En el ciclo «Membranas y compartimentos celulares»

CUATRO DESTACADOS BIOLOGOS
PRESENTARON SUS ULTIMAS
INVESTIGACIONES

Cuatro destacados cientificos
internacionales, entre ellos dos
Premios Nobel de Medicina, par-
ticiparon en el ciclo sobre «Mem-
branas y compartimentos celu-
lares», que se celebr6 en la Fun-
dacién Juan March del 13 de
febrero al 13 de marzo pasados.
El doctor inglés Nigel Unwin,
del Medical Research Council
de Cambridge (Inglaterra); el Pre-
mio Nobel de Medicina 1974,
George E. Palade, de la Yale
University (Estados Unidos); el
también Premio Nobel de Medi-
cina (1968), H. Gobind Khorana,
del Massachusetts Institute of
Technology (Estados Unidos); y
Gottfried Schatz, del Biozentrum-
Universitat Basel (Suiza) expu-
sieron sus ultimas investigacio-
nes en torno al tema del ciclo.
Estaba también prevista la in-
tervencién del doctor Daniel
Koshland, quien no pudo parti-
cipar por enfermedad.

Intervencion de cientificos
espanoles

Los cuatro cientificos, como
es habitual en esta serie de con-
ferencias que organiza regular-
mente la Fundacién, fueron pre-
sentados por otros tantos espe-
cialistas esparioles: José Loépez
Carrascosa, del Centro de Bio-
logia Molecular, del C.S.I.C.-Uni-
versidad Auténoma de Madrid
(Unwin); Fernando Diaz de Es-
pada, del Servicio de Inmuno-
logia de la Clinica Puerta de
Hierro, de Madrid (Palade); Se-
vero Ochoa (Premio Nobel de
Medicina 1959), del Centro de
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Biologia Molecular del C.S.I.C.
(Khorana); y Margarita Salas Fal-
gueras, también del Centro de
Biologia Molecular, de Madrid
(Schatz).

Ademads de estas conferencias
publicas, los cuatro cientificos
impartieron durante su estancia
en Madrid sendos seminarios en
diversos laboratorios de esta capi-
tal. El 14 de febrero, Nigel Unwin
abrié esta serie de seminarios
en el Laboratorio que dirige L6-
pez Carrascosa, con una sesion
de trabajo sobre «Three Dimen-
sional Structure of the Acetyl-
choline Receptor Ion Channel»;
el 20 de febrero, George E. Pa-
lade, en el Laboratorio del doc-
tor Ortiz Maslloréns, en el De-
partamento de Inmunologia de
la Fundaciéon Jiménez Diaz, im-
parti6 un seminario sobre
«Biosynthesis and Processing of
the Polymeric IgA Receptor in
Hepatocytes»; el 7 de marzo,
H. Gobind Khorana, en el del doc-
tor Ochoa, habl6 sobre «Studies
on Proton Translocation by Bac-
teriorhodopsin»; y el 13 de mar-
70, Gottfried Schatz, en el de la
doctora Salas, hablé sobre «Cha-
racterization of the Mitochon-
drial Protein Import Machinery».

A continuacién ofrecemos un
resumen de la conferencia del
doctor Nigel Unwin en la Fun-
dacién Juan March, que abrié
el ciclo de «<Membranas y com-
partimentos celulares», asi como
un extracto de la intervencién
de Lopez Carrascosa. En un pré-
ximo nudmero de este Boletin se
dard informacién sobre el con-
tenido de las restantes sesiones
del ciclo.

