Bioguimica hepatica

(IV) La sintesis de las
proteinas plasmaticas
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El plasma de la sangre contiene proteinas (ca. 6.5 g/100 ml
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Los grupos funcionales acidos y basicos presentes en las cadenas laterales de
los aminodcidos, al disociarse en el agua, confieren a la proteina cargas
positivas y negativas

R-COOH+H,0<R-CO0™ + H,0*
R-NH,+H,0<>R-NH," + OH-

La carga neta de una proteina depende de la suma de cargas de ambos signos

Sometidas a un campo eléctrico, las proteinas son
capaces de moverse en funcion de su carga y tamatio

La movilidad electroforética es proporcional al cociente: carga/masa

Aplicacion de la muestra
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” Proteinograma normal del suero

a Lipaprotein
1y Macrogiobulin
Haptoglobin

Prealbumin
B Lipoprotein

— Transferrin

=
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Fraccion de albiminas
pre-Albumina

* Banda de mayor movilidad. Vida media muy corta. Indicador

del estado nutricional y patologias con balance negativo de
nitrégeno

Alblmina sérica

» Banda mayoritaria (53-66%) del total del proteinograma




Fraccion o, globulinas: aumentan en el curso de la
respuesta inflamatoria

o, glicoproteina acida
*» a, antitripsina
* a, antiquimiotripsina

% o, fetoproteina (marcador de hepatocarcinoma primario)

Fraccion a, globulinas

*» a, macroglobulina

% Ceruloplasmina (transporte del Cu?*)

% Haptoglobina (transporte de hemoglobina)

+» Proteina C reactiva

Fraccién B globulinas

+» Fibronectina

% Transferrina (transporte del Fe3*)

+» Transcobalamina

Fraccion y globulinas

+ La fraccion de las gammaglobulinas supone entre 10.3 'y 20.8% del

total de proteinas del suero.

«» Incluye inmunoglobulinas (IgM, IgA, IgG, IgE) que son sintetizadas

por células del sistema inmune




Las células que, como los hepatocitos, sintetizan proteinas destinadas a la
exportacion poseen un reticulo endoplasmico muy desarrollado
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Los microsomas son restos del RE que pueden aislarse tras

RE rugoso homogenizacion celular y centrifugacion

Centrifugacién en Los microsomas
una solucién densa *lisos" tienen

de sacarosa una densidad
menor y flotan

Los microsomas
“rugosos tienen una
densidad mayor y
sedimentan
Microsomas
“lisas" y
“rugosos”

Tubo de centrifuga
con un gradiente de
sacarosa




Un experimento que, utilizando microsomas hepaticos, reveld la
existencia de un mecanismo singular para la sintesis de
proteinas destinadas a la exportacion

+« La incubacion de citosol (que contiene la maquinaria enzimatica) con
aminoacidos (radioactivos) + microsomas + mRNA, resulta en la
sintesis de proteina (radioactiva), una parte importante de la cual se

encuentra dentro de los microsomas.

++ Cuando se incuban citosol + aminodcidos (radioactivos) + mMRNA, y
transcurridos unos minutos se afladen microsomas, resulta en la
sintesis de proteinas, que se encuentran exclusivamente fuera de los

microsomas

+« En el primero de los casos, la asociacién de ribosomas (presentes en
el citosol) a microsomas del RE, hace que la sintesis de proteinas se

dirija hacia el interior de los microsomas

Citosol +
+

microsomas

Adicién de mRNA:

<l
(25-:}9\4 Sintesis de proteinas

&

Proteina en el
interior de los
microsomas

Citosol +
Aminodcidos + mRNA:
Sintesis de proteinas

Adicidn de
microsomas

Proteina fuera
de los microsomas
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Cuando la sintesis de proteinas % iniciacién

tiene lugar en el citoplasma celular (AUG)

las proteinas quedan solubles en el citosol
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La hipdtesis del peptido senal

ribosoma
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Sintesis de proteinas ancladas a la membrana

Riboforina Péptido sefial
Péptido |/~ 5° ,mRNA escindido
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Riboforina ~ ~del reticulo lipofilica
endopldsmico

Secuencia que se ancla a la
" membrana y retiene a la
proteina
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Ejemplo de la estructura de una proteina anclada a la membrana
y con dominios funcionales a ambos lados
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N- v O-Glucoproteinas

N-glicosidico
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— SER (THR)

La mayor parte de las proteinas plasmadticas
son N-glucoproteinas, excepcién de la
albdmina que no estd glucosilada

S S Azlcares implicados en la
|/l, N il \“' 74BN PR
o ¢ L e estructura glicidica de las
J.\ / | N i/ N/ 9 .
'—-,- k—t P glucoproteinas
H el n on " Y
Bata-0r- Ghucose Beta-Dfralactons Hets.DXudose
% Generalmente hexosas y hexosas
o et i modificadas en C-2 y C-6
o b o ou F—0 o o S0 oy
74 N ‘_!'/!, NI I/' AN < N-acetil glucosamina, Manosa y N-
N N i I\ " | / I acetil neuraminico son los azdcares
T T mds frecuentes en las
] H—‘ll_.‘ [} “_‘-!'__‘ " "“' glicopr‘oTefnGSZO
I =
ﬂ-«cm-‘-(ihr;:;sa;ui-- N-Acend Gal actosamin Bets-D-Fucose
(!AN P H !) Ii{lf; ‘
oL N N
P A N
i T
H W I\ M B
=0
|
<H
Re-Acetpineursminsduie Bets-D-Manncse

