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de la maquinaria celular para sintetizar
proteinas
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RESUMEN

El Premio Nobel de Quimica de 2009 ha sido otorgado a Venkatra-
man Ramakrishnan (MRC Laboratory of Molecular Biology, Reino
Unido), Thomas Steitz (Yale University, Estados Unidos) y Ada Yo-
nath (Weizmann Institute of Science, Israel) por sus estudios sobre la
estructura y funcién del ribosoma, la maquina macromolecular que
lleva a cabo la sintesis de proteinas dentro de la célula. Los cientifi-
cos, en un extraordinario esfuerzo de mas de veinte afios, aplicaron la
cristalografia de rayos X para determinar la estructura atémica de este
enorme complejo macromolecular, de forma aislada y en asociacién
con los principales componentes que intervienen en el proceso de sin-
tesis proteica. Los modelos resultantes han sido esenciales para enten-
der los mecanismos que subyacen a dicho proceso, en particular cémo
el ribosoma es capaz de descifrar el ARN de mensajero (que porta la
informacion genética contenida en el ADN), cémo procede la catélisis
del enlace peptidico, y el modo en que varios antibiéticos nos defien-
den de las infecciones bacterianas.

Palabras clave: Ribosoma; Traduccion; Sintesis de proteinas;
Cristalografia de rayos X; Antibié6ticos.
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ABSTRACT

Nobel Prize in Chemistry 2009: atomic structure of the
cellular machinery for protein synthesis

The 2009 Nobel Prize in Chemistry has been awarded to
Venkatraman Ramakrishnan (MRC Laboratory of Molecular Biology,
United Kingdom), Thomas Steitz (Yale University, United States)
and Ada Yonath (Weizmann Institute of Science, Israel) for their
studies in the structure and function of the ribosome, a macro-
molecular machine that carries out protein synthesis within the cell.
The scientists, in an incredible four de force that took over twenty
years, applied X-ray crystallography in order to determine the atomic
structure of this large macromolecular complex, alone and in
association with the major components in the protein synthesis
process. The resulting models have been essential to understand the
mechanisms underlying this process, in particular how the ribosome
is able to decode messenger RNA (which carries the genetic
information stored in DNA), how peptide bond catalysis proceeds,
and the way in which several antibiotics protect us from bacterial
infections.

Keywords: Ribosome; Translation; Protein synthesis; X-ray
crystallography; Antibiotics.

1. INTRODUCCION

El ribosoma es sin duda uno de los complejos macromoleculares
mas importantes de la célula. Junto con la ARN polimerasa, otra
maquina macromolecular esencial para la vida, lleva a cabo el paso
de la informacién genética contenida en el ADN hasta las proteinas,
que son las encargadas de realizar las diferentes funciones celulares.
Este proceso de transferencia de informacién que, dada su relevan-
cia, es conocido como Dogma Central de la Biologia Molecular (1),
ocurre en dos etapas. En la primera, la ARN polimerasa transcribe
el mensaje genético contenido en la doble cadena de ADN a una
molécula similar pero de cadena sencilla denominada ARN mensa-
jero (ARNm). Durante la segunda, el ribosoma traduce la informa-
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cién contenida en el ARNm a proteinas, mediante polimerizacion de
los aminoacidos a través de la catalisis del enlace peptidico.

Hace tan sélo tres afios, Roger Kornberg, hijo de otro eminente
cientifico que compartiera el Premio Nobel de Medicina con Severo
Ochoa en 1959, fue galardonado con el Nobel de Quimica por la
determinacién de la estructura atémica del primer componente del
dogma, la ARN polimerasa II de Saccharomyces cerevisiae, empleando
la técnica de cristalografia de rayos X. Con el Nobel de este afio, otor-
gado a Venkatraman Ramakrishnan, Thomas Steitz y Ada Yonath por
la determinacién de la estructura atémica del ribosoma bacteriano
mediante la misma técnica, se cierra una de las paginas mas apasio-
nantes de la investigacion en el campo de la Biologia Molecular.

2. LA CRISTALOGRAFIA DE RAYOS X ES UN METODO
ESENCIAL PARA LA CARACTERIZACION ESTRUCTURAL
DE LAS MACROMOLECULAS

La cristalografia de rayos X permite determinar la disposicién
espacial de los atomos dentro de un cristal. De manera esquemaética
consta de tres etapas fundamentales. La primera, también a menudo
la mas complicada, consiste en la obtencién de un cristal tridimen-
sional. Resulta esencial que los cristales posean un elevado grado de
orden interno, pues esto determina que la estructura final tenga un
nivel de detalle maximo, la llamada resolucién atémica, que esta por
debajo de unos 3,5 angstroms (A). En la segunda el cristal es expues-
to a un haz de rayos X, lo que produce imagenes de difraccion. La
tercera consiste basicamente en una serie de cilculos matematicos
que permiten determinar, a partir de dichas imagenes, la estructura
atémica del cristal.