)



Nigel Unwin:

«PROTEINAS DE MEMBRANAS

BIOLOGICAS»

as membranas biolégicas

estan constituidas por una

bicapa de liquidos de
aproximadamente 50 A de espe-
sor. En esta bicapa, sumamente
fluida, se encuentran embebidas
diversas proteinas de membrana.
Las membranas biolégicas cons-
tituyen barreras de permeabili-
dad selectiva; esto permite crear
compartimentos en los cuales tie-
nen lugar diferentes procesos me-
tabdlicos. Las proteinas de las
membranas biolégicas tienen dos
funciones principales. Algunas
de éstas son canales o bombas
que, en determinadas circuns-
tancias, permiten a ciertos iones
o moléculas el paso a través de
la membrana, ya sea de forma
pasiva, a favor de gradiente o
impulsandolas a costa de un gas-
to energético. Otras proteinas de
membrana, como los receptores
de hormonas o neurotransmiso-
res, estan implicadas en el flujo
de informacién a través de la
membrana.

En la dltima década se han
registrado avances importantes
en la caracterizacion de estas pro-
teinas. Las técnicas de DNA re-
combinante han aportado un
buen nimero de datos sobre sus
secuencias de aminoacidos; sin
embargo, para un conocimiento
mas profundo es necesario de-
terminar su estructura tridimen-
sional. Para ello se han empleado
tanto métodos cristalograficos co-
mo microscopia electrénica. Esta
altima técnica tiene la ventaja
de que no requiere obtener mues-
tras cristalizadas y esto permite
estudiar las proteinas en unas

42

condiciones similares a las que
se encuentran «in vivo».

La bacteriorodopsina es una
proteina de membrana de 26 ki-
lodalton, presente en la bacteria
Halobacterium halobium. Esta
proteina es capaz de emplear
energia luminosa para bombear
protones al exterior de la mem-
brana plasmatica creando un gra-
diente que permite a la bacteria
obtener energia quimica. La es-
tructura tridimensional de esta
proteina se ha determinado a
una resoluciéon de 7 A mediante
microscopia electrénica. Esta
compuesta por siete segmentos
transmembranales cuya estructu-
ra secundaria es una hélice a.
Dominios semejantes se han en-
contrado en otras proteinas de
membrana como la rodopsina,
el receptor B-adenérgico y el re-
ceptor muscarinico de acetil-co-
lina.

Otra de las proteinas estudia-
das es la que forma los canales
que se encuentran en células de
higado de rata. Estos canales
tienen una estructura en anillo
formada por seis subunidades
1dénticas de 32 kilodalton y cons-
tituyen puentes entre células ad-
yacentes que permiten el inter-
cambio de sefiales quimicas. En
presencia de Cat*, las subunida-
des tienen una disposicién pa-
ralela, mientras que en ausencia
de este i6n las subunidades su-
fren un giro de 7,5°. Es muy
posible que este cambio confor-
macaonal sea responsable del fun-
cionamiento del canal, siendo
la ausencia de Ca** lo que lo



mantiene cerrado. Este tipo de
cambio conformacional recuerda
al que se produce en la molé-
cula de hemoglobina determi-
nado por la presencia/ausencia
de oxigeno.

Otra de las proteinas estu-
diadas ha sido el receptor de
acetil-colina. Esta proteina ha
sido purificada a partir de mem-
branas post-sinapticas de células
sensoras de la raya eléctrica Tor-
pedo marmorata, donde forma
unas estructuras tubulares. Se tra-
ta de un pentimero compuesto
por cinco subunidades: dos o,
una f, una 7 y una 6. Estas
subunidades tienen homologia
de secuencia. Este receptor juega
un papel crucial en el manteni-
miento del impulso nervioso de
una célula a otra.

Lopez Carrascosa:

La comparacién de las estruc-
turas de este receptor en presen-
cia o ausencia de un anilogo
del neurotransmisor revela que
se produce un cambio confor-
macional que origina una dis-
posicion asimétrica de las sub-
unidades. Este tipo de estudios
han permitido conocer en detalle
la estructura helicoidal de las
vesiculas tubulares. El tamafio
del poro es muy pequeno (15
%) comparado con el diametro
total. En las zonas anterior y
posterior al poro parece que
hay aminodcidos cargados ne-
gativamente, como se ha puesto
de manifiesto mediante mutagé-
nesis «in vitro». Estas caracte-
risticas estan encaminadas a con-
seguir una alta eficiencia y se-
lectividad en el funcionamiento
del receptor.

