICIACION.

EL COMPLEJO DE INICIACION Iv ESTA FORMADO POR EL M"RNA (O EL TRIPLETE
AUC)! EL PORMILWHTTIONILWTWRNA (P MET"T*RNA)2 Y LA SUDUNIDAD 30 S (21)"
REQUIERE PARA SU FORMACION CTP Y FACTORES DE INICIACION (ElyÉEyEAJv EN
CASO DE JTILIZARSE SUBUNIDADES 30 S LAUADAS CON SOLUCIONES DE CLORURO DE
POTASIO O DE AMONIO DE ALTA FUERZA IONICA. LOS FACTORES DE INICIACION
(FI 1 vEI 2 Y EI 3 ) PROVIENEN DEL LAVADO RIDOSOMAL CON LAS SOLUCIONES
YA MENCIONADAS"

lI...

DE LOS FACTORES DE INICIACICNv EL MAS IMPORTANTE PARECE SER EL EI
( HSvBÓ )y PORQUE FUNCIONA CTMO EJE DEL PROCESOy Y CATALIZA LA UNION .EL
E METNT RNA A LA SUBUNIDAD MENORv EN PRESENCIA DEL TRIPLETE AUÜ y
INCORPORANDOLO AL COMPLEJO" EL PI 1 ESTADILIZA Y ESTIMULA LA MENCIONADA
REACCION í Éóy27 ).

EL PAPEL DEL EI 3 ES IMPORTANTE EN LA SELECCION DEL HwflNA! PUES ES
INDISPENSABLE PARA LA INICIACION CON MENSAJEROS NATURALES y Y ESPECIAL“
MENTE A PARTIR DE LA OBSERUACION DE CIERTA ESPECIFICIDAD PARA ALGUNOS DE
LOS MENSAJEROSu SUROE ASI EL CONCEPTO DE HETEROSENEIDAD DEL FI 3" ES
DECIR LA EXISTENCIr DE DISTINTAS ESPECIES MOLECULARESDEL MISMO (28).

EL OTPy REOUISITO INDISPENSABLE PARA LA INICIACIONyNO SE HIDROLIZA EN LA
FORMACION DEL COMPLEJO DE INICIACION Ir Y ES PARTE iNTEGRANTE DEL MISMO.

'EL EI 2 TIENE UNA ACTIUIDAD OTPASA EN PRESENCIA DEL RIBOSOMA COMPLETOy
POTENCIAHLE POR EL EI 1 (29v30)u

ALGUNOS AUTORES SUOIEREN (31) OUE LOS FACTORES PI 1 Y FI 2 UNIDOS COMO
SE LOS AISLO EN FORMA DE COMPLEJO? SE COMPORTAN EN FORMA SIMILAR A LOS
PACTOR¿ DE ELONOACION EE TUMFE TSv PERO ESPECIEICAMENTE PARA EL
FWMETWTWRNAHSI BIEN ES UNA HIPOTESIS QUE PLANTEA UN MECANISMO INTEREW
SANTEy NO HA SIDO PRODADA CON EL RIOOR OUE SE UTILIZO EN EL CASO DE LOS
FACTORES OE ELONOACION.

MuEnAZZAM PAS" ?



LOS FACTORES nE INICI."T“N N“ EF “EN EnF"aF°
-MAYÜRESy NI EN EL RIHLJ”
NIDAD MENUE. ESTO HACE
CIACIÜN IIv LÜS FAETEF
CIACIÜN I.
A CONTINUACION EE LA

1‘“ E””UNIDADE8
.3 Ü.WH\-...‘ I ula n 1 J m

""¡é CHJFÏIN Í'O Sl; r7 ' "J - ‘ .

INICIACION SE LIDERAN DEL CONELEJC DE INJW

I"'“PHACION DEL COMPLEJO DE INICIACION I SE LE UNE
LA SUDUNIDAD EÜ ANDCSE ASI EL COMPLEJO DE INICIACION II (32r33);
EN EL CUAL EL E 'T T RNA SE HALLA ARARENTEHENTE EN EL SITIO A: EÁES NC
REACCIONA CON EULJNICINA. ESTO SE SABE ROROUE UTILIZANDO EN UEZ DE GTRV
UN ANALOOCv EL uMER“C E (34)» SE FORMA EL COMPLEJO DE INICIACION IIv
PERO NC 2‘“ IJRHACIÜN DE F-NETWRUROMICINAv LO OUE INDICA OUE EL GTR E8
NECÏEARIO “A UNA TRASLOCACION OUE UEIOUE EL E NET"T“RNA EN EL
SITIO F , Eóyfi?)u

EL COMPLEJO DE INICIACION III ES EN DEFINITIUA EL NISHO COMPLEJO II
DESPUES DE LA TRANSLOCACION Y DE OUE HAYA OCURRIDO UNA HIDRÜLISIB
DE OTR (37).

EXISTEV SIN EMBARGO OTRA INTERPRETACION OUE ATRIDUYE EL GASTO ' ENERGIA
A UN CAMBIO DE CONFORMACION DE LA SUDUNIDAD 50 Sr RARA ADECUA! ¿L COM
MIENZO DE LA SINTESIS “RÜTEICA. DESDE ESTE PUNTO DE VISTA (38) EL
F NET“T"RNA SE HALLARIA DESDE EL COMIENZO EN EL SITIO Py NÜ SIENDC NE“
CESARIA LA TRASLOCACION DEL MISMO.

¡“T RNA SE ENCUENTRA EN EL EITIO R DEL COMPLEJO DE INICIACION Y
EL SITIO A SE HALLA LIDRE CON UN NUEUL CODÜN? EL OUE CODIFICA AL SEGUNDO

.AMINUACIDOy EN ESTRECHA UINCJLACION CON ELn EN CONDICIONES CERCANAS A
LAS FISIOLOOICAEr LA UNION DEL AMINOACILWTWRNAREQUIERE LA PARTICIPACION
DE DOS DE LOS FACTORES DE ELONfinCIONy EL EE 'U Y EL EE TS ADEMAS DEL
OTRy QUE ACTUA COMO COFACTORHLA SECUENCIA DE REACCIONES OUE LLEUAN A LA
UNION DEL AAWT"RNA CON EL RIDOSOMA SON LOS SIGUIENTES:

R 4 FE TU BHP + FE TS""WMNWW> FE TU-FE TS + GEF {42)

LA FORMA FE TUWFE T8 ES LA FORMA ACTIVA DEL FACTOR DE ELONGACION Tv QUE
ES COMO SE LO DESCUHRIO EN DACTERIAS. EE INTERESANTE NENCIONAR GJE EN
LOS EUCARIOTES» EL FACTOR DE ELONOACIÜN OUE HACE LAS UECES DE T EE UNA
SOLA HOLECULA RRÜTEICA.EL EE TS ES DESRLAZADO A SU UEZ POR UNA NUEUA
MOLECULA DE CTP; SIN HIDROLISIS DE LA MISMA; OEDANDO LIBRE EL FE TC fl

E E FE TuwFE TS + GTFuwmwmnm> FE TUMGTP + FE TS (42)

ESTE COMPLEJO LIGA EL AA T RNA "_LOE TWRNA DESCARïADOS Y FWNET TRNA
NUNCA PARTICIPAN DE ESTE COHRLEJO (43)"

HnE.AZZAM RAC“ 8



R ó EE TU CTP AA"? RNA WWW") AA TWRNAWFETUWÜTR {HEyAÜyAAJ

EN ESTA FORMA EL AAWT RNA SE UNE AL COMPLEJO DE INICIACION IIIy O A
CUALQUIER ESTAX" RIBOSOHAL CON EL SITIO P OCUPADO POR REFTIUIL T RNA Y
EL SITIO A i (Ey HIOROLIZANOOSE EL EOSFATO OAMHA DEL GTRr LIBERANOOSE
EE TunfiflP SUE ES REUTILIZAHÜ COMO EN R 4"

wwmnw> AAuT-RNA M RNAWRIBÜSOMA + FE TumGnP + P

ESTA SECUENCIA DE REACCIONES HACE PENSAR OUE LA R 3 SEA QUIZAS UNA
RI FCION INEXISTENTE “IN UIUO“y O DE MUY ROCA IMPORTANCIAy SIENDO LA
SECUENCIA NATURAL EL RASO ÜE R ? A R 4 u

UNA VEZ UBICADO EL AA TmRNA EN EL SITIO Ar TIENE LUGAR LA REACQTI
FORMACION HE LA UNION REPTIDICA; ENTRE LA FmñETMTNRNA O REPT OIL TWRNA
EN EL SITIO R Y EL ANINO DEL ANINOACIHÜ OUE ACILA EL TWRNA RE EENTENENTE
LIÜAOO EN EL SITIO A" ESTA REACCION HA SIUO MUY ESTUDIAHA UTILIZANDO UN
ANALOOO ÜEL AA T RNA y LA RUROMICINA (46)" EL PRODUCTO HE LA REÉCCION EN
ESTE CASO ES LA E"HET"EUROMICINA2 O RERTIOILWPUROMICINA. LA ENZINA OUE
CA'ALIZA ESTA REACCION ES PARTE CONSTITUYENTE DEL RIBÜSOHAv ESPECIFICA“
MENTE HE SU SUHUNIÜAU MAYOR (47)y Y ES LLAMADA RERTIDIL TRANSFERASA O
REPTIDIL SINTETASA. ESTA REACCION NO CONSUME MAS ENERGIA OUE LA OUE ESTA
CONTENIÜA EN LA UNION ESTER ENTRE EL AMINOACIÜO Y LA RIBOSA DEL AOENILO
3” TERMINAL UEL TMRNAu ES DECIR QUE LA ENERGIA OUE SE UTILIZA ES LA DE
LA ACTIUACION BEL ANINOACIDOrC UER R1 Y R2 ).(48).

UNA UEZ EEECTUABA LA REACCION! QUEDA EN EL SITIO P UN T"RNA DESCARGADÜ:
Y EN EL SITIO A UN PERTIÜIL"T RNA" ES LOGICO PENSAR QUE EL SITIO R TIENE
UNA AFIAIÜAÜ COMEARATIUAMENTE MENOR RÜR EL TWRNA DESCAROADO QUE POR EL
REETIUILWTWRNAy LO OUE LLEVA A QUE ESTE OESPLACE A AOUEL ÜEL SITIO R.
ESTE PROCESO OCURRE CONCOMITANTEMENTE CON UN MOUIMIENTO RIBOSOMAL A LS
LARGO DEL H RNA, EN UN INTERUALO UE UN TRIRLETE! LO QUE HACE QUE L
NUEUO CÜHON y EL SIGUIENTE» SE ENCUENTRE EN EL SITIO A

Nu

ESTE PROCESO; LA TRASLOCACIONu REQUIERE LA PRESENCIA DE UN FACTOR
PROTEICOy EE Ü (49): COMUNMENTE LLAMADO TRASLOCASA? AISLAHO HE LA ERAC"
CIO} SOLUHLE BEL LISAHO BACTERIANOy Y OUE TIENE ACTIUIÜAÜ GTRASA (50)"
ESTA ACTIUIÜAD PUEDE DETECTARSE AUN EN AUSENCIA DE TRASLÜCACION y PERO
SIEMPRE EN PRESENCIA DE LOS RIBÜSOMASvíSl).

LUEGO UE LA TRASLOCACIONI EL RERTIUILWTNRNA SE ENCUENTRA EN EL SITIO R.
EL SITIO A ESTA ENFRENTAÜO A UN NUEUO CODON» Y EN CONDICIONES DE LIGAR
UN NUEUO AA-NTWRNAnESTA SECUENCIA OE REACCIONES SE RERITE HASTA LA TER“
NINACION OE LA CADENA RERTIHICA COOIFICAOA EN EL HWRNAn
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Cn TERMINHCION.
SI EN EL SITIO H DEL RIDOSOMH OUEDH UN OODON SIN SENTIDO EL PEPTIDIL T"
RNH EE HIDROLIZH» LIDERHNDÜEE LH OHDENH PEPTIDICH. ESTE PROCESO SE LLHMH
TERMINHCION" PUEDE SER UNH TERMINHCION EISIOLOOIOH n EN ESTE OHSO LH
PROTEINH LI; uDH EXPREGH TOTHLMENTE LH FUNCION GENETICHMENTE
TRHSMITIDH. m O THMD1_N PUEDE SER UNH TERMINHCION PREMHTURH DEBIDO H
UNH MUTHCION OUE MODIFICH HLGUNOS CÜDÜNEE DHNDO ORIGEN H HLGUNH DE LHS
EEÑHLEE DE TERMINHCION UHHv UHGv O UOHu _

HDEMHS DE LHS SEÑHLES DE TERMINHCIONy SE REOUIEREN FHÜTOREE PROTEIOOS y
OUE SE HHLLHN EN LH ERHOOION SOLUDLE DEL LISHDÜ BHCTERIHNO (52753). PHRH
ESTUDIHR ESTE PROCESO SE UTILIZHRON DOS SISTEMHS. EL PRIMERO FUE LH TRH"
DUCCION DE LOS PRIMEROS SEIS CODÜNES DEL RNH DE UNH MUTHOION HMDER DEL
FHOL R 1? ( CHPECOHI). SE SINTETIZH EL HEXHPEPTIDO Y SE EETUDIHN LHE
CONDICIONES Y REQUERIMIENTOS PHRH LH LIDERHCION DEL MISMO HL LLEOHR HL
SEPTIMC CODON QUE EN ESTE CHSO ES UHO EN VEZ DEL UGO ( TRIPTOEHNO 3 OUE
EE ENCUENTRH EN LH CEPH SILVESTRE. EL OTRO BISTEMH ( CHSKEY Y COL.) MIDE
LH LIDERHCION DE FWMETIONINH DEL COMPLEJO DE INICIHCION FWMETWT"RNHW
HUB RIDOSOMH» HL HGREOHRLE LOS DISTINTOS CODONES DE TERMINHCIÜN (54)"
SI BIEN ESTE METODO EE MENOS "EIEIOLOOICO"? PERMITIO UN HUHNCE MHS HCEM
LERHDO y Y SE PUDIERON SEPHRHR DOS FHOTOREE LLHMHDOS EL 1 Y FL 2
(SSySEJy HMDOS HCTIUOS CON EL TRIPLETE UHHu HDEMHE EL FL 1 ES ESPECIFIW
OO PHRH EL TRIPLETE UHGyY EL EL 2 ES ESPECIFICO PHRH UBH. HMDOS EHOTORES
SON PROTEINHS (5695?) Y CUMPLEN LHS SIGUIENTES FUNCIONES:

# IE LH DE LIGHRSE HL RIDOSOMH EN PRESENOIH DEL TRIPLETE DE TERMINHCIONv
ES DECIR OUE RECONOCEN EL TRIPLETE" ES UNH REHOOION MUY ESPECIFICH.
HSOCIHDO H EST REHOCION SE HH HISLHDO UN TERCER EHCTORv EL PL 3 y
LLHMHDO HNTERIORMENTE S (58); QUE ESTIMULH LH HOTIUIDHD DE HMDOS FHOTOW
RES! HUMENTHNDO LH HFINIDHD POR EL RIDOSOMH. POR EJEMPLO DISMINUYE LH
KM DEL EL 2 POR EL TRIPLETE UHH DE 8r3 X IÜ%%W5 H 1y3 X loflüfifi.

# Ei PHRTICIPHR EN LH HIDROLISIS DEL PEPTIDIL-T"RNHV E8 DECIR EN LH
TRHNSEERENCIH DEL PEPTIDILO H UNH MOLECULH DE HGUH OUE HCTUH COMO
MOLECULH HCEPTHDORH EN UEZ DE OTRO HMINOHCIL"T“RNH. EL HECHO DE OUE EL
PEPTIDIL TnRNH DEBE EETHR EN EL SITIO P PHRH OUE LH HIDROLISIS ÜCURRAF
NO SIENDO REHOTIUO BI BE HHLLH EN EL SITIO H HHCE PENSHR EN LH PHRTICI“
PHCION CONJUNTH DE LH PEPTIDIL SINTETHSH"

UNH FUNCION OUE PUEDE SER MUY IMPORTHNTE H MEDIDH OUE HUHNCE SU ESTUDIO
ES LH PHRTICIPHCIÜN DEL FL 3 EN LH DISOCIHOION DEL COMPLEJO TWRNHWUHH"
ÏIDOSOMH UNH VEZ LIDERHDH LH PROTEINH (59). NO EBTH DEPINIDH HUN LH POSI
DLE INTERUENCION E HIDROLISIS DEL GTP EN LH REHCCIÜN DE TERMINHCION.
DE ES”E MODO» UNH VEZ TERMINHDH SU SINTESIS y SE LIDERH LH CHDENH
PEPTIDICH DEL RIDOSOMH.