Su aplicacién al estudio de las macromoléculas data de los afios
cincuenta, cuando hizo posible determinar las estructuras atémicas
del ADN (2) y de algunas proteinas globulares (3, 4). En 1962 ambos
trabajos fueron reconocidos con sendos Premios Nobel, en Medici-
na y Quimica, respectivamente. Desde entonces se han determinado
varias decenas de miles de estructuras macromoleculares mediante
la aplicacién de esta técnica. En algunos casos, como el centro de
reaccién fotosintético, la ATPasa, los canales i6nicos o la ya mencio-
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nada ARN polimerasa, ha merecido la concesiéon del Premio Nobel
de Quimica al haber hecho posible la comprensién de procesos bio-
légicos clave.

La relevancia de la cristalografia de rayos X radica en que pro-
duce fotografias tridimensionales al mas alto grado de detalle (la
resolucién atémica) de una determinada macromolécula. Esto per-
mite integrar toda la informacién bioquimica conocida hasta enton-
ces en una distribucién espacial, ayudando asi a comprender mejor
la funcién de dicha macromolécula. En el caso ademas de que se
trate de un estudio con interés biomédico, las estructuras atémicas
pueden servir de base para el disefio racional de compuestos orga-
nicos capaces de modificar su actividad y que, en ocasiones, termi-
nan por convertirse en farmacos eficaces contra una determinada
enfermedad.

3. EL RIBOSOMA ES UNA MAQUINA NANOSCOPICA
PARA SINTETIZAR PROTEINAS

El ribosoma es una ribonucleoproteina de gran tamarfio, con una
masa que alcanza los 2,5 MDa en el caso de las bacterias y unos 4 MDa
en las células eucariéticas. Consta de dos subunidades de tamarno
diferente que poseen funciones distintas, correspondiendo la catélisis
del enlace peptidico a la mas grande y la descodificacion del cédigo
contenido en el ARNm a la pequenia. En las bacterias, la subuni-
dad grande (que recibe el nombre de 50S) consta de unas 30 protei-
nas y de dos cadenas de ARN ribosémico (ARNr) que comprenden
unos 3.000 nucle6tidos, mientras que la pequetia (llamada 30S) con-
tiene una sola cadena de ARNr de unos 1.500 nucleétidos y unas
20 proteinas. El ribosoma bacteriano completo se conoce con el nom-
bre de 70S.

Para sintetizar las proteinas, el ribosoma se basa en el molde que
le proporciona la ARN polimerasa durante la etapa de transcripcion,
es decir, el ARNm. Se trata de una molécula lineal compuesta por
nucleétidos que sélo pueden ser leidos por el ribosoma en grupos
de tres, denominados codones (Figura 1). Los sustratos que emplea
el ribosoma son los ARN de transferencia (ARNt), moléculas en for-
ma de L que portan los aminoacidos individuales en uno de sus ex-
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tremos y, en el otro, contienen una secuencia de tres nucled6tidos
complementarios a los codones, llamada anticodén. La secuencia
de nucleotidos del anticodén determina el aminoacido que es trans-
portado por un determinado ARNt. El ribosoma presenta tres sitios
de unién diferentes para los ARNt. El sitio P (o del peptidilo) aloja
al ARNt que porta la cadena polipeptidica en curso de sintesis. El
sitio A (o del aminoacilo) recibe al ARNt que trae el nuevo aminoa-
cido para ser incorporado a la cadena polipeptidica tras la catalisis.
El sitio E (o de salida) alojara al ARNt vacio que se genera tras cada
ciclo de catalisis.

Figura 1. Las tres etapas fundamentales del proceso de elongaciéon: desco-
dificaciéon (A), catalisis (B) y traslocacién (C). El ribosoma esta representado
con las subunidades 50S y 30S en naranja y azul, respectivamente (en ambos casos
el ARNr se ha coloreado mas claro y las proteinas mas oscuras). El ARNm se
muestra como una linea recta negra, y sus nucleétidos se han apilado artificial-
mente en grupos de tres para destacar los codones. Los aminoécidos aparecen
como circulos grises, bien unidos directamente a un extremos de los ARNt (mo-
léculas con forma de L) o bien formando la cadena polipeptidica. Las flechas
amarillas indican los movimientos mas importantes que ocurren en cada una de
las etapas (seleccion del ARNt correcto, transferencia del peptidilo y deslizamiento
del molde y los sustratos).