«NUEVAS POSIBILIDADES DE
ANALISIS ESTRUCTURAL»

El estudio de las membranas
bioldgicas es un tema de enorme
interés dado el papel fundamen-
tal que éstas juegan en pro-
cesos muy relevantes para las
células y organulos celulares. El
doctor Nigel Unwin ha hecho
una itmportante aportacion al es-
tudio de las proteinas de mem-
brana en los ultimos anos, en
especial por la aplicacion de
una nueva tecnologia de analisis
estructural, basada en la micros-
copia electréonica de objetos bio-
l6gicos no contrastados y el ana-
lisis digital de las imagenes ob-
tenidas por el microscopio elec-
tréonico. Su solida experiencia
en tratamiento digital de ima-
genes le ha permitido explotar
al maximo las posibilidades del
microscopio electrénico, en con-
diciones de visualizacién poco
convencionales; y gracias a ello
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ha Jogrado demostrar nuevas po-
sibilidades de analisis estructural
de material bioldgico.

Sus trabajos han permitido co-
nocer la estructura de estas pro-
teinas de membrana con gran
detalle y han hecho posible di-
ferenciar estadios conformacio-
nales de estos agregados macro-
moleculares que llevan a cabo
funciones relacionadas, abriendo
asi el camino para el entendi-
miento de los mecanismos mo-
leculares de estos procesos de
comunicacion celular.

El éxito de sus trabajos ha
posibilitado la aplicacién de las
nuevas técnicas relacionadas con
la microscopia electronica mo-
derna en diversas areas como la
enzimologia, virologia, biologia
molecular, etc.



FINALIZO EL CICLO SOBRE
«MEMBRANAS Y COMPARTIMENTOS

CELULARES»

B Intervinieron los Premios Nobel Palade y
Khorana y los doctores Unwin y Schatz

Sobre la organizacién y fun-
cién del reticulo endopldsmico,
la transduccién por luz en bac-
teriorrodopsina y las proteinas y
la formacion de las membranas
bioldgicas hablaron en la Fun-
dacién Juan March cuatro des-
tacados cientificos extranjeros,
dos de ellos Premios Nobel de
Medicina, dentro del Ciclo «Mem-
branas y compartimentos celu-
lares» que organizd esta institu-
ci6n del 13 de febrero al 13 de
marzo, dentro del nuevo Plan
de Reuniones Internacionales so-
bre Biologia. Los doctores Ni-
gel Unwin, George E. Palade,
H. Gobind Khorana y Gottfried
Schatz expusieron sus trabajos
sobre esos temas, y fueron pre-
sentados, respectivamente, por
los doctores espanoles José Lo-
pez Carrascosa, Fernando Diaz
de Espada, Severo Ochoa (Pre-
mio Nobel de Medicina 1959) y
Margarita Salas Falgueras.

En el nimero anterior de este
Boletin Informativo se informé
sobre la conferencia de Nigel
Unwin. En péginas siguientes se
resumen las intervenciones de Pa-
lade, Khorana y Schatz.

Nigel Unwin (Shrewsbury, In-
glaterra, 1942) es desde 1987
Cientifico Asociado en el Labo-
ratorio de Biologia Molecular
del Medical Research Council
de Cambridge (Inglaterra) y miem-
bro del Departamento de la
misma especialidad en la Scripps
Clinic Research Foundation, en
La Jolla (California). Pertenece
a la EMBO (Organizacién Eu-
ropea de Biologia Molecular) y
a la Royal Society of London.

George E. Palade (Jassy, Ru-
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mania, 1912) esta nacionalizado
estadounidense. Es Investigador
Cientifico del Departamento de
Biologia Celular de la Escuela
de Medicina de la Universidad
de Yale en New Haven. En
1974 obtuvo el Premio Nobel
de Medicina, conjuntamente con
A. Claude y C. de Duve. National
Medal of Science (1986). Miem-
bro electo de la American Aca-
demy of Arts and Sciences (1957),
National Academy of Sciences
(1961) y Royal Society (Miem-
bro extranjero, 1984).