M.E.HZZHM PHG" 10
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In 4" EL CICLO RIDOSOMAL"

EN UNA BACTERIA OUE CRECE LOOARITMICAMENTE? EN UN MEDIO RICO EN NUTRIENW
TESv LA CANTIDAD DE RIBOSOMAS PUEDE LLEGAR A ALREDEDOR DE 30.000€ólvófl)»
Y EN SU ORAN MAYORIA SE LOS ENCUENTRA SINTETIZANDO PROTEINAS EN FORMA
ACTIVA (S3)u EL TIEMPO DE SINTESIS DE LOS RIDOSOMAS ES DE ALREDEDOR DE
CINCO MINUTOS (CON UN TIEMPO DE GENERACION BACTERIANA DE TREINTA ) (óAy
65). LA CANTIDAD DE RIBOSOMAS OUE SE SINTETIZAN AL MISMO TIEMPO HACE OUE
SOLO IMS Z DE LOS RIBOSOMAS PUNCIONANTES SEAN REALMENTE NUEVOSn ESTO!
UNIDO A LA DEMOSTRADA INTEGRIDAD DE LAS SUBUNIDADES DURANTE VARIAS GENEW
RACIONES (65) PERMITE CONSIDERAR OJE LOS RIBOSOMAS PARTICIPAN EN MAS DE
UNA VUELTA DE SINTESIS PROTEICAH ESTE HECHO OBLIGA A ADMITIR LA EXISTEN”
CIA DE UN CICLO DE RIBOSOMAS OUE DETERMINA LA REUTXLIZACION DE LOS MIS“
MOS SOBRE CUALOUIER M RNA DISPONIBLE LUEGO DE LA TERMINACION DE CADA
CADENA PEPTIDICA.

EL DESCUBRIMIENTO DE LOS POLIRRIBOSOMAS (66'67) UBICO EL PROBLEMA EN SU
VERDADERA MAONITUDy COMO PARTE DE LA ECONOMIA CELULAR.

EN ESTE SENTIDO EL RIBOSOMA CUMPLE UN CICLO? UNA DE SUS PARTES SE HALLA
RELACIONADA CON EL MWRNAVY EN ELLA ESTA INICIANDO! ELONSANDO O TERMINANÚ
DO UNA CADENA PEPTIDICA. LA OTRA PARTE COMIENZA A PARTIR DE LA TERMINAw
CION DE LA CADENA; CUANDO EL RIBOSOMA PIERDE SU RELACION FISICA CON EL
M RNAyY SE CIERRA CON LA INICIACION DE UNA NUEVA CADENA. ESTA SEGUNDA
PARTE DEL CICLO RIBOSOMAL ES LA OUE NOS INTERESA EN ESTE TRABAJOu

EL MODELO DE LA INICIACION DE LA SINTESIS PROTEICA PROPUESTO POR NOMURA
Y LONRY (ElvóSJv CONCEPTUALIZADO POSTERIORMENTE POR MAISON EN RELACION
CON EL CICLO RIBOSOMAL (69)! EXIOE EL ESTADO DISOCIADO DE LOS RIBOSOMAS
COMO CONDICION NECESARIA PARA LA INICIACION DE LA TRADUCCION DE UN MEN"
SAJERO NATURAL, EN PRESENCIA DE FACTORES DE INICIACION Y BAJA CONCENTRAW
CION DE IONES MAGNESIO" ESTE HECHO VIENE A SER EL_PRIMER REOUISITO OUE
DEBE CONTEMPLAR CUALOUIER MODELO QUE INTENTE DESCRIBIR O EXPLICAR LO OUE
OCURRE CON EL RIBOSOMA EN LA SEGUNDA MITAD DEL CICLO.

LOS PRIMEROS INTENTOS SE REALIZARON BUSCANDO METODOS DE LISIS SUAVE DE
LAS BACTERIASv SUE PERMITIERAN VER RAPIDAMENTE EL PERFIL DE RIBOSOMAS v
CONSERVANDOEN LO POSIBLE LA INTEGRIDAD DE LOS POLIRIBOSOMAS (óOvólróE).
MANOIAROTTI Y SCHLESSINOER HALLARON OUE LOS RIBOSOMAS ESTABAN DISTRIBUI"
DOS EN CANTIDADES IOUALES ENTRE POLIRRIDOSOMAS Y SUBUNIDADES! PALTANDO
LLAMATIVAMENTE LAS PARTICULAS 70 S. EN SUS EXPERIMENTOS LAS SUBUNIDADES
NO ESTAN UNIDAS A M“RNA; NI TIENDEN A REASOCIARSE AL AUMENTAR LA CONCENM
'RACION DEL CATION MAGNESIO A 10 MILIMOLARy POR LO OUE LAS LLAMARON SUBW

UNIDADES “NATIVAS” A DIFERENCIA DE LAS SUBUNIDADES "DERIVADAS" OBTENIDAS
POR EL DESCENSO DE LA CONCENTRACION DE MAONESIOv OUE SI TIENDEN A
REASOCIARSE SI SE LES REPONE DICHO CATION DIVALENTE. PROPUSIERON DE ESTE
MODO EL PRIMER MODELO DE CICLO RIBOSOMAL (ó3yó4); EN EL OUE EL RIBOSOMA
SE DISOCIA AL TERMINAR LA SINTESIS PROTEICA! PASANDO ASI LAS SUB“
UNIDADES COMO TALES A DISPONIBILIDAD HASTA OUE SON NUEVAMENTE USADAS"
CONSECUENTEMENTE INTERPRETARON OUE LAS UNIDADES 70 S'PROVENIAN DE LA
DESRADACION DE LOS POLIRRIBOSOMAS POR RUPTURAS NO FISIOLOGICAS EN LA
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MOLECULA DE M RNA"

SIN EMBARGO OTROS GRUPOS DE INVESTIGACION NO COMPARTIERON ESTE PUNTO DE
UISTAy AL NO PODER CCNP"TMAR LA AUSENCIA DE LAS PARTICULAS 70 S n {STAS
APARECIAN CONSTANTEMENTE EN LOS LISADOS DE MUCHAS ESPECIES DACTERIANAS;
CON METODOS TAN SUAUES QUE LOGRADAN UNA DISTRIBUCION DE LOS RIBOSOMAS
CON UN ?S Z EN FORMA DE POLIRRIDOSOMAS! 15-20 Z COMO UNIDADES 70 S Y
SMIO Z COMOSUDUNIDADES (63v7577ór7?)u

A PARTIR DE ESTE HECHO SE PLANTEO UNA LARGA Y A VECES COMPLICADA POLEMI“
CA ACERCA DEL PAPEL DE LA PARTICULA ïü Sv OUE PUEDE RESUMIRSE AHORA EN
L'S SIGUIENTES TERMINOS:

POR LO MENOS PARTE DE LAS PARTICULAS 70 S OBSERVADAS EN LOS LISADOS v NO
PROUIENEN DE LA DEGRADACION DE LOS POLIRRIDOSOMAS (MONOSOMAS)v PUES SON
MAS SENSIBLES OUE ELLOS AL DESCENSO DE LA CONCENTRACION DE MAGNESIO9(SE
DISOCIAN A 1 MILIMOLAR» EN CAMBIO LOS MONOSOMAS SE DISOCIAN POR DEBAJO
DE DICHA CONCENTRACION)!(6497S)5 ADEMAS POCOS DE LOS RIDOSOMAS CONTIENEN
PEPTIDIL TMRNA DETECTADLE LUEGO DE UN PULSO CON AMINOACIDOS RADIOACTIUOS
(75); TAMPOCO ESTAN UNIDOS A MmRNA (75980)"

UNA CARACTERISTICA DE TODOS LOS METODOS DE LISIS GUE MOSTRADAN LA EXIS"
TENCIA_DE PARTICULAS ?0 S ERA OUE LA CONCENTRACION SALINA ERA MUY CERCA“
NA A LA FISIOLOGICA: POTASIO 350 IDO MILIMOLARy MAGNESIO 3_S MILIMOLAR?
LO CUAL SUGIRIO OUE EL HALLAZGO DE SCHLESSINGER Y COL. PODRIA SER UN
RESULTADO ARTIFICIALV DEDIDO A LA ALTA CONCENTRACION SALINA DE SUS
PREPARACIONESv Y ESPECIALMENTE A LA PRESENCIA DE SODIO. ESTO FUE CONFIRW
MADO POR UARIOS AUTORES (?SySOv81vSD)u EN ESTE SENTIDO OUEDADA CLARA LA
EXISTENCIA DE LA ENTIDAD RIDOSOMAL DE COEPICIENTE DE SEDIMENTACION 70 S.
ALGUNASy INDUDADLEMENTE! SON MONOSÜMAS PROUENIENTES DE LA DEGRADACION DE
POLIRRIDOSOMASv O COMPLEJOS DE INICIACION 70 Sr CON PEPTIDILMTWRNA v O
FWMETWT“RNAv (COMPLEJOS DE INICIACION II Y III)v OTROSy EN CAMBIO SON
RIDOSOMAS LIDRESV DISOCIABLES POR DAJA CONCENTRACION DE ION ¡MAGNESIOv.
POR SODIOy POR TRATAMIENTO MUY SUAUE CON RNASA (83)» O POR LA INCUDACION
CON UN FACTOR PROTEICO PROCEDENTE DEL LAVADO RIBOSOMAL CON SOLUCIONES
CONCENTRADAS DE CLORURO DE AMONIO. POR ESTA RAZONy ESTE NUEVO FACTOR SE
DENOMINOFACTOR DISOCIANTE (PD) (75:84v85)n

ESTE TIPO DE PARTICULAS P0 S SON LAS OUE AUMENTAN EN LOS LISADOS DE
DACTE IAS OUE HAN SIDO SOMETIDAS A LA ACTINOMICINA D (ANTIDIOTICO IUE
INHIDE LA SINTESIS DE RNAv Y PRODUCE LA DESAPARICION DE MENSAJEROS)(?¿)!
O A LA PUROMICINAv OUE LIDERA EL PEPTIDO DEL RIDOSOMA<78)9 O AL AYUNO DE
CIERTOS NUTRIENTES DE REQUERIMIENTO ABSOLUTO (S4985y86).

DADOS LOS ARGUMENTOS OUE EAUORECEN LA EXISTENCIA REAL DE LAS PARTICULAS
70 S y EN DISCORDANCIA CON LOS RESULTADOS DE SCHLESSINGER Y COL" Y
EXPLICADAS ESTAS DIUERGENCIAS! TANTO ALGRANATI Y COLADORADORES! COMO
DAUIS Y COLABORADORES PAUORECIERON LA HIPOTESIS DE OUE REALMENTE EL PROW
DUCTO OUE SE DESPRENDE DEL MWRNA LUEGO DE LA TERMINACIONv ES LA PARTICU“
LA 70 S (?8ySS)«A ESTO SE AGREGA EL DESCUBRIMIENTO DEL FACTOR DISOCIANTE
CUYA ACCION FISIOLOGICA SERIA DISOCIAR EL RIDOSOMAy DEJANDOLO ASI EN
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CONDICIONES DE REINIOIAR"

‘ TRABAJOS DISCUTIDOS HASTA AHORA PROVIENEN DEL ESTUDIO DE LOS PERM
'IB RIBOSOMALESv DISTRIBUCION DE POLIRRIBOSOMAS! UNIDADES Y SUDUNIDA"

I “IN VIUO”v Y DEL MARCADO CON PULSOS CON AMINOACIDOSyFOSFORO Y URACILO
RADIOACTIUOS"

OTRA DE LAS METODOLOGIAS EMPLEADAS PARA EL ESTUDIO DEL CICLO RIBOSOMAL
ES EL DEL INTERCAMBIO DE SUBUNIDADES RIBOSOMALES" SI UN CULTIVO OUE
CRECE UN MEDIO OON ISOTOPOS PESADOS ES TRANSFERIDO A UN MEDIO CON ISOTOw
POS LIUIANOS; SE NOTA OUE EN EL LISADO COEXISTEN UNIDADES RIBOSOMALES DE
COEEIOIENTES DE SEDIMENTAOION CORRESPONDIENTES A LAS INTEGRADAS
TOTALMENTE POR ISOTOPOS LIUIANOS Y PESADOSv PERO TAMBIEN SE ENCUENTRAN
RIBOSOMAS HIBRIDOS íOó)y INTERPRETADOS DE ACUERDO AL MODELO DE CICLO DE
SCHLESSINGER Y COL" COMO RIBOSOMAS HUEwPREUIA DISOOIACION AL TERMINAR LA
SINTESIS SE REASOCIARON AL AZAR AL REINICIARLA n EL MISMO FENOMENO SE
PUEDE OBSERUAR “IN UITRO” (87988)! INCUBANDO EN CONDICIONES ADECUADAS
PARA LA SINTESIS PROTEICA POLIRRIBOSOMAS DE ISOTOPOS LIUIANOS JUNTO CON
OTROS DE ISOTOPOS PESADOS» OBTENIENDOSE TAMBIEN RIBOSOMAS DE COEFICIENTE
DE SEDIMENTACION HIBRIDO; ESTOS NO APARECEN EN PRESENCIA DE ANTIBIOTICOS
OUE INHIBEN LA SINTESIS PROTEICA.

EN ESTOS ESTUDIOS “IN UITRO" SE NOTO OUE ALGUNOS DE LOS RIBOSOMAS HIBRI“
DOS SE COMPORTAN COMO SI PUERAN RIBOSOMAS LIBRES: Y NO DE REINICIACIONy
PLANTEANDOSE LA POSIBILIDAD DE OUE EXISTA OTRO TIPO DE INTERCAMBIO DE
SUBUNIDADEO OUE DEPENDA DE LA SINTESIS PROTEICAy PERO OUE SEA INDEPENW
DIENTE DE LA REINICIACION. EN OTRAS PALABRAS» EN SISTEMAS SUBOPTIMOSy EN
OUE LA REINICIACION LIMITA LA CONTINUIDAD DE LA REACCION y EL INTERCAM“
BIO DE SUBUNIDADES SE PRODUCE COMO CONSECUENCIA DE LA DISOCIACION CONCOW
MITANTE CON LA TERMINACION! Y LA POSTERIOR REASOCIACION EORMANDO EL
RIBOSOMA LIBRE. DE ESTE MODOv KAEMPPER INTERPRETO SUS RESULTADOS COMO
UNA PRUEBA DE LA DISOCIACION CONCOMITANTE CON LA TERMINACION (MODELO DE
SCHLESSINOER) CON LA UARIANTE DE ADMITIR LA ACUMULACION DE PARTICULAS
ÏÜ S CUANDO LA SINTESIS PROTEICA NO FUNCIONA A PLENA CAPACIDAD" OE
OBTUUIERON RESULTADOS SIMILARES UTILIZANDO SUBUNIDADES 30 S RADIOACTI“
VAS Y ESTUDIANDO EL INTERCAMBIO EN FUNCION DE LA CANTIDAD DE RADIOACTIW
UIDAD OUE PASA DE LA ZONA DE LA SUBUNIDAD MENOR A LA ZONA DE LA PARTICU
LA 70 S EN EL GRADIENTE (89)"

SIN EMBARGO LAS PARTICULAS ÏO S LIBRES TAMBIEN INTERCAMBIAN SUS SUBUNI"
DADES CON OTRAS RADIOACTIUASv SIN NECESIDAD DE SINTESIS PROTEICA NI DE
TERMINACION EXPRESANDO EL EQUILIBRIO DINAMICO DE LA REACCION =

ESTO UUÏLUE A PONER EN DUDA EL DESPRENDIMIENTO DEL RIBOSMA EN LA FORMA
DISOCIADAy PUES DEJA ABIERTA LA POSIBILIDAD DE OUE LUEOO DE LA TERMINAW
CIONv EL RIBOSOMA SE DESPRENDA COMO PARTICULA 70 Sy Y ESTA INTERCAMBIA
SUS SUBUNIDADES n
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POR OTRA PARTE» LA RUROMICINAy UN ANTIDIOTICO OUE INHIBE LA SINTESIS DE
PROTEINAS TANTO “IN VIVO“ COMO “IN VITRO” Y OUE OUIMICAMENTE ES UN
ANALOOO DEL AA TNRNAy RRODUOE LA TERMINACION ADRURTA Y NO FISIOLOOIOA DE
LA SINTESIS DE LA CADENA FERTIDIOAy LA OUE SE LIDERA COMO REPTIDILWRUROW
MICINA (4óy95v969??)n EL AOREOADODE PUROMIOINA A LOS CULTIVOS DACTERIAM
NOS PRODUCE LA DEORADAOION DE LOS ROLIRRIBOOOMAS Y SU REEMRLAZO CUANTIM
TATIVO POR RARTICULAS 70 S OUE SE COMPORTAN COMO RARTIOULAS LIBRES TANTO
FRENTE A LAS BAJAS OONCENTRACIONES DE MAGNESIO COMO EN OTRAS CONDICIONES
ESTUDIADASv (?6798y99). SCHLESSINOER (72) ENCONTROOUE LA RUROMICINA
DISOCIA EL RIDOSOMA EN SUDUNIDADES! AUNOUE ESTE RESULTADO NO HA SIDO
CONFIRMADO POR OTROS AUTORESV SINO OUE MAS BIEN SE LO OUESTIONA POR SER
EL SUYO UN SISTEMA MUY POCO FISIOLOOICO. EN 1969 NAEMREER Y MESELSON
(8?) ENOONTRARON OUE LA RUROMICINA AUMENTA EL INTERCAMBIO DE LAS SUB"
UNIDADES EN UN SISTEMA DE ROLIRRIDOSOMAS OUE ESTA SINTETIZANDO RROTEINAS
Y SE LO ATRIDUYERON A LA MAYOR DISPONIBILIDAD DE LAS SUDUNIDADES RARA
REINIOIAR O POR LO MENOS RARA ACORLARSE DE NUEVO A UN MENSAJERO.