10



Formacion de enlaces glicosidicos en proteinas a partir de
azucares esterificados con nucleétidos
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transferase transferase
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La estructura de las N-glicoproteinas es compleja
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Se anclan sobre el N de la asparagina

Asparagina
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N-glicosidacién de proteinas: transferencia
completa de la estructura glicosidica
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Solicol Sintesis de la estructura
glicidica de las N-glicoproteinas,
através del dolicol y unidos a
lipido de membrana
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Sintesis y traslocacién de la estructura glucidica de las N-glucoproteinas
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Reticulo Endoplasmico Golgi cis

En su trdnsito del RE al aparato de Golgi, las glicoproteinas
van siendo modificadas gradualmente pasando de “ricas en
manosa” a “complejas”

Golgi trans Golgi intermedio

Endoplasmic
reticulum

Golgi
apparatus\\

.
o

cis-Gol gli network
““ Golgi vesicle

S
: ' ﬁedial cisternae
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Citosol

Sintesis
proteica

Iniciacion de la
glicosilacion

Glicosilacion
adicional

Eliminacién de \ .
algunos residuos de
hidratos de carbono Citosol \

Finaliza la glicosilacion

Procesamiento
proteolitico

Procesamiento
proteolitico adicional @

Concentracion v

Espacio

Secrecion por
exocitosis extracelular § %..

Procesos que tienen lugar
en el frdnsito del reticulo
endopldsmico al Golgi

————— Vesicula

de transferencia

Luz del complejo
de Golgi

/ ) @%Vesieula&: de
citosol \ secrecion

Membrana plasmética

Localizacion intracelular
del aparato de Golgi
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Membrana plasmética apical

Secrecion
regulada
Secrecion \  Gréanulo de
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Formacion de las vesiculas de secrecién

Cytosol Clathrin Coated pit Coated
coated pit pinches off  vesicle

Outside Macromolecules Macromolecules
cell bound to receptors in vesicle

Un experimento de pulso y caza para demostrar el tiempo de
transito vesicular de las proteinas destinadas a la exportacion

7
0‘0

Durante un tiempo corto se incuban las células en cultivo con
aminoacidos radioactivos. Las proteinas que en ese momento se estén
sintetizando, seran radioactivas Acto seguido se lavan las células y se
incuban con aminoacidos no radioactivos. La sintesis de proteinas
continuara, las nuevas proteinas sintetizadas no seran radioactivas.

A tiempos variables, placas de cultivo con células son lavadas (caza),
fijadas para precipitar las proteinas y cubiertas con una emulsién
fotografica, dejandose exponer durante varios dias.

Revelada la emulsion fotogréafica, se examinan al microscopio. Se
observan puntos negros microscopicos de Ag, resultantes de la
emulsioén fotogréfica, alli donde hay radioactividad.
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Tiempo de sintesis y migracion a través del
aparato de Golgi

3 minutos: 20 minutos : 90 minutos :
Las marcas se sitdan Las marcas aparecen Las marcas se encuentran
sobre el RER sobre el aparato de Golgi en las vesiculas secretorias

Si todas las células del organismo
¥/ poseen la misma informacidn genética, @
por qué tienen un fenotipo distinto...? 5

Pancreas

g

Hepatocito Neurona

v Las células de los distintos tejidos estan especializadas en
Ilevar a cabo funciones muy diferentes.
v" En Ultima instancia esas diferencias radican en las proteinas

que se expresan en cada célula, que son distintas.
v Ello es consecuencia de diferencias de expresion de los genes.



Ciertos genes se expresan en todas las células. Otros, por
el contrario, solo lo hacen en células muy determinadas

&

Pancreas

g

Hepatocito

* Por gué la albdamina dérica olo se
evpresa en lod hepatocitos. .. 7

* Por quc la insalina solo ¢e froduce
en las célutas beta. . .7

* Por gué el necepitor del Gr#E4 solo
—— se encuentra en las weawronad. .. ?

EL control de la expresiin génica en eacariotas

Promotor ATAATREN Exon L B Ex6n 2 B Exon 3 B Exon n o
E = EFE EFE B

- Factores de hnRNA
transcripcion B

* Receptores mMRNA
nucleares l

 Inhibidores
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Tres genes que se expresan en tejidos diferentes debido a la
diferente expresion factores de transcripcion tisulares

Gen 1: solo se expresa en higado
[ Promotor  mTATAATES _____mm _mu By mu

||

Gen 2: solo se expresa en pancreas
[ Promotor ___ TATAATEE ___lam ____mw By

Gen 3: se expresa en ambas células
[ Promotor  mTATAATES ____jam _mu  Bw  mu
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