H. Gobind Khorana (Raipur,
India, 1922) fue profesor y co-
director del Instituto de Investi-
gaciones Enzimoloégicas de la
Universidad de Wisconsin en
Madison y profesor del Depar-
tamento de Bioquimica de la
misma Universidad, y en 1970
es nombrado profesor de Biolo-
gia y Quimica en el Massachu-
setts Institute of Technology, de
Cambridge (Estados Unidos). En
1968 obtuvo el Premio Nobel de
Medicina, con Nirenberg, por
sus contribuciones al descifra-
miento del coédigo genético.

Gottfried Schatz (Strem, Aus-
tria, 1936) es desde 1974 profe-
sor de Bioquimica en el Depar-
tamento de esta especialidad del
Biozentrum, de la Universidad
de Basilea (Suiza) y, desde 1984,
Secretario General de la EMBO.
Entre otras distinciones, cuenta
con las Medallas de Oro de la
Carlsberg Foundation (1983) vy
de la German Biochemical So-
ciety (1988); y es Miembro Ho-
norario Extranjero de la Ameri-
can Academy of Arts and Scien-
ces (1987).

}



George E. Palade:

«ORGANIZACION Y FUNCION
DEL RETICULO ENDOPLASMICO»

mitad de la década de
A los cuarenta, Claude y Por-
ter descubrieron que alre-
dedor del nucleo celular existia
un sistema de vesiculas al que
denominaron reticulo endopldas-
mico (REP). Este descubrimien-
to fue una de las primeras apli-
caciones del microscopio electré-
nico a la biologia moderna. En
los ultimos cuarenta afios, los
avances en este campo han sido
verdaderamente fantasticos.

El REP estd constituido por
un sistema de membranas inter-
conectadas, denominadas cister-
nas, que delimitan un espacio
interno o cisternal. Dentro de
este sistema es posible distin-
guir dominios estructurales dife-
renciados, tales como la mem-
brana nuclear, el reticulo endo-
plasmico liso y rugoso o los
elementos transicionales del re-
ticulo endoplasmico. El REP
rugoso se denominé de esta
manera debido a que se encon-
traban en él numerosas particu-
las de pequefio tamano asocia-
das a la membrana. Estas par-
ticulas, constituidas por molécu-
las de ARN vy proteinas, vy
denominadas ribosomas, son los
organulos celulares responsables
de la traduccion del ARN men-
sajero en proteina.

Aunque los primeros estudios
estructurales se realizaron con
cultivos celulares, pronto fue
evidente que el REP se encuen-
tra en practicamente todas las
células, animales o vegetales.
Sin embargo, no todas las célu-
las tienen el mismo REP; por
ejemplo, en células secretoras
del bazo el REP presenta un
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desarrollo mucho mayor que en
la mayoria de los otros tipos
celulares.

Durante la década de los cin-
cuenta se desarrollé la técnica
de fraccionamiento subcelular.
Esta técnica permite separar los
diferentes organulos subcelula-
res mediante homogeneizacién y
centrifugacién diferencial. La im-
portancia de esta técnica radica
en el hecho de que permite
abordar desde el punto de vista
bioquimico cuestiones que hasta
ese momento eran objeto de un
estudio puramente morfolégico,
lo que ha permiudo aclarar el
funcionamiento de numerosas
estructuras previamente descri-
tas. Pronto se descubrié que en
el REP existian diversas activi-
dades enzimdticas residentes. Mu-
chas de éstas estan relacionadas
con el metabolismo de lipidos,
tales como la sintesis de coleste-
rol, de fosfolipidos o acil-glicéri-
dos. En definitiva, este orga-
nulo es responsable de la mayor
parte de los lipidos necesarios
para el funcionamiento de todas
las membranas celulares.