ES ODVIO OUE LA INDEFINICION Y ARARENTE CONTRADICCION DE LOS RESULTADOS
Y MODELOSV SE BASAN EN OUE NO HA PODIDO DEMOSTRARSE SIN LUGAR A DUDAS LA
FORMA EN OUE EL RIBOSOMA SE DESPRENDE DEL MENSAJERO (DESACOPLAMIENTO)v
LUEGO DE LA TERMINACION DE LA CADENA RERTIDICA" SIN NEGAR SU IMPORTANCIA
CREO OUE NO ES SUFICIENTE ARORTAR ARGUMENTOS A FAVOR O EN CONTRA DE UN
MODELO U OTRO.

EN LAS PAGINAS OUE SIGUEN NOS PROPONEMOS DESCRIDIR LOS EXPERIMENTOS
REALIZADOS Y LAS INTERRRETACIONES DESARROLLADAS OUE NOS RERMITEN RESOL“
VER ESE PROBLEMA.
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II. MATERIALES Y TECNICAS

II" 1: BACTERIAS Y CULTIVOS"

A. EN TODOS LOS EXRERIMENTOS PRESENTADOS AOOI SE HA USADO LA BACTERIA
ESCHERICHIA COLI. SE ELIGIO LA CEPA D IÜy ODTENIDA POR GESTELAND (IGGEr
Y CARACTERIZADA POR SER MET "v Y RNASA I Wu ESTE ULTIMO DETALLE ES EL
OUE DECIDIO LA ELECCION y PUES LA AUSENCIA DE LA RNASA I AUMENTA LAS
POSIBILIDADES DE OBTENER ROLIRRIBOSOMASví ESPECIALMENTE A PARTIR DE
ORANDES CULTIVOS)y Y SOBRENADANTE BACTERIANO (S ISO} CON ROCA ACTIVIDAD
NUCLEOLITICA. AMBAS FRACCIONES CELULARES SON NECESARIAS RARA LA SINTESIS
FROTEICA IN VITRO.

BL CONDICIONES Y MEDIOS DE CULTIVO: SE UTILIZARON DOS MEDIOS DE CULTIVO.
1" MEDIO A. ESTE MEDIO SE USO CUANDO SE CULTIVABAN BACTERIAS RARA OBTEW
NER RIDOSOMAS. CADA LITRO DEL MEDIO CONTIENE CLORURO DE AMONIO Irl GR"?
CLORURO DE SODIO OyÜ GR"; CLORURO DE ROTASIO S GR"; TRIS (IRIS HIDROXI“
METILMAMINO METANO) 1291 OR"? FOSFATO DIROTASICO 46 MG.F SULFATO DISODIW
CO 2295 MG.F CLORURO DE CALCIO lyES MILIMOLESF CLORURO DE MAGNESIO 1:25
MILIMOLESF GLUCOSA 2 GR. EL RH SE AJUSTA A 7v4 CON ACIDO CLORHIDRICO
CONCENTRADO. CUANDO ESTE MEDIO NO SE USA RARA OBTENER COMPONENTES CELU
LARES MARCADOS CON AMINOACIDOS RADIOACTIVOSv SE LO SUPLEMENTA CON IvS OR
DE ONA MEZCLA DE AMINOACIDOS OBTENIDOS DE LA DIGESTION DE CASEINA (CASAW
MINO ACIDOS DIFCO).
2. MEDIO 9. EMPLEADO CUANDO LAS BACTERIAS CULTIVADAS SERVIAN RARA OBTE“
NER SOBRENADANTE DEL LISADO (S 150)HCONTIENE FOR LITROHFOSFATO DISODICO
ó OR"5_FOSFATO MONOROTASICO 3 GR.ï CLORURO DE SODIO OrS GR.F SULFATO DE
MAGNESIO (.? HBO) OvÉ GR.3 CLORURO DE AMONIO 1 GR.I GLUCOSA 2 OR.F CASAW
MINOACIDOS DIFCO 2 GR. EL RH SE AJUSTA A 771 CON ACIDO CLORHIDRICO CONW
CENTRADOu
LOS CULTIVOS SE DESARROLLARON A PARTIR DE INOCULOS CULTIVADOS DESDE LA
NOCHE ANTERIOR. LA INCUBACION SE REALIZO A 37 GRADOS C EN UN BAÑO ROTAW
TSRIO DE ALREDEDOR DE 200 CICLOS ROR MINUTOS. CUANDO SE REALIZABAN CULW
TIVOS DE GRAN VOLUMEN SE LOS COLOCABA EN UN BAÑO A 37 GRADOS Cv Y SE “ES
INYECTABA AIRE A PRESION (395 KS/CM2)n EL CRECIMIENTO DE LOS CULTIVOS Si
MONITOREA ROR LA TURBIDEZ EN UN ESPECTROFOTOMETRO A ?00 NM DE LONGITUD
DE ONDA CON CELDAS DE 1 CM DE RASO DE LUZ. HADITUALMENTE DESPUES DE LA
SIEMBRA DEL INOCULO LA LECTURA ERA DE 0vO35 A OyOSO UNIDADES DE A" EL
TIEMPO MEDIO DE GENERACION DE ESTA CERA EN MEDIO A ES DE 33 MINUTOSv Y
DE 30 MINUTOS EN EL MEDIO 9" LA FASE DE CRECIMIENTO LOGARITMICO CONTINUA
HASTA UNA TURBIDEZ DE ALREDEDOR DE 07850 UNIDADES DE A! (FIGURA 1); LO
OUE EOUIVALE A 1y2 X 10üw9 BACTERIAS FOR CCnLUEGO COMIENZA RAULATINAMENM
TE LA FASE ESTACIONARIA DEL CRECIMIENTO.

II. 23 DETENCION DEL CRECIMIENTO Y COSECHA"

EN EL ESTUDIO DE LA SINTESIS RROTEICA EN BACTERIAS: LAS REACCIONES Y
FENOMENOS ESTUDIADOS DEFENDEN EN GRAN MEDIDA DE LA VELOCIDAD DE ENFRIA“
MIENTO DE LAS CELULAS EN CRECIMIENTO.
EN LA FASE LOGARITMICAy TODO EL METABOLISMO CELULAR SE HALLA FUNCIONANDO
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A ORAN VELOCIDuDu ESO UALE TAMBIEN PARA LA FUNCION RIBOSOMALu ES POR ESO
OUE UN ENERIAMIENTO LENTO DEL CULTIVO UA DISMINUYENDO GRADUALMENTE LA
UELOCIDAD DEL MOVIMIENTO RIBOSOMAL" ESTO ACUMULA RIDOSOMAS LIBRESHLLAw
MADOS EN LA LITERATURA INGLESA “RUN OPE RIBOSOMES“y Y OUE EN ESTA TESIS!
A PESAR DE LA EUIDENTE SIMPLIEICACIONv LLAMAREMOS RIDOSOMAS DE TERMINA“
CION)" LA BAJA TEMPERATURA AFECTA MAS RAPIDAMENTE LA INICIACION DE LA
SINTESIS PEPTIDICA OUE SU ELONOACION Y TERMINACION" ES POR ESO OUE CUANW
DO SE NECESITAN PREPARACIONES RICAS EN POLIRRIDOSOMASy ES INDISPENSABLE
UNA DE LAS DOS METODOLOGIAS HADITUALMENTE USADAS: ENERIAMIENTO INSTANTAW
NEO A MENOS DE S GRADOS Cy O EL AGREGADO DE INHIBIDORES DE LA ELONGACION
COMO SER EL ANTIDIOTICO CLORANFENICOL. EN NUESTRO CASOv PARA IMPEDIR LA
INTERFERENCIA OUE LOS ANTIBIOTICOS PODRIAN EJERCER EN NUESTRAS EXPERIEN"
CIASy HEMOS EMPLEADO LA PRIMERA DE LAS TECNICAS MENCIONADASn

A" ENERIAMIENTO RAPIDO“ AL LLEOAR LA DENSIDAD OPTICA DEL CULTIUO A ALRE“
DEDOR DE 09420 n 0:450 UNIDADES DE A (DENSIDAD A LA OUE HADITUALMENTE
COSECHAMOS NUESTRAS BACTERIAS! Y OUE EOUIUALEN A ALREDEDOR DE ó X IOWMS
BACTERIAS POR CC )7 SE UUELCA EL CULTIVO SOBRE UN VOLUMEN IGUAL DE HIELO
ORANIZADO Y SOBREENFRIADO A “4 GRADOS Cv AOITANDO RAPIDAMENTE. ESTA TEC“
NICA PERMITE OUE EN MENOS DE S SESUNDOSvLA MASA LIOUIDA ALCANCE TEMPERAW
TURAS ENTRE 0 Y 2 GRADOS Cv SIN CONSELARSE,
B. ENERIAMIENTO LENTO: CUANDO NO ES IMPORTANTE EL MENTENIMIENTO DE LA
RIOUEZA POLIRRIBOSOMALy O CUANDO LO OUE SE BUSCA ES EL AUMENTO DE LA
PROPORCION DE RIBOSOMAS DE TERMINACION O LIBRESr SE PROCEDE A ENERIAR
LENTAMENTE EL CULTIUO. PARA ESO SE LO COLOCA A TEMPERATURA AMBIENTE DU“
RANTE 15 MINUTOS; MANTENIENDO LA ASITACION O LA INYECCION DE AIRE" LUEOO
SE SIGUE ENFRIANDO DURANTE 30 MINUTOS MAS EN HIELO! LLEGANDO ASI A LOS 2
TRADOS Cv Y SE DEJA ASI DURANTE 30 MINUTOS MAS PARA COMPLETAR EL CICLO
DE TERMINACION DE LA SINTESIS PROTEICA. HAY OUE HACER NOTAR QUE E. COLI
NO Si DIUIDE MAS POR DEBAJO DE S GRADOS C1 BASICAMENTE POR DETENCION DE
LA INICIACION DE LA SINTESIS PROTEICA, DURANTE EL ENPRIAMIENTO LENTOy EL
CULTIVO AUMENTA EN UNOS 25 A 35 X SU DENSIDAD OPTICAr Y POR LO TANTO EL
RENDIMIENTO EN DACTERIAS.

C. COSECHAH LAS BACTERIAS SE COSECHAN POR CENTRIFUOACION. EN EL CASO DE
UOLUMENES MENORES DE ó LITROS USAMOS UNA CENTRIFUOA SORUAL RCMZB CON
CABEZAL DE TRES LITROS. CUANDO SON UOLUMENES MAYORESvDE HASTA 20 LITROS!
USAMOS UNA CENTRIFUGA ALFA LAUAL"
LAS CELULAS SE RESUSPENDEN EN AMBOS CASOS EN UNA SOLUCION DE TAMPON 2 Y
SE UUELUEN A CENTRIFUSAR A 5000 X O DURANTE 5 MINUTOS. EL PELLET DE BACW
TERIAS SE ENCUENTRA EN CONDICIONES PARA SU POSTERIOR UTILIZACION.

II. 33 LISIS DE LAS BACTERIAP"

PARA UTILIZAR LOS COMPONENTES DE LAS BACTERIAS! ES NECESARIO ROMPERLAS.
ESA RUPTURA PUEDE SER HECHA DE MUCHAS MANERAS! DEPENDIENDO DE LA LADILI”
DAD DE LOS COMPONENTES A ESTUDIAR. EN NUESTRO CASO LOS POLIRRIDOSOMAS
SON DE UNA GRAN ERASILIDAD MECANICA. YA SEA LA SIMPLE MOLIENDA! O UN
TRATAMIENTO OSMOTICO UIOLENTOv TIENDE A DESINTEGRARLOS POR LA FRICCION
O LA TURDULENCIA" ES POR ESO OUE PARA OBTENER POLIRRIBOSOMASv SE UTILIZO
UN METODO DE LISIS ENZIMATICA DE LAS DACTERIAP" ESTE PROCEDIMIENTO SE

MuEuwZZAM PAS" 16



LIJ.¡“Lu “¿DUDUI'II‘H- r.” nun-u.l l'_ï\.I.I'ID I 'IE.Í\I'I¿<I‘II'IUJ.UI1>LL'II' I._r1 DJ.“ l I:.nD_¿D r nu I E.LUI'Iq-”"‘ "

EMPLEO TAMBIEN PARA DISMINUIR EL í?
RECUPERACION EN LA OBTENCION ' ’.
LA ODTE'CION DE OTROS COMPONEA;ÏF

..6OO DE CONTAMINACION Y AUMENTAR LA
. ÍSJMAS RADIOACTIUOS. EN CAMBIO PARA
SH UTILIZC UNA RUPTURA MECANICA“

A" RUPTURA MECANICA DE LAS DACTERIASflCONSISTE DASICAMENTE EN UNA MOLIENw
DA DE LAS BACTERIAS EN PRESENCIA DE UN AOENTE ADRASIUOy EL OXIDO DE ALU
MINIO. A UNA CANTIDAD DE DACTERIAS SE LE AGREGA DOS UECES SU PESO DE
ALUMINAv MANTENIENDO LA MEZCLA ENTRE 0 Y 4 GRADOS Cv SE MUELE EN MORTERÜ
DURANTE PERIODOS DE UN MINUTOv CON INTERUALOS DE UN MINUTO? REALIZANDO
UNA MOLIENDA NETA DE 5"10 MINUTO?" LA PASTA ASI LOORADA SE RESUSPENDE EN
4 UOLUMENES DE UNA SOLUCION DE TAMPON 5 POR GRAMO DE DACTERIAS" ESTA
SOLUCION TAMBIEN CONTIENE CLORURO DE POTASIO 50 MILIMOLAR EN CASO DE
UTILIZARSE LOS RIDOSOMAS DE ESAS DACTERIAS ( TAMPON 2 ).
LA SUSPENSION SE CENTRIPUSA A SOHOOO X O DURANTE 30 MINUTOS! Y EL SOBRE“
NADANTE SE UUELUE A CENTRIFUSAR DE LA MISMA FORMA. ESTE SODRENADANTE SE
DENOMINA S 309 Y SE UTILIZA PARA ULTERIORES FRACCIONAMIENTOS Y PURIEICA“
CIONES.

B. LISIS ENZIMATICAi SE BASA EN EL HECHO DE QUE LA PARED CELULAR DE Eu
COLIy COMO DACTERIA SRAM NEOATIUAV ES ATACADA POR LA LISOZIMA EN PRESENW
CIA DE UN AGENTE OUELANTE DEL MAONESIO.LA LISOZIMA (MURAMIDASAHSn2u1.1?>'
HIDRÜLIZA PARTES DE LA PAREDy Y LA DACTERIA SE VUELVE FRASIL. SI SE
ENCUENTRA EN UN MEDIO HIPOTONICO! PUEDE ESTALLAR- SE HA UTILIZADO ESTE
METODO CON LA UARIANTE DE MANTENER EL MEDIO HIPERTONICO CON SACAROSA r
PARA EVITAR EL ESTALLIDO DACTERIANOy Y LA CONSECUENTE SALIDA DE LOS COMW
PONENTES CELULARES A GRAN UELOCIDADV LO OUE PUEDE ORIGINAR UNA TURDULENW
CIA OUE LESIONA LOS POLIRRIDOSOMAS. LA TECNICA CONSISTE EN RESUSPENDER
UN GRANO DE BACTERIAS EN OvS CC DE UNA SOLUCION DE SACAROSA AL 25 Z EN
TAMPON B. UNA VEZ ODTENIDA UNA SUSPENSION HOMÜGENEAv SE LE AGREOAN 0v2
CC DE UNA MEZCLA DE PARTES IGUALES DE LAS SIGUIENTES SOLUCIONESH EDTA
8 MILIMOLARv Y LISOZIMA 5 MSÍCC EN TRIS CLORHIDRICO OvZS MOLAR PH 7v8 u
SE AGITA SUAUEMENTE LA MEZCLA CON UNA UARILLA DE UIDRIOy Y SE DEJA AC“
TUAR LA ENZIMA DURANTE 45 SEGUNDOS A 0 GRADOS C. ESTE TIEMPO ES SUFI“
CIENTEMENTE PEQUEÑO COMO PARA QUE EL EFECTO DEL EDTA NO ALTERE LOS NI".
UELES INTRACELULARES DE MAGNESIO. EL EFECTO DE LA LISOZIMA SE DETIENE
ASRESANDO 20 MICROLITROS DE UNA SOLUCION MOLAR DE ACETATO DE MAGNESIO"
EL MEDIO HIPERTONICO IMPIDE EL ESTALLIDO DEL PSEUDO PROTOPLASTO. LA
RUPTURA SE LOGRA ACREOANDO UN DETERSENTE.
EN ESTA ETAPA SE PUEDEN UTILIZAR DOS DETERSENTES. EL PRIMERO ES EL DEO"
XICOLATO SODICOy (AGRECANDO A LA MEZCLA 100 MICROLITR S DE UNA SOLUCION
DE ES MS DEL DETERSENTE POR CC EN TRIS CLORHIDRICO PH 7vS v 10 MILIMOLAR