Se pueden distinguir tres etapas fundamentales en la sintesis
proteica: iniciacién, en la que se ensamblan las dos subunidades del
ribosoma con el ARNm y el primer ARNt; elongacion, en la que se
produce la polimerizacién de la cadena polipeptidica; y terminacién,
en la que se libera la proteina recién sintetizada y se reciclan los
componentes del ribosoma. La elongacién es un proceso repetitivo
en el que cada ciclo, que corresponde a la adiciéon de un aminoéacido,
consta a su vez de tres pasos (Figura 1). El primero, conocido con
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el nombre de descodificacién del ARNm, se lleva a cabo en la sub-
unidad 30S y consiste en la eleccion del ARNt correcto entre los
muchos posibles, por apareamiento de su anticodén con el codén
colocado en el sitio A. El segundo es la catalisis del enlace peptidico,
que ocurre en la subunidad 50S y conlleva la transferencia del pep-
tidilo desde el ARNt del sitio P al ARNt del sitio A. El tercero es la
traslocaciéon de los sustratos y el molde a lo largo del ribosoma, por
la que el ARNt vacio del sitio P pasa al sitio E, el ARNt del sitio A
que ahora porta la cadena polipeptidica pasa al sitio P, y un nuevo
codén entra en el sitio A, quedando preparado para un nuevo ciclo
de adicion de aminoacido.

4. UNA CIERTA PERSPECTIVA HISTORICA

La secuencia de acontecimientos que han desembocado en la
concesion del Premio Nobel de Quimica de este afio no es sélo in-
teresante en si misma, sino que también nos ayuda a comprender
la evolucion de la cristalografia de rayos X durante los altimos cin-
cuenta afios y su impacto en el campo de la Biologia Molecular.

Los ribosomas fueron visualizados por primera vez a mediados
de los cincuenta por Palade (5) utilizando la técnica de microsco-
pia electrénica (ME) sobre células enteras sombreadas con tincién
negativa (Figura 2A), por lo que recibi6 el Premio Nobel de Medicina
en 1974.

Los avances técnicos en ME y el desarrollo de métodos compu-
tacionales de proyeccién inversa permitieron a Lake conseguir la
primera estructura tridimensional del ribosoma bacteriano afilos mas
tarde (6). Esta estructura fue obtenida a partir de reconstrucciones
independientes de cada subunidad del ribosoma, seguida de una
composiciéon del ribosoma completo a partir de ellas. Aunque la
resolucion era todavia muy limitada, si que resultaba posible distin-
guir ciertos detalles en ambas subunidades (Figura 2B).

Fue en esa misma década cuando se iniciaron los primeros tra-
bajos encaminados a la obtencién de la estructura atémica del ribo-
soma. Al tratarse de un ensamblaje macromolecular de gran tamario
y sin simetria, no estaba claro si seria posible conseguir cristales
tridimensionales que difractaran a alta resolucién. Este primer esco-
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Figura 2. Evolucién histdrica de la caracterizacién estructural del ribosoma.
A) Primera imagen de ME de tincién negativa de los ribosomas, que se observan
como puntos negros dentro de la célula (extraida de la referencia 5). B) Primera
estructura tridimensional del ribosoma bacteriano obtenida mediante ME, con
subunidades las 50S y 30S coloreadas en negro y blanco, respectivamente (extraida
de la referencia 6). C) Estructura atémica del ribosoma bacteriano a 2.8 A de
resolucién obtenida mediante cristalografia de rayos X (7) a una escala similar
a B). Los atomos de N, O y S aparecen en azul, rojo y verde, respectivamente,
mientras que los de C se han coloreado en negro para la subunidad 50S y gris claro
para 30S.

llo fue salvado por el laboratorio de Yonath durante la década de
los ochenta, logrando producir cristales de calidad creciente de las
subunidades 50S y 30S, que a principios de los afios noventa ya
difractaban a resolucién atémica. Ademas, este grupo consiguié en
la misma época obtener cristales del ribosoma bacteriano completo,
aunque todavia con capacidad de difraccién limitada (8).