En el REP tiene lugar la sin-
tesis de proteinas de membrana,
de proteinas solubles que se van
a excretar y de enzimas residen-
tes del REP. Los ribosomas son
responsables no sélo de la sin-
tesis, sino también de la translo-
caciéon de estas proteinas. En
este proceso, conocido como trans-
porte vectorial, estan implicadas
particulas de ARN llamadas SRP
y receptores de SRP que se



encuentran asociados a la mem-
brana del reticulo.

En numerosas proteinas resi-
dentes en el REP (por ejemplo,
proteinas de choque térmico o
reguladas por glucosa) se ha
encontrado en la regién C-termi-
nal un dominio conservado de
cuatro aminoacidos: lisina-aspar-
tico-glutamico-leucina. La fun-
cién de este dominio puede ser
retener en el REP, posiblemente
para una ulterior degradacién,
proteinas defectuosas o que pre-
sentan un plegamiento inco-
rrecto.

El REP realiza un conjunto
de funciones esenciales para el
metabolismo celular. Las fun-
ciones principales del REP son:
1) la sintesis de lipidos polares

Diaz de Espada:

y no polares; y 2) el direccio-
namiento de proteinas a lugares
especificos de la célula. Este sis-
tema de direccionamiento per-
mite enviar proteinas solubles a
los lisosomas u otros organulos
membranosos y permite, a su
vez, enviar proteinas de mem-
brana al REP, al aparato de
Golgi o a la membrana plasma-
tica. Entre las funciones secun-
darias del REP estan: 1) las
modificaciones postraducciona-
les: escision del péptido sefial y
glicosilacién de residuos especi-
ficos; 2) el metabolismo de lipi-
dos y compuestos aromaticos; y
3) en determinados casos el
REP puede actuar también como
reservorio de cationes divalentes
(calciosomas).

«ELEMENTO FUNDAMENTAL

a gran eclosion en el cono-

DE LA CELULA»
cimiento del reticulo en-

L doplasmico tuvo lugar a

partir de la mitad de los afios
cincuenta y estard siempre indi-
solublemente ligada al nombre
de George Palade. El reticulo
endopldsmico es un elemento
fundamental en todas las célu-
las de organismos superiores y
estd formado por un sistema
irregular de cavidades que ocu-
pa gran parte del interior de la
célula. Numerosas estructuras ce-
lulares (aparato de Golgi, sis-
tema endocitico-vacuolar, mem-
brana nuclear) confluyen o se
originan en el reticulo endo-
plasmico, que puede conside-
rarse como el principal sistema
de transito molecular en el inte-
rior de la célula. Este caracter
fundamental del reticulo endo-
plasmico ha hecho ramificarse
profusamente el contenido de
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su estudio por otras ramas de la
fisiologia celular, y en casi todas
ellas encontramos la labor inves-
tigadora del Dr. Palade, que
mereciéo en 1974 el Premio No-
bel de Medicina. El estudio del
reticulo endoplasmico es actual-
mente una pieza basica en la
comprension de la vida de la cé-
lula.

Hoy sabemos que regiones
especializadas del reticulo en-
doplasmico ejercen diferentes fun-
ciones en la vida de la célula,
que abarcan desde la sintesis y
translocacién de ciertas protei-
nas a la génesis de unidades de
membrana de la célula o a las
reacciones de detoxificacién de
agentes xenobiontes (drogas, pes-
ticidas, agentes cancerigenos) ab-
sorbidos por los organismos vi-
vos de su entorno.



H. Gobind Khorana:

«TRANSDUCCION POR LUZ EN
BACTERIORRODOPSINA 'Y
RODOPSINA DE MAMIFER O»

as proteinas de membrana
I se encuentran embebidas

en la capa lipidica y estan
implicadas en diversas funcio-
nes, entre las que destaca la
transmisién de informacién en-
tre el exterior y el interior de la
célula.