' RECIEN !-"'REl-"'Alï¡:ADA).lTIENE LA UENTAJA DE SER MUY EFICIENTE: PRODUCIENDO UN
AUMENTO DE LA UISCOSIDAD DE LA MEZCLA DESPUES DE UN MINUTO DE-ASREGADO.
ESTE CAMBIO SE HACE UISIDLE POR LA FILANCIA QUE SE FORMA ENTRE LA MASA
LIOUIDA Y LA VARILLA DE UIDRIOv Y SE DEBE A LA SALIDA DEL DNA DACTERIANO
DESNUDO TRAS LA RUPTURA CELULAR" PERO EL INCONUENIENTE DEL USO DE ESE
DETEROENTE ES OUE'INHIDE LAS ENZIMASv Y LA MEZCLA ODTENIDA NO PUEDE SER
UTILIZADA DIRECTAMENTE PARA SINTETIZAR PROTEINASu ESTA MEZCLA ES MUY
UTIL PARA PURIFICAR A PARTIR DE ELLA LOS POLIRRIDOSOMAC. EL PEOUNDO DE"
TERSENTE ES EL BRIJ SS? SI BIEN NO ES TAN EFICIENTE COMO EL ANTERIORv NO
INHIDE LA SINTESIS PROTEICA! PRESTANDOSE POR LO TANTO A EXPERIMENTÜS CON
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SISTEMAS NO PURIEICAD’Sn SE UTILIZA AGREOANDO 50 MICROLITROS DE UNA SOW
LUCION AL 5 Z EN EL MISMO TAMPON. UN Im ALLE OUE SE DEDE TENER EN CUENW
TA ES OUE LA EILANCIA ODSERUADA SE REDUWL BASTANTE POR EFECTO DEL DRIJ
58 v A IGUALDAD DE CANTIDAD DE DNA LIDERADOu

EN AMBOS CASOS! LA RUPTURA POR CAUSA DE LOS DETERSENTES SE PUEDE HACER
MAS EFICIENTE SI PREUIAMENTE SE SOMETE LA MEZCLA F CONGELAHIENTOS RAPI“
DOS (SUNERGIENDO EL TODO EN AIRE LIQUIDO) Y POS ERIORES DESCONGELAMIENu
TOS; HASTA DOS O TRES VECES CONSEOUTIUAS. ESTE TRATAMIENTO AUMENTA LA
LESION DE LA PARED CELULAR SIN AFECTAR UISIDLEMENTE LA ESTRUCTURA Y
FUNCIONALIDAD DE LOS POLIRRIDOSOMAS.
UNA UEZ LISADA LA DACTERIA! SE LE AGREGA DNASA (CONCENTRACION FINAL DE
5 MICROGRAMOS POR CC.)vSE MEZCLA DIENyY SE INCUBA A 0 GRADOS C DURANTE 5
MINUTOS?n EL DNA SE DIGIERE! LO OUE SE NOTA POR LA INMEDIATA DESAPARICION
DE LA FILANCIA. LA MEZCLA SE CENTRIFUGA A 5.000 X G DURANTE 10 MINUTOSn
SEDIMENTAN ASI LAS PAREDES DACTERIANAS; Y BACTERIAS OUE NO SE HAN LISADO
Y SE RECUPERA EL SODRENADANTE OUE PUEDE UTILIZARSE PARA ESTUDIAR LA
INCORPORACION DE AMINOAOIDOS MARCADOS A LAS PROTEINASy O PARA ULTE"
RIORES PURIFICACIONES DE POLIRRIBOSOMAS O RIDOSOMAS.

II" 4: FRACCIONAMIENTO DE COMPONENTES CELULARES.

A" POLIRRIDOSOMASH SE ODTIENEN SOMETIENDO EL SODRENADANTE DE UNA LISIS
ENZIMATICA DE DACTERIAS ( 1v5 CC > A UNA CENTRIFUGACION A ALTA VELOCIDAD
SOBRE DOS CARAS DE SACAROSA DE 4 OC CADA UNA. LA INFERIOR ES DEL 60 Z Y
LA SUPERIOR DEL 15 Z: AMBAS EN TAMPON 1" EL SODRENADANTE OUE CONTIENE
LOS POLIRRIDOSOMAS SE DILUYE PREUIAMENTE PARA OUE SU CONCENTRACION FINAL
DE SACAROSA LE PERMITA FLOTAR SOBRE LA CAPA SUPERIOR. SE CENTRIFUGA A
105,000 X G DURANTE SO MINUTOS EN UNA ULTRACENTRIFUGA Y SE DESCARTAN LAS
FASES LIOUIDASV OUEDANDO EN EL FONDO DEL TODO LOS POLIRRIDOSOMAS COMO UN
SEDIMENTO TRANSPARENTEy INCOLORO! Y ADHESIUOH LOS POLIRRIDOSOMAS SE
ENJUAGAN RAPIDAMENTE EN 1 CC DEL TAMPON EMPLEADO SIN SACAROSAy Y SE RE“
SUSPENDEN EN EL MISMO TAMPONy AJUSTANDOSE A UNA CONCENTRACION DE 250
UNIDADES DE A 260 POR CC. EN EL PROCESO DE PURIFICACION LOS POLIRRIDOPOM
MAS SE ENRIOUECEN EN LAS FRACCIONES MAS PESADAP. LA FIGURA 2 NOS MUESTRA
EL PERFIL RIDOSOMAL DE UNA DACTERIA COSEOHADA LUEGO DE UN ENFRIAMIENTO
RAPIDO (Aly Y LOS POLIRRIBOSOMAS PURIFICADOS (D)rLIDRES DE SUDUNIDADES?
Y CON BAJA P€OPORCION DE PARTICULAS 70 SuES DE NOTAR OUE LOS DETERGENTES
OUEDAN EN LA PARTE SUPERIOR DEL TODO! SIN ATRAUESAR LAS CARAS DE SUPER“
PUESTAS DE SACAROSA.

D. RIDOSOMAS DE TERMINACION: PARA REALIZAR ALGUNOS CONTROLESr Y PARA
OBTENER LAS SUDUNIDADES UTILIZADAS EN LA MAYORIA DE LOS EXPERIMENTOS! SE
ODTUUIERON RIDOSOMAS ENFRIANDO LENTAMENTE LAS DACTERIASv Y LISANDOLAS
ENZIMATICAMENTE. EL SODRENADANTEDE ESTA LISIS SE CENTRIFUGO A 105,000
X G DURANTE 150 MINUTOS" LOS RIDOSOMAS SE RECOGEN DEL SEDIMENTO PARDOy
TRANSPARENTE Y ADHESIUO OUE OUEDA EN EL FONDO DEL TUDOy RESUSPENDIENDO"
LOS EN EL TAMPON 2. ESTOS RIDOSOMAS SON EN SU GRAN MAYORIA PARTICULAS
70 S CON UN ISWEO Z DE SUDUNIDADES» Y UNA LIOERA CONTAMINACION DE
DISOMAS (FIGURA 2 A)n
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C. OBTENCION DE SUDUNIDADESH HAY DOS TIPOS DE SUBUNIDADES. SUELE LLAMARW
SE NATIUAS (¿2) A LAS OUE LUEGO DE LA LISIS Y SIN NINGUN TIPO DE TRATAm
MIENTO SE ENCUENTRAN EN EL LISADO? (FIGURA E A)" EN CAMBIO SI EN UNA
SUSPENSION DE PARTICULAS RIDOSOMALES SE DISMINUYE LA CONCENTRACION DEL
ION-MAGNESIO POR DEBAJO DE 1 MILIMOLAR SE ODTIENEN LAS SUBUNIDADES DERIW
UADAS POR DISOCIACION DE LOS RIHOSOMASv(FISURA 32%
PARA LA OBTENCION DE LAS SUBUNIDADES NATIUAS SE SIEMBRA LA SUSPENSION DE
RIDOSOMAS (SECCION II. 4 B) SOBRE UN ORADIENTE PREPARATIUO DE SACAROSA
ENTRE 10 Y 30 K EN TAMPON Év EN TUDOS DE 27 CC! Y SE LOS SENTRIGUGA EN
EL ROTOR SU 25 EN LA ULTRACENTRIFUSA DECKMANv DURANTE 14 HORAS A 21.000
RPM (75.000 X O): Y SE FRACCIONA EL ORADIENTE ASPIRANDO CON UNA BOMBA
PERISTALTICA DESDE EL FONDO DEL TUBO.SE MIDE LA ABSORDANCIA A 260 NM DE
CADA FRACCION" EN EL CASO DE OPERAR CON RIDOSOMAS RADIOASTIULS» SE PUEDE
MEDIR LA RADIOACTIUIDADy SIENDO LOS GRAFICOS RESULTANTES SUPERPONIDLESn
SE JUNTAN LAS FRACCIONES CORRESPONDIENTES A LOS PICOS DE CADA SUDPARTI“
COLA (FIGURA 4) Y SE DIALIZAN CONTRA EL MISMO TAMPON 2 PARA ELIMINAR LA
SAC—ROSA. LAS SUBPARTICULAS SE CONCENTRAN POR CENTRIFUSACION A 105"OOO
X S.DURANTE 180 MINUTOS . SE RESUSPENDEN EN TAMPON 2 Y SE AJUSTA SU CONW
CENTRACION A 30 UNIDADES DE A 260 NM.

PARA PREPARAR LAS SUDPARTICULAS DERIVADAS A UNA CONCENTRACION A I MILIW
MOLAR DE MASNESIO!( D 1 >vSE PARTE DEL PICO DE 70 S DEL ORADIENTE PREPAW
RATIUO ANTERIORMENTE MENOIONADOy SEDIMENTANDO LOS RIDOSOMAS POR CENTRI"
FUGACION A 105.000 X O DURANTE 150 MINUTOS. EL SEDIMENTO SE RESUSPENDE
EN TAMPON 3 Y SI DIALIZA DURANTE 24 HORAS CONTRA EL MISMO TAMPON. EL
FRACCIONAMIENTO DE LAS SUDUNIDADES DERIVADAS SE EFECTUA EN GRADIENTES
PREPARATIUOS DE SACAROSA DEL MISMO MODO EXPLICADO PARA LA OBTENCION DE
LAS SUDPARTICULAS NATIUAS.
EN EL CASO DE LAS SUDUNIDADES DERIVADAS A CONCENTRACION DE MAGNESIO DE
093 MILIMOLAR SE PROCEDE DEL MISMO MODO OUE EN EL PARRAFO ANTERIORy SALw
VO OUE LA DIALISIS SE EFECTUA CONTRA UNA SOLUCION DE TAMPON 4 OUE CON“
TIENE ESA CONCENTRACION DE MAGNESIO"

D. OBTENCION DE SODRENADANTE DACTERIANO (S 150 )= EL S 30v ODTENIDO TRAS
LA MOLIENDA DE LAS DACTERIAS (SECCION II" 3 A) SE CENTRIFUGA DURANTE S
HORAS A 150.000 X S" EL SODRENADANTE CONTIENE EL TWRNA r LAS ENZIMAS Y
LOS FACTORES PROTEICOS NECESARIOS PARA LA SINTESIS PROTEICAy Y ESTA LI“
DRE DE SUDUNIDADES RIBOSOMALESH ESTE DETALLE ES MUY IMPORTANTE EN LOS
EXPERIMENTOS RELATADOS EN ESTA MEMORIA! Y ES LA CAUSA POR LA OUE NO SE
UTILIZO EL HADITUAL S 100 (CENTRIFUGADO A 105.000 X S) UTILIZADO EN LOS
EXPERIMENTOS CLASICOS DE SINTESIS PROTEICA» PUES NO GARANTIZA LA FALTA
DE CONTAMINACION CON SUDUNIDADESu EL S 150 SE DIALIZA DURANTE 24 HORAS
CONTRA ADUNDANTE TAMPON 5 PARA LIDERARLO DE SUSTANCIAS DE BAJO PESO
MOLECULARn LA CONCENTRACION DE PROTEINAS DE SODRENADANTE DACTERIANO SE
AJUSTO A 2 MG/COn

TODOS LOS COMPONENTES CELULARES PURIFICADOS SE SUARDARON A w 70 GRADOS C
FRACCIONADOS EN ALICUOTAS DE Ovl A GHZ CC CADA UNA" ESTE METODO DE ALMA"
CENAMIENTO MANTIENE INALTERADLES LAS PROPIEDADES FUNCIONALES Y ESTRUCTU“
RALES ( A JUZOAR POR LOS ANALISIS EN SRADIENTES DE SACAROSA) POR PERIOW
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DOS DE MAS DE ó MESES.

II" 53 MARCADOISOTORICOa

A" RIDOSOMAS MARCADOS EN RNA RIDOSOMAL= SE CULTIVARON LAS DACTERIAS EN
MEDIO Ay Y DURANTE LAS ULTIMAS 3 A 4 SENERACIONES SE AGREGO ACIDO ORTOW
FOSFÜRICO R 32v 1 MCI POR LITRO DE CULTIVO. LAS DACTERIAS SE COSECHARON
LUEGO DE ENFRIAMIENTO LENTO Y SE LISARON COMO SE EXRLICO EN LA SECCION
II. 3 D . LOS RIDOSOMAS Y LAS SUDFARTICULAS ODTENIDAS SE ALMACENARON
COMO SE INDICO; Y SE USARON DENTRO DE LOS-45 DIAS"
D" RO_IRRIBOSOMAS MARCADOS EN M-RNA= SE CULTIVARON LAS DACTERIAS COMO EN
EL PARRAFO RRECEDENTEy PERO EL R 32 SE AGREGO 90 SEGUNDOS ANTES DE LA
COSECHA» LO OUE CONSTITUYO UN RULSO RADIOACTIVO. LA CLSECHA SE EEECTUO
RREVIO ENFRIAMIENTO RAPIDO. LA LISIS DACTERIANA Y EL FRACCIONAMIENTO DE
LOS ROLIRRODOSOMAS SE EEECTUO COMO SE INDICO EN LAS SECCIONES CORRESPON“
DIENTES. .
C. POLIRRIDOSOMAS MARCADOS EN LAS CADENAS PERTIDICAS NACIENTESH SE CULW
TIVARON LAS DACTERIAS EN MEDIO A! SUPLEMENTADO CON UNA MEZCLA DE OyI
MILIMOLAR DE CADA UNO DE LOS 19 AMINOACIDOS EXCLUIDA LA LEUCINAH ANTES
DE LA COSECHAv EFECTUADA EN LA MITAD DE LA FASE LOGARITMICA! SE SOMETE
EL CULTIVO A UN PULSO DE LEUCINA C 14 y 25 MICROCURIES/LITROy DE 90 SE”
GUNDOS DE DURACION" SE COSECHA LUEGO DE ENFRIAMIENTO RAPIDO DEL CULTIVO
Y EL RESTO DEL PROCEDIMIENTO SE EFECTUO COMO EN EL RARRAFO ANTERIOR.

II" ó: MEDIO DE INCUBACION: EL MEDIO DE INCUDACIÜN RARA ESTUDIAR LA
SINTESIS RROTEICA IN VITRO Y-EL INTERCAMBIO DE SUDUNIDADES r LLAMADO EN
ADELANTE SISTEMA COMPLETOy CONTIENE:

'TAMPON HERESWKv RH ?y4 SO MILIMOLAR
ACETATO DE MAGNESIO - S MILIMOLAR
CLORURO DE ROTASIO '64 MILIMOLAR
ADENOSINA TRIFOSFATO (ATP) 114 MILIMOLAR
GUANOSINA TRIFOSFATO (GTR) 0v3_ MILIMOLAR
EOSFOENOLRIRUVATO (REP) SyO MILIMOLAR
2"MERCARTOETANOL 16r0 MILIMOLAR
SODRENADANTE DACTERIANO (S 150) 071-074 MG DE PROTEINA
MEZCLA DE 20 AMINOACIDOSr C/U 0,1 MILIMOLAR
ROLIRRIBOSOMAS OyS A 390 UNIDADES DE A 260 NM
VOLUMEN FINAL 123 MICROLITROS

EL AGREGADO DE FOSFATO DE ESRERMIDINA RH 695 y DE AMINOACIDOS RADIOW
ACTIVOS Y DE SUDRARTICULAS MARCADAS SE INDICA EN CADA EXRERIMENTO.

II" 7: TAMRONES MAS FRECUENTEMENTE USADOS:
TAMPON 1€ TRIS CLORHIDRICO RH 7y8 2Q MILIMOLAR

ACETATO DE MAGNESIO 10 MILIMOLAR
CLORURO DE POTASIO EO MILIMOLAR
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TAMPON L

TAMPON

TAMPON

TAMPON

TAMPÜN

TAMPON

TAMPON

II" S:

A. RIDOSOMAS DE TERMINACION “IN UITRO”=

5

INCUDACION;
CADOSr

SE
DURANTE

TRIS CLORHIDRICO PH
ACETATO DE MAGNESIO
CLORURO DE POTASIO

TRIS CLORHIDRICO PH
ACETATO DE MAGNESIO
CLORURO DE POTASIO
ÉWMERCAPTOETANOL

TRIS CLORHIDRICO PH T
ACETATO DE MAGNESIO
CLORURO DE POTASIO
ÉMMERCAPTOETANOL

TRIS CLORHIDRICO PH
ACETATO DE MAGNESIO

TRIS CLORHIDRICO PH
ACETATO DE MAGNESIO
CLORURO DE POTASIO

TRIS CLORHIDRICO PH "
CLORURO DE POTASIO

TRIS CLORHIDRICO PH
CLORURO DE POTASIO

¡INEI

.778

I’M}?

?vS

7v8

INCUDAN 45 UNIDADES DE
UNA HORA A 37 GRADOS

EN TAMPON ó FRIO HASTA UN VOLUMEN DE
FUGA-A lOSuOOO X G DURANTE
DUJERON DURANTE LA INCUDACION SE RECOSEN DEL FONDO DEL TUBO;
PENDEN EN TAMPON ó.

Du MONOSOMAS
NEN POR DESRADACION
UNIDADES A
DE RNASA
LUEGO

260 NM DE
(20 MICROORAMOS/CC) A Ü

LA MUESTRA EN
SA COMO SE INDICO EN EL

(PARTICULAS ?0 S

SEDIMENTO DE MONOSOMAS.

II" 9:
CADENAPEPTIDICA."
SE INCUBO EL SISTEMA COMPLETOy

120 MINUTOS"

CON LA

OBTENCION DE OTROS TIPOS DE PARTICULAS 70

2 CC DEL
260 NM DE

SE ENFRIA LA MUESTRA Y SE

MILIMOLAR
MILIMOLAR
MILIMOLAR

MILIMOLAR
MILIMOLAR
MILIMOLAR
MILIMOLAR

MILIMOLAR
MILIMOLAR
MILIMOLAR
MILIMOLAR

MILIMÜLAR
MILIMÜLAR

MILIMOLAR
MILIMOLAR
MILIMOLAR

. MILIMOLAR
MILIMOLAR

MILIMOLAR
MILIMOLAR

S.

SISTEMA COMPLETO DE
POLIRRODOSOMAS PURIPIW

DILUYE
SE CENTRIEUGA EN ULTRACENTRIW

LAS PARTICULAS ?0

UNIDAS A M RNA Y PEPTIDIL T_RNA)=SE
CONTROLADA DE MÚRNA DEL POLIRRIDOSOMA.

Y SE RECOGE

15 MINUTOS" SE

DEL

DOSAJE DE LA INCORPORACION DE AMINOACIDOS RADIOACTIUOS

OMISION DE LA MEZCLA DE

S OUE SE ::-Rü
SUSWY SE

OBTIEM
SE INCUDAN 45

POLIRRIDOSOMAS PURIPICADOS EN TAMPON ó EN PRESENCIA
GRADOS C DURANTE

TAMPON ó FRIO HASTA UN VOLUMEN DE 5 CC"
PARRAFO ANTERIOR!

DILUYE
SE CENTRIEUW

MISMO MODO EL

EN LA

20 AMINO"
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ACIDOS» REEMPLAZANÜOLA POR UNA MEZCLA EE 19 AMINOACIDOS! EXCLUIÜA LA
LEUCINAV DE LA MISMA MOLARIÜAÜ. LA LEUSINA C 14 SE AGREGO ANTES ÜJE LOS
POLIRHIBOSOMASu LUEGO DE LA INCUSACION A 3? GRADOS C7 A DISTINTOS TIEHW
POSv SE ÜETUUO LA REACCION CON LL AGREGADO HE ACIÜO TRICLOROACETICO AL
5 Z (S OC)" LA MEZCLA RESULTANTE SE INCUBO A ÜÜ GRADOS C DURANTE 20 MI“
NUTOS Y SE FILTRO A TRAUES OE FILTROS DE NITRATO HE CELULOSA (HILLIEORE)
CON FOROS DE 0945 MICRONES DE DIAMETRO. DESPUES EE ÏA: LOS FILTROS! SE
COLOCARON EN UIALES Y SE AGREGO SOLUCION CENTELLEAÜTH» ÏOHNIFLUOR AL 4“
POR MIL EN TOLUENO).LA RADIOACTIUIHAÜ SE DETERMINO EN ESPECTROFOTOMETRO
PACKARD TRIWCARB.

'31

PARA MEÜIR LA RADIOACTIUIÜAÜ EN FRACCIONES LIOUIDAS (ACUOSAS)v COMO POR
EJEMPLO FRACCIONES HE ORADIENTES HE SACAROSAv SE TOMAHON ALICUOTAS {DE
15 A SO MICROLITROS) DE ESAS FRACCIONES Y SE LAS COLOCO EN VIALES! AGREM
GANÜOSELES SOLUCION CENTELLEAHORA DE BRAYn

SOLUCION CENTELLEAÜORA DE FRAY

NAFTALENO n..""..u. . . n. .".nnn.60 SR
ErSWDIFENILOXAZOLn...n."....n.u...... 4 GR
UIHETIL 1,4 BIS 2"(4WMETIL '
SmFENILOXAZÜLILHENCENO..u......... 0,2 OR
METANOL .n..nnu..nu.n....u.100 CC
ETILENSLICOL .....n..... .. . . . . . u. 20 OO
ÜIOXANÜCnS.P. nn........nuu.... 1000 CC

II.10= ANALISIS HE GRAHIENTES"

FUERON REALIZADOS EN GRAUIENTES DE SACAROSA DE DISTINTAS CONCENTRACIONES
PARA CUYA CONFECCION SE UTILIZO LA SIGUIENTE ECUACION DESARROLLADA A
PARTIR DE LA HE NOLL (108):

C: C2"(CÉ"CI)(1-A)
DONDE

C=CONCENTRAÜION MINIMA DEL GRAHIENTE
CGCONCENTRACION MAXIMA DEL GRAÜIENTE O

CONCENTRACION INICIAL DE LA CAMARA DE MEZCLA
CRECONCENTRACION DE LA SOLUCION HAS ÜILUIDA DE

SAOAROSA; O CONCENTRACION DEL RESERUÜRIÜn

U1
ñ=_“m_“

U2

UIEUOLUMEN TOTAL DE LA SUMA HE ORAÜIENTES
UQHUOLUMEN TOTAL UE LA SUMA DE ORAÜIENTES MAS

EL LIQUIDO RETENIHO EN TUBOS ÜE CONECCION.

LAS CONECCIONES ESTAN HECHAS DE TAL MODO OUE EL UOLUHEN DEL LIQUIDO
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ÜILUYENTE UUE INGRESA A LA CAMARA HE MEZCLA ES LA MITAD DEL QUE EGRESA

EN LA SIGUIENTE
GRAÜIENTES

TABLA ESTAN LOS HATÜS NECESARIOS PARA CONSTRUIR
QUE SE USARUN EN ESTÜE TRABAJOJH

LOS

GRAÜIENTE NUMERO VOLUMEN CAMARA DE ÜILUYENTEMEZCLA

4,6
4,6 CC

CC 11y4
1194

CC
CC

SACnÉOZ
SAC.4OZ

TAMPON
SAC.óróZ

'NNNN

¡"J-55.25.33

¿"20 12v0 CC 29,7 CC SAC.ÉOZ TAHPUN
15W40 12v0 CC 29v? CC SAC.EOZ SACHévóZ
15M30 m 2790 CC 2710 CC SAC.3OZ SAC" lOZ

II.11=EXPRESION DEL INTERCAMBIOH

EL
EL

INTERCAMBIO DE
CUAL SE GENERO UNA MEZCLA DE

SUBPARTICULAS SE EFECTUA ANALIZANHÜ EL GRAÜIENTE EN
INCUBACION CONTENIENDÜ SUBPARTIEULAS

RAUIOACTIUAS n SE CUENTA LA RAÜIÜACTIUIUAU CONTENIHA EN CADA FRACCION
DEL GHAHIENTEy Y ÜIUIÜIENDO LAS CUENTAS QUE SEÜIHENTAN EN EL PICO 70 8
POR EL TOTAL DE CUENTAS CONTENIDAS EN EL GRAÜIENTEHEL PORCENTAJE DE
INTERCAMBIO SE OBTIENE MULTIPLICANÜÜ ESE COCIENTE POR 100"
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III. RESULTADOS"

III.1 5 EL SISTEMA SINTETIZA RROTEINAS“

EL SISTEMA DE INCUDACION DESCRIPTO EN IIuó PERMITE LA SINTESIS DE RRO”
TEINAS OUE SE MIDE COMO LA INCORPORACION DE AMINÜACIDOS RADIOAC.IUOS A
LA FRACCION PRECIRITABLE POR ACIDO TRICLOROACETICÜ (TCA) CALIENTE Y ALw'1/
ESTA REACCION DEPENDE EN FORMA ABSOLUTA DE LA ERE“ NCIA DE POLIRRIDOSOW
MASv SODRENADANTE DACTERIANO (S 150) Y UN SISTEMA SENERADOR DE ENERGIA
COMO SE UE EN LA TABLA I

ITABLA I

REACTANTES AMINOACIDOS INCORPORADOS (CRM)

SISTEMA COMPLETO SHS90
SIN POLIRRIBOSOMAS 450
SIN S 15D 315
SIN ATRvOTRyREP 310
DLANCO 209

LA EISURA 5 MUESTRA LA CURUA DE INCORPORACION DE AMINOACIDÜS EN FUNCION
DEL TIEMPO n LA REACCION EROSRESA CASI LINEALMENTE HASTA LOS S MINUTOSy
TENDIENDO A DESACELERARSE LUEGO. A PARTIR DE LOS 20 MINUTOS NO SE NOTA
UN ARRECIADLE AUMENTO DE LA SINTESIS PROTEICA. EL AGREGADO DE DISTINTOS
COMPONENTES DEL SISTEMA LUEGO DE IO MINUTOS DE INCUDACION NO REINICIA LA
SINTESIS! CON LA SOLA EXCERCION DE LOS RÜLIRRIBÜSOMASv CUYA ADICION
AUMENTA CUANTITATIUAMENTE LA INCORPORACION DE AMINOACIDOS.

III. 2 H EL SISTEMA PRODUCE UNA TERMINACION
Y LIBERACION CUANTIEICADLE DE F'EF‘TIDOSn

LA TERMINACION DE LA SINTESIS PROTEICA SE ODSERUA MIDIENDO LA CANTIDAD
DE MATERIAL RADIOACTIUO RRECIRITABLE POR TCA CALIENTE AL S Z9 OUE SEDIW
MENTA A VELOCIDADES INEERIORES A 30 S EN GRADIENTES DE SACAROSA.

PARA ESTÜH SE INCUDA EL SISTEMA COMPLETO CON AMINOACIDOS RADIOACTIUOS
DURANTE DISTINTOS TIEMPOS! A 37 GRADOS C. LA REACCIÜN SE DETIENE POR
ENERIAMIENTO A 0 GRADOS Cu EL MATERIAL INCUDADO SÉ SIEMBRA SOBRE ORA“
DIENTES DE SACAROSA DE 5 Z A 20 Z v DE 12 ML DE CAPACIDAD. SE CENTRIEU“
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GA EN EL ROTÜR ON 40 ñ BÜHOOO DURANTE ?5 MINUTOS. EL GRADIENTE SE HNÉM
LIZñ MIDIENDO SU QBSORBANCIA ñ 260 NM Y LAS FRACCIONES RECOGIDAS SE PRE“
CIPITHN CON TCM 5 Z CALIENTE Y SE EILTRHN. LA RADIOACTIUIDAD RETENIDH EN
LOS FILTROS Y Lñ ñHSORDñNCIñ OE ORAFICÑN EN FUNCION DE LAS DISTINTAS
FRÉCCIONES.

Lñ FIGURA ó MUESTRA LH INCORPORACION DE AMINOACIDOS RñDIOñCTIUOS A DIO“
TINTAS FRÑCCIONES DEL ORADIENTE! Y COMO A MEDIDH OUE PROGRESA LA INCUD'HL
CION» LOS PEPTIDOS RfiDIOñCTIUOS MIORAN HACIA REGIONES MAS LIUIANAS DEL
GRñDIENTEy HASTA LLEOHR ñ LA PORCIÜN DEL SOBRENÉDÑNTE"

III. 3 = EL SISTEMA NO REINICIÑ LA TRADUCC ON.

SE COMPHRO LH INCORPORACION DE AMINOACIDOS RADIOACTIUOO UTILIZHNDO u
SOBRENADANTE PROVENIENTE DE CULTIVOS NORMALES ( 8 150 ) Y OTRO SOBRENHW
DHNTE DE CULTIVOS CUYO CRECIMIENTO FUE DETENIDO CON TRIMETOPRIM ( C 150
TMP}n ESTE HNTIBIOTICO FRENQ EL CRECIMIENTO BACTERIÉNO AL INHIBIR LA
ENZIMA DIHIDROFOLICO REDUCTñSñv PRODUCIENDOSE EL AGOTAMIENTO DE DADORES
DE GRUPOS EORMILO. EL RESULTADO ES OUE DISMINUYE DRñSTICAMENTE O DESAPAM
RECE EL FORMILMMETIONILWTWRNñv INICIñDOR ODLIOADO DE La SINTESIS PROTEI“
CA EN BACTERIHSu

THBLA II

REÑCTHNTES AMINOACIDOS INCORPORADOS (CPM)

OISTEMH COMPLETO ( S 150 NORMAL 3.175
SISTEMH COMPLETO + TRIMETOPRIM 3u134
SISTEMA COMPLETO ( O 150 TMP J 3H301
BLANCO 194

V

2

l

|

I

l

l

l

l

I

|

SI HUBIERA REINICIACION EN NUESTRO SISTEMA COMPLETO ORIGINAL» DEBERIÑ
NOTARSE UNñ DISMINUCION EN LA INCORPORACION DE ñMINOñCIDOS RADIOMCTIM
UOSV CUANDO OE USA EL S 150 TMP OUE IMPIDE NUEUHO REINICIñCIONES. ESTO
NO SUCEDEv COMO SE OBSERUA EN LA TñBLñ II n
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III" 4 “O DEL AGREGADO DE SUDUNIDADEO
30 b Í DE TwNCIAO EGTABILIZADORAG DE LA
PARTICULA 70 S v GODRE LA SINTESIS PROTEICA"

An GUDUNIDADEG 30 GH AGREOANDO DISTINTAS CANTI 3 DE SUBUNIDADEG 30 O
pREPaRADAG

¡FUERON LAS
NESIO DE 1
MAGNESIO DE

EN LA TABLA PRECEDENTE
PROTEICA
SUBUNIDADES

DE

NATIUAS
MILI OLA

K

R

30
( 30

S

073 MILIMOLAR

DIFERENTES FORMAS»
INCORPORACION DE AMINOACIDOS

N ) v

E D1 )ú)

SE

yY

MIDIO EL EF
RADIOACTIUOS.

LAG DERIVADAS

H
wh

LAG

( 30 G D 093 )“

ADEE
CTIrrn
I.) I.) U ¡

Hd 'I' T'
¡n .1.A.

J PRODUCIDO SOBRE
¡ADES

A CONCENTRACIONES
LAG DERIVADAS A CONCENTRACIONES

UTI
LA

LIZADAS
DE MAGM

DE

INGUDACION

SISTEMA
SISTEMA
SISTEMA
SISTEMA
SISTEMA
SISTEMA
SISTEMA
SISTEMA
BLANCO

COMPLETO
COMPLETO
COMPLETO
COMPLETO
COMPLETO
COMPLETO
COMPLETO
COMPLETO

TABLA

AGREGA

NO
NO

N

N

D1
D1
D093
D0y3

NO
mcnmtnmnn

I

DOS

II

AMINOACIDOS

CCHZCEZC

6.800
6.863
ó.
ó.

904
ORO

6.770
¿.810
¿"713
óuóófi

219

INCORPORADOS CPM!

CRIDIREMOS
GE UTILIZO INDISTINTAMENTE

METODO DE
TANTO ELIMINA POR
EUITANDO

EL

1.3"

RIBOSOMALESv
GU EFECTO Y EL
ACTIVOS EN NUESTRO SISTEMAv

CUANDO SE AGREGAN

MAG ADELANTE"

CALENTAR

ETANOL Y METANOL:

A 9

EL

DEL METANOL

0

SE MUESTRA OUE NO HAY
SUBUNIDADES

RADIOACTIUAS SE USAN COMO MARCADOR
EN LOS EXPERIMENTOG

SUDUNIDADEG MARCADAS CON P32
GRADOS C EN TCA

FILTRADO LA RADIOACTIUIDAD
CUALQUIER CONTAMINACION DE LOS

U

PEPTIDÜS

EL

ETANOL ES UN ESTADILIZADOR

SOBRE

DIFERENCIA EN L
ESTO ES IMPORTANTE PORQUE

INTERCAMBIO OUE DES”
DESCRIPTOG

SI

EN ESTA
O SIN MA

5 Z DESTRUYE EL RNA Y POR
CONTENIDA EN EL MIGMOV

INSOLUDLES; (FI

NTESIS
LAS

SECCION
RCAR.

LO

GURA 7).

DE LAS PARTICULAS
EN CONCENTRACIONEG CERCANAS A LA MOLARIDAD

LA INCORPORACION
(TABLA IU Y FIGURA 8).