La bacteriorrodopsina es una
proteina de membrana que se
encuentra en la bacteria Halo-
bacterium halobium, una bacte-
ria halofita extrema, capaz de
vivir en soluciones salinas con-
centradas (hasta 4 M). La bacte-
riorrodopsina estd implicada en
la conversiéon de energia lumi-
nosa en energia quimica en
forma de ATP. El primer paso
de este proceso, la captaciéon de
luz, lo realiza una molécula
pequefia (cromoforo) asociada a
la proteina. La luz provoca la
isomerizacién de la molécula
(11 cis>trans); esto crea un
cambio en la conformacién de
la rodopsina que determina la
salida de protones al exterior de
la célula y este gradiente de pH
es utilizado por ATPasas de
membrana para fosforilar ATP.

Se ha determinado la secuen-
cia de aminoacidos de la bacte-
riorrodopsina. Esta proteina se
sintetiza como un precursor de
mayor tamafo del cual se escin-
den 14 aminodcidos del extremo
aminoterminal y un aminoacido
del carboxi-terminal. Dentro de
la proteina madura se distin-
guen 7 dominios hidrofébicos.
Estos dominios, que adoptan
una estructura secundaria de
tipo hélice «, se encuentran
atravesando la membrana y dis-
puestos paralelamente. Entre al-
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gunos de los dominios trans-
membranales existen segmentos
de aminoacidos que asoman al
interior o al exterior de la
célula.

Las técnicas de mutagénesis
«in vitro» han sido fundamen-
tales para el estudio de este sis-
tema. Mediante ellas es posible
modificar a voluntad aminodéci-
dos especificos dentro de la
secuencia y analizar las conse-
cuencias de estas modificaciones
para la funcionalidad de la
molécula. De esta forma se ha
podido comprobar que existen
cuatro residuos del aminoacido
aspartico cuya sustitucion afecta
severamente a la capacidad de
la bacteriorrodopsina para bom-
bear protones.

La rodopsina es una proteina
que se encuentra en cierto tipo
de células de la retina de mami-
feros, denominadas «bastones».
Se trata de células altamente
especializadas en la captacién
de la luz, lo que constituye el
primer paso del proceso de vi-
sién. Estas células tienen forma
alargada con un eje cilindrico
que se proyecta al exterior vy
otro eje sinaptico al interior.
En el citoplasma aparece una
serie de organulos membranosos
de forma discoidal dentro de los
cuales se encuentra la rodopsina.

Una molécula de pequeiio
tamafio (retinol) asociada a la
rodopsina es capaz de captar
fotones, provocandose una iso-
merizacion de la molécula (trans>
>13 cis) de forma similar a la
que tiene lugar en el cromoéforo



de bacteriorrodopsina. Esto pro-
voca, a su vez, cambilos estruc-
turales en la rodopsina que
abren una cascada de reacciones
bioquimicas cuya consecuencia
ultima es la polarizacion de la
membrana celular, con lo que
comienzan los procesos electro-
fisiologicos en la retina.

Ha sido posible construir un
gen sintético que codifica para
la rodopsina, utilizando peque-
fios segmentos de ADN de secuen-
cia conocida y uniéndolos ade-
cuadamente. Este gen se ha
expresado en células de mami-
fero utilizando el vector pMT3.
Todo ello ha permitido realizar
mutagénesis dirigida de buena

Severo Ochoa:

parte de los residuos de la
molécula y analizar la funcio-
nalidad de las nuevas proteinas
asi creadas. Sustituciones en
ocho de las diez cisteinas no
afectaron significativamente a la
funcién, mientras que sustitu-
ciones en las cisteinas 110 6 187
hacian moléculas no funcio-
nales.

En otras proteinas de mem-
brana, tales como receptores de
hormonas o del factor de creci-
miento epitelial u otras protei-
nas transmembranales, se han
encontrado siete dominios con
capacidad de formar hélices «
de forma similar a los de rodop-
sina y bacteriorrodopsina.