(101)"SE MIDIO
DE AMINOACIDOG RADIO“
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l TABLA IU . T
l SISTEMA COMPLETO l
' TIEMPOCMIN} CONTROL + ETANOL M + METANOL M l
l 0 126 W F |
l 10 3,260 Rn4ü3 954 l
l 20 3.481 BHÜÜR 1n487 l
I 30 4.026 2u824 RHRÜA l

G. NEOMIGINA BH EG UN ANTIBIUTIOO AMINOGLUGOSIOICOy OE REACCION RAGIGAy
OUE AL IGUAL GUE OTROS HEL MISMO GRUPOy(ESTREPTOMICINAv KANAMICINA9)INw
TERFIEREN LA SINTESIS PROTEICA; ÜEFORMANHÜ LA ESTRUCTURA DEL RIBOSOMA Y
PROHUCIENÜO ERRORES HE LECTURA OEL MENSAJERO. DE ALLI OUE SON ANTIRIOTIW
GOG HAOTERICIÜASv POR LA PRODUCCION EN GRAN ESCALA DE PROTEINAG NO FUN“
CIONALEG. LA NEOMICINA ES AUEMAG UN FUERTE INHIHID R UE LA HISOGIACION
OE LA PARTICULA 70 Sa GOMPORTANDOSE COMO UN POTENTE ESTABILIZAÜGR BEL
RIBOGOMA. SE MIÜIO SU EFECTO SOBRE LA INCORPORACION UE AMINOAGIÜOS
RAHIOAOTIUOG EN NUESTRO SISTEMA EN GONCENTRACIÜNEG UTILES COMO EGTABILI“
ZAHOR ( ENTRE 1 Y 10 MICROMOLAR)? (TABLA U Y FIGURA B)"

TABLA Ul

l

I NEOMICINA
I TIEMPO (MIN) CONTROL 1 UHMOLAR 3 UHMOLAR 10 U.MÜLARI o ...........
l 1( 3,100 1.150 985 769
l 20 3.600 1.580 1.460 luláü
l 30 3H950 1n900 1n860 in730

H" ESPERMIDINAE LAG POLIAMINAS ESTAN PRESENTES EN LA CELULA HAOTERIANA
EN ESTREOHA UINGULAOION CON LOS ACIÜOG NUCLEICÜG» Y PARTICULARMENTE CON
LOS RIHOSOMAG (102)" AGTUAN EN FORMA GINERGICA CON LOG CATIONEG UIUALENM
TESy ESPECIALMENTE EL MAGNEGIOr TENÜIENÜÜ A MODIFICAR EL MECANISMO v Y
AUME TAR LA FORMACION DE AAWT RNA! Y REHUCE LA CANTIDAD DE MAGNESIO NEW
GESARIA PARA REASOGIAR LAS GUBUNIUADEG. LA ESPERMIHINA ES UNA DE ESTAS
POLIAMINABy CUYO EFECTO ESTABILIZADOR ¿OHRE EL RIBOGOMA GE GONÜCE(103).
GE INUEGTÏOO GU EFECTO SOBRE LA INCORPORACION UE AMINOAOIHOS RAHIÜAGTIM
VOS EN NUESTRO SISTEMÑV (TABLA UI Y FIGURA 9 )u
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TÑHLH UI E
ESEERMIDINA (MILIMOLAR) l

TIEMPO(MIN} CONTROL Üyfi 1,. "

10 3.205 Zuóüï BHÜO? 2.248
20 3u560 3.541 3H49O 2.485
40 3.571 3.545 EHQOB 2.565

LOS ESTUDIOS HE LH SINTESIS PROTEIOA CON EL AGREGADO DE ETHNOLvMETñNOL y
NEOHICINA B9 Y ESPERNIHINH SE HICIERON CON EL PROPOSITO DE ENCONTRAR UNñ
SUSTANCIH OUE EN OONCENTRACIONES EOTABILIZHHORAS DE Lñ PñRTIOULA 70 8 NO
INTERFIERA CON EL PROCESO DE SINTESIS PROTEICA. DE LO OUE ANTECEDE v
SUROE OUE TANTO LOS HLCOHOLES ERIMHRIOS ESTUDIHUOS COMO La NEOHIOINÑ B
NO CUMPLEN ESTOS REQUISITOS.

EN CHMBIO LQ ESPERHIÜINH EN CONCENTRACIONES DE 0v3 Y 1 MILIHOLAR NO
INHIBE LA SINTESIS EROTEICH.

E8 POR ESO QUE EN ñHELANTE SE LA Hñ UTILIZAHO EN LH CONCENTRACION SUREW
RIOR MENCIONAOA. EN LA TABLA VII SE MUESTRA EL EFECTO DE Lñ ESPERMIÜINñy
SOLA Y EN PRESENCIA UE SUBUNIHAHES 30 S SOBRE LA INCORPORACION HE HNINOW
flOIDOS MHRCHÜOS EN NUESTRO SISTEMA UE SINTESIS RROTEICÑ CON
ROLIRRIHOSÜMÑS.

TÑBLA VII

TIEMPO(MIN) CONTROL ESPERMIUINH ESPERHIDINA + 30 S
0 403 "m
2 2.831 2n384 3.446
5 5.504 5.608 5.892

10 6.819 7.328 7"509
20 7.995 O" 27 8u32
40 8u298 Ou190 8.12
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IIInü H EL SISTEMA INTERCAMBIA LAS SUDUNIDADES
DE LOS POLIRRIBOSOMAS CON LAS SUBUNIDADES KOMS
RADIOACTIUAS ASREOADASu

A u INTERCAMBIO CON SUDUNIDADES AORESADAS AL COMIENZO DE LA INCUBACION H
SE UTILIZARON PARA ESTOS EXPERIMENTOS TRES TIPOS DE SUBUNIDADES 30 S r
LAS NATIUAS ( 30 S N ) y Y LAS DERIUADAS ( 30 S D 1 Y 30 S D 0r3 )n
SE INOUBO EL SISTEMA SIN EL AGREGADO DE AMINOAOIDOS RADIOACTIUOS! Y EN
PRESENCIA DE 0v3 UNIDADES DE A 260 NM DE SUBPARTIOULAS 30 S"P32. LA
REACCION SE DETUUO ENFRIANDO A 0 GRADOS O Y LA MEZCLA DE INCUBACION SE
SEMBRO SOBRE UN GRADIENTE LINEAL DE SACAROSA DE SWHÜ Z DE 12 ML DE CAPA"
CIDAD. SE OENTRIPUOO ÏS MINUTOS A 35.000 RPM EN EL ROTOR SW 40 Y SE
FRACCIONO» ANALIZANDO AL MISMO TIEMPO LA ABSORBANCIA A EÓÜ NM u A LAS
DISTINTAS FRACCIONES SE LES AGREGO SOLUCION CENTELLEADORA DE BRAY Y SE
MIDIO LA RADIOACTIUIDAD (FIS 10) . EL INTERCAMBIO SE EXPRESO COMO LA
FRACCION DE RADIOAOTIUIDAD OUE SEDIMENTA EN LA POSICION CORRESPONDIENTE
AL PICO DE TO S.

EN LA TABLA UIII SE DA EL INTERCAMBIO DE SUBUNIDADES 30 S DE DISTINTOS
TIPOS A LOS 30 MINUTOS DE INCUBAOION"

TABLA VIII

TIEMPO SUBUNIDADES AOREOADAS INTERCAMBIO
() F4 El y E3

36 N 3Iy8

O D I 495
30 . Ü I 26H 4

D 013 3,8
D O!3 12v?OOtu:

ES EUIDENTE OUE LAS SUBUNIDADES D 093 SON LAS MENOS EFECTIUASy HECHO
ATRIBUIBO A LOS CAMBIOS PRODUOIDOS POR LAS CONCENTRACIONES MUY BAJAS
DE MAGNESIO.
EN CAMBIO TANTO LAS SUBUNIDADES 30 S N COMO LAS 30 S D 1 INTERCAMBIAN
MUY EFICIENTEMENTEI LA PRIMERA EN MAYOR GRADO. SIN EMBARGO EL PERFIL DE
DISTRIBUCION DE LAS SUBPARTICULAS NATIUAS NO SE LIMITA AL PICO 70 S SINO
OUE PARTE DE LA RADIOACTIUIDAD APARECE TAMBIEN EN LA FRACCION DISOMAS Y
OTROS POLISOMAS; (PIO 10). CREEMOS OUE PARTE DE ESTE "INTERCAMBIO" ES
DEBIDO A OUE ESAS PARTICULAS SON OAPAOES DE INICIAR LA SINTESIS PROTEICA
EN LOS ENSAYOS. ESTA INICIACION NO SERIA DETECTADA POR LA INCORPORACION
DE AMINOAÜIDOS RADIOAOTIUOSv (SECCION III.4 Y TABLA III J» POR LA ESOAM
SA ELONOACION ADICIONAL OUE PRODUCE" EN TODO CASO ESTE ES UN METODO MAS
SENSIBLE PARA DETECTAR LA INICIACION O POR LO MENOS LA LIOADURA DEL 30 S
AL MENSAJERO" EL INTERCAMBIO ASI DETECTADO EN EL CASO DE LAS SUBUNIDADES
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NATIUAS LO ENCUADRARIA EN EL ESQUEMA POSTULADO POR MESSELSON Y HAEMPFER
(S7).

PARA NUESTROS ULTERIORES ESTUDIOS! HEMOS UTILIZADO LAS SUDUNIDADES D I
OUE TIENEN UNA BUENA CAPACIDAD DE INTERCAMBIO Y NINGUNA CAPACIDAD INI“
CIADORA DETECTADLEu POR LO OUE TODA REFERENCIA A SUDUNIDADES 30 S SE
REFIERE EN ADELANTE A LAS DERIUADAS A MAGNESIO I MILIMOLARH
EN OTRO EXPERIMENTO DEL MISMO TIPO SE PUEDE UER LA CINETICA DEL INTER“.
CAMBIO DE LA SUDUNIDAD 30 SMPSQ EN FUNCION DEL TIEMPO ( PIO" 11 A ).

D. INTERCAMBIO CON SUDUNIDADES AGREGADAS DESPUES DE LA INCUDACION
INICIAL"
SE INCUBO EL SISTEMA COMPLETO SIN EL ASRESADO DE AMINOACIDOS MARCADOS!
DURANTE 40 MINUTOS. LUEGO SE AGREGO 0v3 UNIDADES DE A 260 DE SUDPARTIW
CULAS 30 SmP32 INCUBANDO NUEVAMENTE DURANTE DISTINTOS TIEMPOSn A LOS
EFECTOS DE EVITAR CONFUSIONES; EL INTERCAMBIO ASI MEDIDO LO LLAMAREMOS
EN LO SUCESIUO "INTERCAMBIO POST TERMINACION”u EL TRATAMIENTO POSTERIOR
DE LAS MUESTRAS ES EL MISMO QUE EN EL PARRAFO ANTERIOR. EN LA FIGURA lly
(CURVA D)! SE MUESTRA EL INTERCAMBIO DE LAS SUDUNIDADES DURANTE LA SEW
OUNDA INCUDACION? ESTE INTERCAMBIO POST TERMINACION ES COMPARATIUAMENTE
IGUAL'AL OUE SUCEDE DURANTE LA TRADUCCION.

III.ó 2 LA ESPERMIDINA INHIDE EL INTERCAMBIO
POST TERMINACIONy SIN APECTAR EL INTERCAMBIO
PRODUCIDO DURANTE LA TERMINACION.

LOS EXPERIMENTOS MENCIONADOS EN LA SECCION ANTERIOR Y MOSTRADOS EN LA
FIGURA 10 v SE REPITIERON EN PRESENCIA DE ESPERMIDINA A CONCENTRACION
I MILIMOLAR.
ESTA POLIAMINA NO AFECTA EL INTERCAMBIO! CUANDO LA SUDUNIDAD 30 S P32
SE HALLA PRESENTE EN EL MOMENTO DE INICIARSE LA PRIMERA INCUBACIONE EN
CAMBIO SI LA SUBPARTICULA SE AOREOA EN UNA SEGUNDA INCODACION» EL INTER"
CAMBIO POST TERMINACION SE REDUCE NOTADLEMENTE! COMO SE UE EN LA FIGURA
12 v CURUAS A Y D RESPECTIUAMENTE.
LOS MISMOS RESULTADOS SE ODTIENEN SI LA ESPERMIDINA SE AGREGA AL TERMI“
NAR LA PRIMERA Y ANTES DE LA SEGUNDA INCUDACION CONTENIENDO SUDPARTICUW
LAS RADIOACTIUAS.

III"? H CARACTERIZACION DEL HIDRIDO.

SE HICIERON ALGUNOS EXPERIMENTOS PARA CARACTERIZAR LA PARTICULA 70 S QUE
CONTIENE LA SUDUNIDAD 30 S RADIOACTIUA (HIBRIDOJv Y PARA PROUEER ALGUNOS
CONTROLES NECESARIOS PARA LA INTERPRETACION ADECUADA DE LOS RESULTADOS"

A. EL HIDRIDO NO ES PRODUCTO DE LA ASOCIACION DE 30 S P 32 CON SUDUNIDAM
DES 50 S PRESENTES EN EL SODRENADANTE S 150y COMO SE UE EN LA TABLA IX '
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-OUE MUESTRA EL INTERCAMBIO FRODUOIDO EN 30 MINUTOS DE INOUBAGIGN EN PRE“
SENOIA Y AUSENCIA DE ROLIRRIBOSOMAS"

TABLA IX

TIEMPO (MIN) IHTERCAMBIO CON INTERCAMBIO SIN
FOLIRRIBOSOMAS FOLIRRIBOSOMAS

0 495 4915)
30 2694 472

B" EL HIBRIDO ES BISOCIABLE FOR BAJAS CONCENTRACIONES DEL ION MAGNESIO:
SE INCUBO EL SISTEMA OOMRLETO CON SUBUNIDABES 30 S RADIOACTIUAS» Y A LOS
40 MINUTOS SE TOMO UNA ALICUOTA Y SE DILUYO S VECES EN TAMPON 7 ( SIN
MAGNESIO )v HASTA LLEVAR SU CONCENTRACION DE MAGNESIO A 1 MILIMOLAR
Y SE INCUBO DURANTE 5 MINUTOS A 3? GRADOS Oy Y SE ANALIZO EN GRADIENTES
DE SAGAROSA DE 5-20 Z y JUNTO CON ALICUOTAS SIN DILUIR. SE MIDIO LA AB“
SORBANCIA Y LA RADIOAOTIUIDAD DE LAS FRACCIONES. LA FIGURA 13 MUESTRA EL
FERFIL RIBOSOMAL DE ESTOS EXPERIMENTOS Y LA SEDIMENTACION DE LAS SUBUNI"
DADES RADIOACTIUAS EN AMBOS CASOS.

RUEDE VERSE OUE A CONOENTRAOIONES DE 8 MILIMOLAR DE MAGNESIO LOS RIBOSO"
MAS HAN INTERCAMBIADO EFECTIUAMENTE SUS SUBUNIDADES. EN CAMBIO AL LLEUAR
LA MUESTRA A l MILIMOLAR DE MAGNESIO! LA MARCA RADIOACTIUA UUELUE TOTAL“
MENTE A LA FRACCION 30 9. NOTESE OUE BUENA PARTE DEL PICO 70 S HA DESA"
PARECIDO! AUMENTANDO EL RICO DE 30 S Y ARAREOIENDO UN PICO DE 50 S y LO
OUE SE DEBE A LA DISOCIACION DE LOS RIBOSOMAS LIBRES. ESTO INDICA OUE EL
HIBRIDO FORMADO ES TOTALMENTE DOSOOIABLE A BAJAS CONZENTRACIONES DEL ION
MAGNESIO.

C. EL HIBRIBO ES BISOCIABLE POR DIUERSOS FACTORES DISOCIANTES: SE INCU"
BARON UARIOS TUBOS DEL SISTEMA COMPLETO CON SUBUNIDABES 30 S RADIOACTIW
VAS v Y A ALGUNOS DE ELLOS SE AGREGO FACTOR DISOCIANTE ( ïOO MICROGRAMOS
DE PROTEINAS/ CC) DE EHCOLI v O RNASA ( IS MICROGRAMOS fl CC)y EN DISW
TINTOS MOMENTOS DE LA INCUBACION" ESTOS TUBOS SE INCUBARON 15 MINUTOS
MAS A 3? GRADOS C. EL INTERCAMBIO DESGENDIO A UALORES MUY BAJOS EN LOS
TUBOS MENCIONADOS.( FIGURA 14 ). *
LA TABLA X MUESTRA EL EFECTO DISOCIANTE QUE LA RNASA Y OTROS AGENTES
TIENEN SOBRE DISTINTOS TIFOS DE PARTICULAS ÏO S.
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THHLH X

AGENTES HISÜCIQNTES

HNGSA F.U. H.CÜLI FHL" H.8TEHR.

HÜNÜSÉMAS 595 Z Syó Z ¿y? Z

RIBÜSÜMQS DE
TERMINACION
"IN UIUÜ" 29,4 Z 3?vó K 3570 Z

TERMINACION
"IN UITRÜ“ 3ó72 N 44IO Z 3594 z

l

l

RIBÜSÜMAS DE i

l

|

SE NOTA QUE TANTO LA ÑNASA CÜMÜ LOS FACTORES HISÜCIANTES HE EuCÜLI y
Y DE B. STEARÜTHERMUFILUS SUN MUY EFECTIUÜS EN DISÜCIAR LOS HIBÜSÜMAS
DE TERMINACION Ü LIBRESv NO AFECTHNÜU ñ LOS MUNDSÜMAS.

EN LA TABLA XI SE PUEDE UER LA CñPñCIHñÜ INTERCAMBIAUÜRA HE LHS PARTIM
CULAS ÏO S ÜBTENIÜAS PUR HIFERENTES PROCEDIMIENTOS:

TABLA XI

INTERCAMBIO

O MINUTOS 40 MINUTOS

MDNÜSÜMAS Ey? Z SyO Z

RIBÜSÜMAS HE
TERMINACIÜN
"IN UIUÜ“ Ïvó Z 2798 Z

RIBÜSÜHHB DE
TERMINACION

“IN UITRÜ" 792 Z 25(2 Z
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ESTOS EXPERIMENTOS FUERON REALIZADOS EN TAMPON 29 EN AUSENCIA DE SODREW
NADANTE DACTERIANO S 1509 Y DE SISTEMA GENERADOR DE ENERGIA. ES DECIR
OUE UNA VEZ FORMADOS LOS RIDOSOMAS DE TERMINACION (LIDP 3) NO ES NECE“
SARIO PARA EL INTERCAMBIO LA SINTESIS PROTEICAV NI LA PRESENCIA DE SUSW
TANCIAS OUE SON REOUERIDAS PARA LA TRAIUCCION . NOTESE LA CORRELACION
DIRECTA ENTRE LA DISOCIADILIDAD DE LOS DISTINTOS TIPOS DE PARTICULAS
70.8 Y SU CAPACIDAD INTERCAMDIADORA DE SUDUNIDADES; ( TABLAS X Y XI ).'

Du EL EXCESO DE SUDUNIDADES 30 S NO RADIOACTIVAS DESPLAZA A LAS SUDPAR"
TICULAS RADIOACTIVAS DE LOS HIBRIDOS= SE INCUDARON VARIOS TUBOS CON EL
SISTEMA COMPLETO» AOREGANDO SUDPARTICULAS 30 SmPSRV Y A LOS 20 MINUTOS
SE AGREGARON 059 UNIDADES DE A 260 NM DE SUDPARTICU-AS 30 S NO MARCADAS
A TRES DE LOS TUDOSy INCUDANDO UN TIEMPO ADICIONAL. SE MIDIO EL INTERW
CAMBIO EN TODOS LOS TUDOS A DIFERENTES TIEMPOS. LA FIGURA 15 MUESTRA QUE
EN LOS TUBOS A LOS OUE SE AGREGO SUDUNIDADES "FRIAS" DESCENDIO LA RADIOM
ACTIVIDAD DEL PICO 70 S.

E. EL INTERCAMBIO CON SUBUNIDADES RADIOACTIVAS AGREGADAS AL COMIENZO DE
LA TRADUCCION NO SE PREDUCE EN AUSENCIA DE SISTEMA GENERADOR DE ENERGIA
O DE FACTORES DEL SODRENADANTE BACTERIANO = LA INCUDACION DEL SISTEMA
COMPLETO SIN ATPy GTP! PEP, MUESTRA UNA VARIACION DEL PERFIL RIDOSOMAL
CONSISTENTE EN EL AUMENTO DEL PICO 70 S Y DISMINUCION DE LOS PICOS POLIW
RRIDOSOMALES. “STO SE DEBE A LA DEGRADACION PARCIAL DE ESTOS ULTIMOSy Y
AUMENTO DE LOS MONOSOMAS. COMO YA HEMOS VISTO EN EL PARRAFO C ESTO NO ES
SUFICIENTE PARA OUE EXISTA INTERCAMBIOF PUES ES NECESARIA LA SINTESIS Y
TERMINACION DE LAS C DENAS PEPTIDICAS» CUANDO SE PARTE DE LOS POLIRRIDO"
SOMAS" ESTA AUSENCIA DEL INTERCAMBIO ES TAMBIEN INDICIO DE OUE NO SE
DEBE A ASOCIACION DE LAS SUDUNIDADES RADIOACTIVAS CON SUDUNIDADES 50 S
CONTAMINANTES DE LA PREPARACION DE POLIRRIDOSOMAS.

LA TABLA XII MUESTRA EL INTERCAMBIO CUANDO EL SISTEMA ESTA COMPLETO; O
CUANDO FALTAN ATPu OTPv Y PEPv O EL S 150. LA PRESENCIA DE UNA
PEQUEÑA CANTIDAD DE SUDPARTICULAS SO S AGREGADAS A LA MEZCLA DE INCUDA“
CION HACIENDO LAS VECES DE CONTAMINANTEy PRODUCE UN INTERCAMBIO APARENW
TE DEL 13 Zu

TABLA XII

INTERCAMBIO
SISTEMA COMPLETO 2873

w ATPy GTP» PíP 4yó
w s 150 4,2
- 50 a 0,1 UNIDADES A 260 .13,3

NNNN
¿
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En PARA QUE EL INTERCAMBIO OCURRA; ES 'EOESARIO QUE EN EL SISTEMA COM“
PLETJ TENGA LUGAR UNA EFECTIVA TERMINACIONy Y LIBERACION DE PEPTIDOSy
Y NO SOLO UNA SIMPLE ELONGACION" LA i ..Ih ló MUESTRA LA RELACION ENTRE
ESTOS TRES PENOMENOS. EXISTE UNA OORRELALION DIRECTA ENTRE LA LIBERACION

DE PEPTIDOS Y EL INTERCAMBIO v INDEPENDIENTEMENTE DE LA INCORPORACION
DE AMINOAOIDOS"

)

III.S H EFECTO DE ALGUNOS ANTIBIOTICOS .

A" SE ESTUDIO EL EFECTO DE ALGUNOS ANTIBIOTIOOS OUE INHIBEN LA SINTESIS
PROTEICA SOBRE LA REACCION DEL INTERCAMBIO DE SUBUNIDADES. LA TETRAW
CICLINA y LA SPARSOMICINAy EL ACIDO FUSIDICO Y EL CLORANFENIOOL INHIBEN
LA SINTESIS PROTEICA Y EL INTERCAMBIO ( TABLA XIII J. EL INTERCAMBIO ES
INHIBIDO MEDIANTE EL BLOQUEO DE LA SINTESIS PROTEICA» EN ESTE CASOyDE LA
ELONGACION DE LA CADENA PEPTIDICA! Y POR LO TANTO SU TERMINACION. NO AC“
TUAN SOBRE EL INTERCAMBIO EN SIv PUES NO LO INHIBEN SI SE AGRESAN A LAS
MISMAS CONCENTRACIONES DESPUES DE UNA PRIMERA INCUBACION DEL SISTEMA
COMPLETO ANTES DE AÑADIR LAS SUBUNIDADES MARCADAS EN UNA SEGUNDA INCUBAW
CION.

EN CAMBIO LA PUROMICINA» QUE INHIBE LA ELONGACION» ESTIMULA EL INTERCAMM
BIO EN FORMA LLAMATIUAn MAS AUN! SE NOTA UNA CORRELACION ENTRE EL GRADO
DE DEPRESION DE LA SINTESIS PROTEICA Y EL AUMENTO DEL INTERCAMBIO A DI“
EERENTES CONCENTRACIONES DE PUROMICINAv ( FIGURA 1? )"

ESTO SE DEBE rL CONOCIDO MECANISMO DE ACCION DE LA PUROMICINAv OUE RI"
ACCIONA CON EL PEPTIDILWT"RNA EN EL RIBOSOMAvLIBERANDOSE PEPTIDIL PUROW
MICINA. DEBIDO A ESTA LIBERACION PREMATURA DEL PEPTIDOv SE SUPONE OUE
EL RIBOSOMA SE DESACOPLA DEL MENSAJERO.

HEMOS USADO LA ESPERMIDINA PARA ESTUDIAR EL DESACOPLAMIENTO DEL RIBOSOW
MA DE SU MENSAJERO “A POSTERIORI" DE LA ACCION DE LA PUROMIOINA.

PARA ELLO SE EFECTUARON LOS MISMOS EXPERIMENTOS DESCRIPTOS EN LAS SEC"
CIONES III.5 Y III.ó MIDIENDO EL INTERCAMBIO DURANTE LA PRIMERA Y
SEGUNDA INCUBACIONESv AMBAS EN PRESENCIA DE PUROMICINA 1y2 MILIMOLAR»
CON O SIN EL AGREGADO DE ESPERMIDINA.

LLAMA LA ATENCION OUE LA ESPERMIDINA INHIBE EL INTERCAMBIO EN TODOS LOS
CASOS EN OUE ESTA PRESENTE! A DIFERENCIA DE LO OUE OOURRE EN LA TERMINAW
CION FISIOLOGICA.
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SE PODRIA ARGUMENTAÑ OUE EN EL CASO DE LA TERMINACION PREMATURA POR
ACCION DE LA PUROMICINAy LA ESFERMIDINA ESTABILÏZA ALGUN COMPLEJO RIBOM
SOMAL QUE CONTIENE EL M"RNA O LA CADENA PEPTIHÏCA? IHPIDIENÜOSE ASI EL
INTERCAMBIO PRODUCIDO A RAIZ DE ESA TERMINACION PREMATURA. DEBIDO A ESO»
SE REALIZARON ALGUNOS EXPERIMENTOS DE CONTROL QUE MUESTRAN GUE EL AGREW
OADO UE ESPERMIUINA NO AFECTA LA LIBERACION DEL PEPTIDÜ Y DEL M-RNA
POSTERIORES A LA ACCION UE LA PUROMICINAv ( FIGURA 19 Y TABLA XIII ).'

TABLA XIÏI

LIBERACION DE LIBERACION EE
PEPTIUOS Z M-RNA Z

SISTEMA COMPLETO 32 38

+ PUROMICINA 79 82

+ PUROMICINA + EQPERMIHINA 81 84
_-—_._.._.—-——_._.__
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IV. DISCUSION

CUANTO MAS RAPIDO CRECE UNA BACTERIA y MAS ACTIUA ES SU SINTESIS
PROTEICA v Y MAYOR PROPORCION DE SUS RIBOSOMAS SE ENCUENTRAN COMO POLIW
RRIBOSOMAS (10?)n EN CUANTO LA VELOCIDAD DE CRECIMIENTO DESCIENDE 7 LA
ACTIVIDAD BIOSINTETIZADORA DE PROTEINAS DESCIENDE TAMBIENy Y AUMENTA LA
PROPORCION DE RIBOSOMAS OUE SE ENCUENTRAN COMO PARTICULAS 70 S LIBRES.
ESTAS PARTICULAS TIENEN LAS MISMAS CARACTERISTICAS SUE LOS RIBOSOMAS U
ACUMULADOS EN LA CELULA BACTERIANA TRATADA CON TRIMETOPRIMr ACTINOMICINA
Dv PUROMICINA O SOMETIDA A DISTINTOS ESTADOS DE AYUNOH

EL REQUERIMIENTO INDISPENSABLE DE LA INICIACION DE LA SINTESIS PROTEICA
ES OUE LAS PARTIIULAS RIBOSOMALES SE ENCUENTREN DISOCIADAS COMO SUBUNIw
DADES" EL HECHO DE SER EL FACTOR DE INICIACION 3 ( FI 3 J UN POTENTE
DISOCIADOR DE LA PARTICULA'70 S v PERMITE ESPECULAR ACERCA DE UN CAMINO
QUE PASA A TRAUES DEL RIBOSOMA ENTERO LIDREv EL CUAL AL SER DISOCIADO y
PROUEE LAS SUBUNIDADES PARA LA INICIACION.

ADMITIDA POR OTRA PARTE LA EXISTENCIA FISIOLOGICA DE LAS PARTICULAS 70 S
LIBRES COMO ENTIDAD DISTINTA DE LOS MONOSOMASV SUROEN DOS SECUENCIAS
HIPOTETICAS DE FENOMENOS» EN LAS CUALES PARTICIPA IOUALMENTE DICHA
PARTICULA 70 S. ESTAS SECUENCIAS SE REFLEJAN EN DOS MODELOS DEL CICLO
RIBOSOMAL ( FIGURA 20 ).

LA DIFERENCIA ENTRE AMBOS MODELOS ES OUE EN A y EL RIBOSOMA AL TERMINAR
LA SINTESIS POLIPEPTIDICAV SE DESACOPLA DEL MENSAJERO SIMULTANEAMENTE
CON UNA DISOCIACION EN SUS DOS SUBPARTICULAS CONSTITUYENTES. EN B v EN
CAMBIOy EL DESACOPLAMIENTO OCURRIRIA MANTENIENDO EL RIBOSOMA SU INTEGRIW
DAD FISICA.

LA EXISTENCIA DEL INTERCAMBIO DE SUBUNIDADES DEL RIBOSOMA CON SUBUNIDAW
DES RADIOACTIUAS AGREGADAS DURANTE LA SINTESIS PROTEICAy FUE TOMADA POR
KAEMPFER COMO PRUEBA DE OUE EL DESACOPLAMIENTO DEL RIBOSOMA SE EFECTUA
CONCOMITANTEMENTE CON LA DISOCIACION DEL MISMO"

PERO NUESTRA OBSERUACION y Y LA DE OTROS v DE OUE LAS PARTICULAS 70 S
LIBRES INTERCAMBIAN TAMBIEN SUS SUBUNIDADES DEJO NUEUAMENTE ABIERTA LA
DISCUSION n EL INTERCAMBIO DURANTE LA TERMINACION NO PUEDE SER ESA PRUEW
BAy PUES EN AMBOS MODELOS MENCIONADOS ES DABLE ESPERAR UN INTERCAMBIO
CON SUBUNIDADES AOREGADAS. ESTO ES ADEMAS UNA SIMPLE CONFIRMACION
EXPERIMENTAL DEL EQUILIBRIO DINAMICO ENTRE LAS FORMAS ASOCIADA Y DISOW
CIADA DEL RIBOSOMA LIBRE DEMOSTRADO POR SPIRINu

U 1

_..-....--. _ _. -.. .-.... ... .. >
30 S + 50 S 70 S

< .... .... .... ... ... .... ... .... .... ... -.. -.. .-.

U 2
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ERA IMPORTANTEv POR LO TANTOy CONSEGUIR UN REACTIVO OUE ACTUARA SOBRE
ESE EQUILIBRIO Y LO DESPLAZARA SENSIDLEMENTE HACIA LA DERECHA, IMPIDIEN"
DO LA DISOCIACION DEL RIBOSOMA LIBREy EN CASO DE SER ESTE EL PRODUCTO
DEL DESACOPLAMIENTO! Y PERMITIENDO SU REASOCIACION EN CASO DE OUE EL
DESACOPLAMIENTO SE EEECTUARA EN LA FORMA DISOCIADAH ESTE REACTIVO RESULW
TO SER LA ESPERMIDINA; OUE ADEMAS TIENE LA UENTAJA DE SER UN COMPONENTE
NORMAL Y FISIOLOGICO DEL RIBOSOMA Y DEL MEDIO INTRACELULAR BACTERIANO.

ESTA SUSTANCIA DESPLAZA FUERTEMENTE LA REACCION A LA DERECHA PROBABLEW
MENTE DISMINUYENDO U En SI EL DESACOPLAMIENTO SE PRODU‘ÉRA SEGUN EL
ESQUEMA A DE LA FIGURA 20 y LA ESPERMIDINA PERMITIRIA EL INTERCAMBIO
AL NO AFECTAR V 1 v ES DECIR LA UELOCID D DE ASOCIACION DE LAS SUBPARTI“
CULAS" EN ESTE CASO SE FORMARIAN HIBRIDOSv PUES CADA SUDUNIDAD 30 S
RADIOACTIVA TIENE IGUALES PROBABILIDADES DE ASOCIARSE CON LA SUBUNIDAD
50 S OUE CUALOUIER OTRA SUBUNIDAD 30 S.
EN CAMBIO SI SE PRODUJERA EL DESACOPLAMIENTO SEGUN EL MODELO B y LA
ESPERMIDINA HARIA EL INTERCAMBIO TAN LENTOv POR DISMINUCION DE U 2 OUE
NO SE DETECTARIA EN UN COMIENZO. ES CIERTO OUE DEJADO DURANTE UN TIEMPO
SUEICIENTEv LOS HIDRIDOS TERMINARIAN POR DETECTARSE IGUAL OUE EN EL CASO
ANTERIOR y PERO LA UELOCIDAD DE INTERCAMBIO SERIA SENSIBLEMENTE MENOR"

EN NUESTRO SISTEMAv LA ESPERMIDINA y EN LA CONCENTRACION UTILIZADAy NO
AFECTA LA ELONGACIONv MEDIDA COMO LA INCORPORACION EFECTIUA DE AMINOW
ACIDOS RADIOACTIUOS A LAS MOLECULAS PROTEICASF NO MODIFICA LA LIBERACION
DEL PEPTIDO TERMINADO? Y NO ALTERA EL DESPRENDIMIENTO DEL RIBOSOMA DEL
MENSAJERO AL TERMINAR LA SINTESIS PROTEICA.