«ESTUDIOS DE EXCEPCIONAL

IMPORTANCIA»

horana es una autoridad
K mundial en la sintesis qui-

mica de polinucleétidos,
que desarrollé6 de un modo
insospechado con su introduc-
ci6n de la carbodiimida como
agente condensante. Su labor
cientifica alcanzaria una de sus
cumbres con su fundamental
contribucién al conocimiento del
codigo genético. Khorana uti-
liz6 como mensajeros, en siste-
mas acelulares de sintesis pro-
teica, polirribonucleétidos de se-
cuencia alternante obtenidos por
sintesis quimica. Estos polinu-
cle6tidos promovian la forma-
ci6én de polipéptidos de secuen-
cia de aminoacidos alternante y
dependiente del orden de las
bases en los mismos. Simulta-
neamente, Marshall Nirenberg lle-
g6 a los mismos resultados por
el método de fijacién de deriva-
dos aminoacilados de tRNA en
ribosomas bacterianos. Por este
trabajo, ambos recibieron con-
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juntamente el Premio Nobel de
Medicina en 1968.

En la actualidad, Khorana se
ocupa del estudio de la rodop-
sina bacteriana o bacteriorrodop-
sina y con su equipo trata de
comprender el mecanismo de la
translocacién de protones utili-
zando métodos de DNA recom-
binante para expresar la rodop-
sina en E. coli. Sus investigacio-
nes han obtenido tres clases de
mutantes en los que la rodop-
sina se halla modificada. Parece
que por lo menos tres, y posi-
blemente cuatro residuos de aci-
do aspartico son indispensables
para la translocacién de proto-
nes. Los estudios de Khorana
son de excepcional importancia,
ya que la transduccién energé-
tica es uno de los fenémenos
mas caracteristicos, bdsicos, de
la vida y su mecanismo per-
manece aun oscuro.



Gottfried Schatz:

«LA FORMACION DE
MEMBRANAS BIOLOGICAS»

as membranas estdn com-
L puestas por lipidos y pro-

teinas; en ambos casos
estas moléculas tienen una natu-
raleza anfipatica, esto es, parte
de la molécula es hidrofilica y
otra parte es hidrofébica. La
disposicion de estas moléculas
en la membrana garantiza que
las zonas hidrofébicas se sitden
en el interior y no tengan con-
tacto con las moléculas de agua.
Esta configuracién es estable y
los componentes de la mem-
brana pueden adquirirla sin gas-
to de energia quimica.

Todas las membranas biolé-
gicas muestran una fuerte asi-
metria. La disposicién de las
proteinas en una u otra orien-
tacién esta determinada por me-
canismos celulares. De hecho,
existe un proceso finamente re-
gulado que sintetiza y dirige las
proteinas de membrana a los
lugares que tienen que ocupar.
Para ello son necesarios ciertos
requerimientos. En primer lu-
gar, las proteinas de membrana
poseen una sefial que permite a
la maquinaria celular identifi-
carlas como tales. Se trata de
un péptido en la zona N-termi-
nal de la cadena polipeptidica y
que se denomina péptido sefial
o secuencia lider. Otros reque-
rimientos son: aporte de energia
quimica, que la proteina no se
encuentre plegada en su con-
formacién nativa y la existen-
cia de una maquinaria especi-
fica capaz de decodificar la in-
formacién contenida en el pépti-
do sefial.

El sistema de translocacién en
la mitocondria es diferente del
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que tiene lugar en otros siste-
mas membranosos. Estudiando
una proteina mitocondrial, la
subunidad IV de la citocromo
oxidasa, se ha visto que obtiene
un péptido sefial de 25 amino-
4cidos, necesario para la translo-
cacién de la proteina a través
de las dos membranas de la
mitocondria, que tiene lugar de
forma postraduccional. Ha sido
posible crear genes sintéticos
que poseen el péptido sefial de
la citocromo oxidasa en la regién
N-terminal de otra proteina, pro-
vocando que esta ultima sea
dirigida al interior de la mito-
condria. Con objeto de estudiar
con mas detalle los requerimien-
tos de ese péptido se construyd
un gen sintético, que poseia un
codon de iniciacién seguido por
una secuencia al azar de 27
nucleétidos y de una proteina
facilmente identificable en la
mitocondria. Mediante traduc-
cién «in vitro» se obtuvo una
poblacién de 10" polipéptidos
distintos cuyos «péptidos sefial»
tenian secuencia aleatoria. Un
resultado sorprendente fue que
el 25% de estas proteinas eran
dirigidas eficazmente a la mito-
condria. El andlisis de estos
clones demostré6 que todos los
péptidos funcionales podian for-
mar hélices anfipaticas.