EN LOS EXPERIMENTOS DE INTERCAMBIO SE PUEDE OBSERUAR CLARAMENTE SUE
DURANTE LA TERMINACION y LA MAGNITUD DEL INTERCAMBIO NO ES DISMINUIDA EN
LO MAS MINIMO POR EL AGREGADO DE ESPERMIDINA. ESTO ERA DE ESPERAR SI EL
DESACOPLAMIENTO SE PRODUCIA DE ACUERDO AL MODELO A DEL ESQUEMA
MENCIONADO y Y SOLO EN ESTE CASO.

LA FIGURA 12 B NOS MUESTRA EL EFECTO DE LA ESPERMIDINA SOBRE EL INTER“
CAMBIO UNA UEZ OUE SE HAN ASOCIADO LAS SUBUNIDADES LUEGO DE LA TERMINA“
CIÜN Y DESACOPLAMIENTO. ESTO RATIFICA LA CAPACIDAD DE LA ESPERMIDINA DE
INHIBIR EL INTERCAMBIO SI EL MODELO CORRECTO HUBIESE SIDO EL H .

ADEMAS NUESTRO SISTEMA NO REINICIA LA SINTESIS PROTEICAv Y ESTO DESCAR“
TA LA POSIBILIDAD DE OUE EL INTERCAMBIO ESTUDIADO SEA DEBIDO A LA FORMAW
CION DE MONOSÜMAS O COMPLEJOS DE INICIACION . SEGUN MUCHOS CRITERIOSy EL
HIDR DO SE COMPORTA IGUAL A UNA PARTICULA 70 S LIBRE ( DE TERMINACION )
Y NO COMO MONOSOMA: SE DISOCIA POR BAJAS CONCENTRACIONES DE MAGNESIO y
PERO RELATIUAMENTE SUPERIORES A LAS REOUERIDAS POR EL MONOSOMA! Y POR
ACCION DE LA RNASA Y DEL FACTOR DISOCIANTE! E INTERCAMDIA SUS SUBUNIDAW
DES CON SUDUNIDADES 30 S AGREGADASv(EIGURAS 13v 14v Y 15).

SIN EMBARGOEL SISTEMA ESTARIA EN CONDICIONES DE REINICIAR SI SE UTILIW
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ZARAN LAS SUDUNIDADES ADECUADAS RuRA ELLO" ESTO LO ILUSTRAN LOS EXPERIM
MENTOS CON PARTICULAS 30 S NATIUASy LA“ OUE POR ESTA CAUSA NO FUERON
UTILIZADAS EN LOS EXPERIMENTOS TOMADOS EN ÉUENTA.

SE DESCARTO ADEMAS LA POSIBILIDAD DE OUE EL RIDRIDO SEA PRODUCTO DE LA
ASOCIACION DE LAS SUBUNIDADES RADIOACTIUAS CON SUDUNIDADES 50 S OUE
ESTUUIESEN CONTAMINANDO EL SISTEMA.

UN ASPECTO IMPORTANTE ES LA CORRELACION OUE HAY ENTRE LA TERMINACION Y
EL INTERCAMBIOv OUE INDICA LA DEPENDENCIA QUE HAY Th- SEGUNDO FENOMENO
CON RESPECTO AL PRIMERO. LA FIGURA Ió ILUSTRA OUE LA CORRELAÍION ENTRE
ELLOS ES MUCHO MAYOR OUE ENTRE CUALQUIERA DE ELLOS Y LA ELONOACION" ES
DECIR OUE NO ES SUFICIENTE OUE HAYA ELONOACION PAR- OUE OCURRA EL INTERW
CAMBIO! SINO OUE DEBE HABER EFECTIUAMENTE UNA TERMINACION"

,_.,

EN LA EIOURA 21! EN SU PARTE SUPERIORy SE ESOUEMATIZA LA TERMINACION
FISIOLOOICA Y EL DESACOPLAMIENTO CONSECUENTEv TAL COMO CONSIDERAMOS OUE
SUCEDE DE ACUERDO CON LOS RESULTADOS RELATADOS.

AL ESTUDIAR EL EFECTO DE LOS ANTIDIOTICOSy SE NOTA OUEv CON LA EXCEPCION
DE LA PUROMICINAV TODOS LOS ANTIBIOTICOS MENCIONADOS EN LA ULTIMA
SECCION DE LOS RESULTADOS INHIDEN EL INTERCAMBIO SIMPLEMENTE PORQUE

INHIDEN LA SINTESIS PROTEICAu EL INTERCAMBIO DISMINUYE AL NO
HABER TERMINACION DE LA SINTESISv Y DESACOPLAMIENTO DE RIDOSOMAS OUE
PUEDAN INTERCAMDIAR" LOS MISMOS ANTIDIOTICOS NO INHIDEN EL INTERCAMBIO
SI SE LOS AOREOA CUANDO LOS RIDOSOMAS DE TERMINACION YA SE ENCUENTRAN
EORMADOS .

UNA EXCEPCION A ESTO ULTIMO ES LA NEOMICINAy (RESULTADOS NO MOSTRADOS)u
ELLA INHIDE EL INTERCAMBIO “POST TERMINACION“ POR TENER UN EFECTO ESTA“
DILIZANTE SODRE LA PARTICULA ÏO S n EL HECHO DE OUE ESTE ANTIDIOTICO
INTERFIERE TAMBIEN EN EL MECANISMO DE SINTESIS PROTEICA NO NOS PERMITIO
USARLO COMO REACTIUOr EN NUESTROS ESTUDIOS DEL INTERCAMBIO" POR ESTE
MOTIVO RECURRIMOS A LA ESPERMIDINA.

EN CAMBIO r LA PUROMICINA PRODUCE TERMINACIONES PREMATURAS» SI DIEN NO
FISIOLOGICAS; OUE DEJAN RIDOSOMAS LIBRES. COMO ERA PREDECIBLE» EN UEE DE
DISMINUIR y EL INTERCAMBIO EUE ESTIMULADO

EL USO DE LA ESPERMIDINA NOS PERMITIO INVESTIGAR LA MAYOR O MENOR SEMEM
JANZA DEL DESwCOPLAMIENTO ENTRE LA TERMINACION FISIOLOOICA Y LA TERMINA“
CION PREMATURA POR ACCION DE LA PUROMICINAu

LAS MAONITUDES DEL INTERCAMDIO SON SUPERIORES EN EL CASO DE LAS TERMINAW
CIONES PREMATURAS OUE EN LA PISIOLOOICA. ESTO SE DEBE A OUE PRACTICAMENW
TE TODOS LOS RIDOSOMAS PARTICIPAN EN EL INTERCAMBIO EN EL PRIMER CASO;
MIENTRAS OUE SOLO LOS RIBOSOMAS QUE LLEGAN A UN CODON DE TERMINACION LO
HACEN EN EL SEGUNDO CASOnADEMAS LA DEORADACION NUCLEOLITICA DEL MMRNA
HACE OUE MUCHOS RIDOSOMAS PUEDAN ELONOAR EN MAYOR O MENOR GRADO SU PEPW
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TIDOv PERO NO PUEDAN JAMAS LLEGAR A UNA SEÑAL DE TERMINACION

LA VELOCIDAD DE INTERCAMBIO ES SUPERIOR EN EL CASO DE LA PUROMICINAv Y
ESTO SE DEBE AL EFEÏTO INSTANTANEO DE LA MISMA» MIENTRAS OUE LA ELON"
ACION ES UN FENOMENO COMPARATIVAMENTE MAS LENTO

EN CUANTO AL MODO DE DESACOPLAMIENTO! LOS EXPERIMENTOS INDICAN SIN LUOAR
A DUDAS OUE EN EL CASO DE LA TERMINACION PREMATURA POR EFECTO DE LA ‘
PUROMICINA y EL RIDOSOMA SE SEPARA DEL MENSAJERO SIN SUE LAS SUBUNIDADES
PIERDAN EL CONTACTO FISICO ENTRE SI" LA CASI AUSENCIA DE INTERCAMBIO CON
ESPERMIDINA DURANTE EL TRATAMIENTO CON PUROMICINA ( FIGURA IS )! INDICA
CLARAMENTE ESTE MODO DE ACCION"

EN OTRAS PALABRAS y EN ESTE CASO EL MODELO PERTINENTE ES EL D DE LA
FIGURA 20 . LA PARTE INFERIOR DE LA FIOURA 21 ILUSTRA ESOUEMATICAMENTE
EL MODO DE DESACOPLAMIENTO POR EFECTO DE LA PUROMICINA.

CABIA LA POSIBILIDAD DE OUE LA PUROMICINA EN PRESENCIA DE LA ESPERM
MIDINA» IMPIDIERA LA LIBERACION EFECTIVA DEL PEPTIDOV O LA SEPARAW
CION DEL MENSAJERO v ACTUANDO ESTAS SLSTANCIAS COMO ESTABILIZANTES DE LA
PARTICULA E0 S" LOS EXPERIMENTOS DE LA TABLA XIII Y DE LA FIGURA 19
DESCARTARON AMBAS POSIBILIDADES.

LA EXISTENCIA "IN VIVO" DE LA PARTICULA 70 S LIBRE NO PERMITE AEIRMAR
NADA DEFINITIVO SOBRE SU IMPORTANCIA. ES MUY PRODABLE OUE A VELOCIDADES
DE SINTESIS PROTEICA ALTASr LAS PARTICULAS DISOCIADAS DURANTE EL DESACO"
PLAMIENTO SEAN LAS OUE DIRECTAMENTE REINICIEN LA SINTESIS PROTEICA“ EN
ESTE CASO LA PARTICULA RIBOSOMAL LIBRE SERIA UNA FORMA DE RESERVA O DE
“REPOSO” EN MOMENTOS EN OUE LA VELOCIDAD DE DIOSINTESIS PROTEICA DISMIW
NUYEu ESTO SERIA ASI POR SER LA FORMA ASOCIADA LA MAS ESTABLE TERMODINAW
MICAMENTE.

LAS REACCIONES ESTUDIADAS “IN VITRO“ NO TIENEN LA EFICIENCIA DEL FENOMEM
NO OUE OCURRE “IN VIVO". EN ESTE SENTIDO ES PROBABLE OUE POR SER NUESTRO
SISTEMA “IN VITRO” SUBHOPTIMO! SE ASEMEJE A SISTEMAS FISIOLOSICOS DE
MENORES O ESCASAS NECESIDADES METADOLICAPu

LA OTRA POSIDILIDAD ES OUE LA PARTICULA ?0 S SEA UN PASO NO OPTATIVOv
SINO NECESARIO EN EL CICLO RIBOSOMAL.SI BIEN NO HAY EVIDENCIAS ACERCA DE
ELLO v NADA LO DESCARTA n EN ESTE SENTIDO SU CONSTANCIA EN LISADOS Y EN
SISTEMAS “IN VITRO” PUEDE SER UN INDICIO OUE MEREZCA INVESTIGARSE" SIN
EMDARSO NO ES EL PROPOSITO DE ESTA TESIS DISCUTIR MAYORMENTEESTA POSI“
DILIDAD.

POR OTRA PARTE y LOS RESULTADOS DE LOS EXPERIMENTOS CON PUROMICINA INDIW
CAN OUEv POR LO MENOS EN UN CASOv NO ES NECESARIA LA DISOCIACION PARA
OUE EL DESACOPLAMIENTO OCURRA; PUDIENDO EL RIBOSOMA ABANDONAR EL MENSAM
RO COMO PARTICULA 70'S LIBRE E INTEGRA.
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ULTHÜÜS HELATHUÜS EN ESTñ MEHÜEIQ ÜEHUES J
. EL UBÜ DEL INTERCAMBIO DE SUBUNIHH.EJ 3 EN PRESENCIA

'hRMIÜINfiv EN LA FORMA RELATAUH; QUE LÜS “lfip

LÜS RE

DE ' ' ÜESHCÜPLARW
SF T“ MENSAJERÜ DURQNTE Lñ TERMINACION DE Lñ SINTESIí fi LU HACEN
CÚNCÜMITANTEHENTE CÜN SU UISÜCIACIÜN“ PRUEBAN ADEMAS GUN LN M.ïx« NETO“
UULÜGIAy QUE EN LA TERMINACIÜN PREHÉTURA PRUDUCIÜA PUR LH PUHÜMICINH y
EL RIHUSÜHA SE DEBERENÜE ÜEL MENSAJERO SIN NECESIDÉD DE UNA ÜISÜÜïHÜIÜNy
MOSTRANÜÜ HSI UNA NUEUÑ ÜIEERENCIH ENTRE LÜS DUB FENÜMENÜS .

E. HZZAMISRAEL Hu HLÜRHNHTI HANSUR
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FIGURA lHCURUñ BE CRECIMIENTO HE EHCÜLI Ü 10a

LAS HACTERIAS FUERÜN CULTIUADHS EN 20 LITRÜS DE MEÜIÜ H A 3? GRHÜÜS Cr
Y CON AIREACIÜN FÜRZAHHHEL CULTIVO FUE INICIÑÜÜ ñ PfiRTlR UE UN INÜCULÜ
HE 500 CC CULTIUHÜÜ ÜURÑNTE LA NOCHE ñNTERIÜR. LAS ÜRDENAUAS ESTAN EN
ESCÑLA LÜGHRITMICÑ.



E

o
E

'< 0/.
a8 - ./o/./ -' 11.2

0/.,/
4 - ./ —5.6

.2 - // -PZB

1 P - 1.4

.03 - / - 4

/.
Fig. 1 ./°

/ l l I l
1 2 3 4

Horas

CURVA DE CRECIMIENTO DE E.COL1 D10

N°bactefiasx167ml



H

FIGURÑ 2

ñ" PÚBLñí
MUEGÜ Ï

zH.__.

:ÜN
L. x3 R Pi4

¿'J 'Z. \.'

ULTERLÜR E8 CÜMÜ EN

MHEHAZZQM

him-i 1‘——-'

ENRIQUECIÜÉ Y PURI

¡»un u n‘ ‘fb

LÏSÏS HE ÜRQDIENTE DE PREPHRHCIÜNES(ñ ¡Él

t CÜSECHHDÑS EN FÑSE
"TÏUÜV 2 UNIÜÑÜES HE ñ

¿HHH SÜBRE UN GRHL¿MN'Ï DE SÉCÑRUSÑ DE lümflo X
RÜTÜR 8' 50 ñ 40"000 RPM ÜURÑNTE ?5 MINUTOS" SE

ñNÑLISIc CÜNTINUC DE LA HHSÜRBÑNCIH fi 254 NM"¡J

UNA UNIÜHH DE
RRIBQSÜMÑH .

15W40 Z.

fi uao NM
CIÜN Il"

TRHTÑHI

LA FRACCIÜ PÜLïRRIHÜSEMAL"
ZAÜA DE PÜLI
DE SÑCÑRÜSH HE

UE

ELUN GHHUXENTÉ
A"

SOBRE

LÜGÉÏITMI

ï'l ¡ÍÏ' i
A.‘ l...

fl ' ‘
"'t u 

Emfú

CA
f' "x e i. V
¡CZÓU En"!

PULIRRÏBÜSÜMALESn

¡ÏII/\ f'.‘
' I"I \. .lu



ik254nm

o : : : :

.45. B 

.30h w '
O
fx

15. .

Fig. 2
o n l l l

5 4 3 2 1

Distancia del
fondo (cm)

ANALISIS DE GRADIENTE DE PREPARACIONES

POLIRRIBOSOMALES





Fig.

E I I I I

.c A
V
LD

N

.6 1<

eno
4 I- m q

.2 - .

. I e '

B
.6 .

m
O
M

h w q.4 o
h

.2 " '

l l l l

5 4 3 2 1 0

distancia del

fondo (cm)

ANALISIS DE GRADIENTE DE PREPARACIONES
RIBOSOMALES



i.¡.LL:I.-U HLHUDUHHI- I:.N ¡:¡HLIEHLF'ID'I' IEHI'ILNHbLUN LH: LH DLNIILZDLRD I""'I'ÉU|I:.J.L.-F"l

FIGURÑ 43 SEPHRACIÜN UE SUHUNIÜHUES RIHÜSÜMHLES.

óO UNIDADES UE ñ 260 NH DEL 8 30 SE UIALIZÑN CÜNTRG THMPÜN 3 BURANTE 12
HÜHÑSv Y SE SIEMBRAN SOBRE UN GRAHIENTE DE SACARÜSÉ UE 15m30 Z y HE H?
ML DE CAPACIÜAH» Y SE CENTRIFUÜHN EN EL RÜTÜR SU 25 ñ 21n000 RPM ÜURGNTE
14 HÜRHSHEL GRQÜIENTE SE FRwCCIÜNA DESDE EL FÜNHÜ USÉNHÜ UNA HUMBA
PERISTAL' ñ BE FLUJÜ ÜÜNSTANTEv Y SE MIDE LA ABSÜRHANÜIH ñ 260 NM HE
CHHH UNH Las FRACCIÜNES DE 0y4 CCy ( Ü SU RHÜIÜACTIUIDAU EN EL CHSÜ
HE GER Pía ICULAS RAUIOHCTIUHS)H SE UNEN LAS FRHCCIÜNES CORRESPÜNÜIENTES
A CAUH F . LAS FRACCIÜNES 50 ñ 59 CÚRRESPÜNHEN AL PICÜ 30 S" Y LAS
FRHCÜIÜNES 21 ñ 36 HL PICÜ DE SUBPARTIÜULÑS 50 F.
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