La posibilidad de unir el
péptido sefial de la citocromo
oxidasa a una proteina pasajera
ofrece un sistema adecuado para
estudiar los requerimientos del
proceso de translocaciéon. Para
saber qué moléculas podian ser



o no translocadas se afiadieron
diferentes moléculas organicas o
ADN de doble cadena al extre-
mo carboxilo de la proteina
pasajera, comprobandose que la
translocacién era posible. En cam-
bio, cuando se afiadia un inhi-
bidor de tripsina bovina no se
producia la translocacién. Esto
pone de mantfiesto que las pro-
teinas deben encontrarse en un
estado mas o menos desnatura-
lizado para atravesar la mem-
brana mitocondrial. En apoyo a
esta hipétesis, se ha visto que la
presencia de urea acelera la
translocacion.

Esta ultima construccién no

Margarita Salas:

translocable que contiene el inhi-
bidor de tripsina bovina permite
la utilizacion de «linkers» bifun-
cionales unidos a un reactivo
fotosensible. I.a proteina resul-
tante contiene el péptido sefial,
una proteina pasajera y el com-
puesto fotosensible en el linker
que une al inhibidor. El con-
junto no es translocable y, en
presencia de luz el compuesto
fotosensible se rompe y es capaz
de unirse a otra molécula con
la que esté interaccionando. Asi
ha sido posible purificar y clo-
nar el gen correspondiente a
uno de los receptores de la
membrana mitocondrial.

«ESPECIALISTA EN LA
INSERCION DE PROTEINAS»

as membranas, componen-
L tes esenciales de todas las

células, son soluciones de
proteinas en una bicapa de fos-
folipidos, que funcionan como
maquinas implicadas en la trans-
formaciéon de energia y en la
recepcién, amplificacién y trans-
misién de sefiales biolégicas.

E]l grupo del profesor Schatz
se ha especializado en el estudio
del mecanismo de insercién de
proteinas en las membranas de
las mitocondrias. Se sabe que la
sefial presente en la proteina
para su inserciéon en la mem-
brana es una secuencia corta de
aminoacidos presente en el ex-
tremo amino de la proteina. El
proceso de insercién requiere
energia en forma de ATP, asi
como un potencial electroqui-
mico a través de la membrana
interna de la mitocondria. Se
desconoce la naturaleza de la
conformacion requerida para la
insercién de las proteinas en las
membranas, excepto que es dis-
tinta de la proteina nativa ple-
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gada. L.a maquinaria de trans-
locacién incluye proteinas del
citoplasma, cuya sintesis se In-
duce por choque térmico y que
evitan el plegamiento prema-
turo de las proteinas que se van
a Insertar en las membranas, y
otras proteinas aun sin identifi-
car de la membrana mitocon-
drial interna y externa.

Mediante estudios genéticos y
bioquimicos se esta progresando
rapidamente en la identificaciéon
de componentes adicionales que
intervienen en la insercién de
las proteinas en las membranas
biolégicas, siendo el profesor
Schatz uno de los especialistas
mas destacados en este campo.

Gottfried Schatz es actualmen-
te profesor de Bioquimica en el
prestigioso Biozentrum de la
Universidad de Basilea y desde
1984 a 1989, Secretario General
de la Organizacién Europea de
Biologia Molecular (EMBO). H
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