Sin embargo, hubo que esperar casi otra década para que el
desarrollo de métodos avanzados de coleccién de datos de difraccién
y de determinacién estructural (ver mas arriba) permitiera obte-
ner la estructura atémica de ambas subunidades de forma aislada.
En primer lugar se determiné la estructura atémica de 50S de la
arqueobacteria Haloarcola marismuorti en el equipo de Steitz, me-
diante un laborioso proceso de célculo de las fases a resoluciones
crecientes hasta llegar a la estructura atémica (9). Ese mismo afio
y de forma independiente, los laboratorios de Ramakrishnan y Yo-
nath obtuvieron la estructura de la subunidad 30S de la bacteria
Thermus thermophilus (10, 11). El ano siguiente, Yonath determind
la estructura atémica de 50S de la eubacteria Deinococcus radiodu-
rans, que ha resultado crucial para el estudio del mecanismo de
accién de algunos antibiéticos (12).
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La estructura del ribosoma bacteriano completo, aunque a resolu-
cién intermedia, fue determinada por primera vez en 2001 en el labo-
ratorio de Harry Noller, cientifico que de no estar limitado el reparto
del Nobel a tres personas habria sin duda pertenecido al grupo de
galardonados (13). Fue precisamente un investigador formado en su
laboratorio quien cuatro anos mas tarde obtuviese por fin la estructu-
ra atémica de 70S vacio (14), es decir, en ausencia de molde y sustra-
tos. El equipo de Ramakrishnan cristalizé y determiné la estructura
atéomica del ribosoma de Thermus thermophilus en presencia de
ARNm y ARNt a una resolucién de 2,8 A (7), que representa la des-
cripcién mas completa y detallada de que disponemos de esta enorme
maquina macromolecular (Figura 2C).

5. LO QUE LAS ESTRUCTURAS ATOMICAS NOS HAN
DESVELADO SOBRE LA FUNCION DEL RIBOSOMA

5.1. Descodificacion del ARN mensajero

Durante el proceso de iniciacion, la acciéon coordinada de tres
proteinas independientes llamadas factores de iniciacién permite el
ensamblaje de los cuatro componentes necesarios para comenzar el
proceso de traduccién. En primer lugar, el ARNm se une a la sub-
unidad 30S por apareamiento de la secuencia Shine-Dalgarno, con
lo que el primer codén (AUG) queda posicionado en el sitio P de
dicha subunidad. Entonces los factores de iniciacién colocan el pri-
mer ARNt, que porta siempre el aminoacido formil-metionina, de
forma que su anticodén aparee con el codén de iniciacién en el sitio
P. Por ultimo, se acopla la subunidad 50S y se liberan los factores
de iniciacién, quedando el ribosoma listo para comenzar la fase de
elongacién de la cadena polipeptidica.

En ese punto el segundo codén del ARNm se encuentra en el
sitio A de la subunidad 30S. El ribosoma debe entonces tener la
capacidad de seleccionar el ARNt adecuado, es decir, el que posee
un anticodén complementario al codén en el sitio A, para que el
siguiente aminoacido anadido a la cadena polipeptidica sea el co-
rrecto. Si este proceso, conocido con el nombre de descodificacién,
no fuera realizado con alta fidelidad, las proteinas producidas po-
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drian contener mutaciones, lo que tendria graves consecuencias para
la vida de la célula. El problema dista de resultar sencillo, pues
existen unos 50 ARNt diferentes en la célula bacteriana, que portan
los 20 aminoacidos distintos que constituyen las proteinas.

Las estructuras atémicas de la subunidad 30S con el sitio A vacio
y ocupado por un ARNt correctamente apareado con el ARNm, deter-
minadas en el grupo de Ramakrishnan, han mostrado c6mo se produ-
ce el proceso de descodificacion (15). Al comparar ambas estructuras
(Figura 3A-B) se observa que tres bases nitrogenadas del ARNr de 308,
concretamente G530, A1492 y A1493, cambian drasticamente su con-
formacién cuando el ARNt correcto aparea con el codén situado en el
sito A de la subunidad 30S. Sélo en este caso, es decir, cuando se han
formado los puentes de hidrégeno Watson-Crick entre los nucle6tidos
de codén y anticodén, las tres bases anteriores crean una nueva red
de puentes de hidrégeno que de alguna manera fijan al ARNt en el
sitio A y no le permiten disociarse del ribosoma. Dicha red se ve re-
forzada, aunque su contribucién sea menor, por tres residuos de la
proteina S12.

Cabe destacar que los puentes de hidrégeno formados en las
posiciones 1 y 2 del par codén/anticodén dependen exclusivamente
de que se produzca un apareamiento correcto en los nucleétidos de
estas posiciones, mientras que los puentes de hidrégeno establecidos
en posiciéon 3 permiten una cierta incorreccion en el apareamiento
(Figura 3C-E). Esto explica de manera simple el conocido hecho de
la redundancia del cédigo genético, por el que 20 aminoacidos estan
conjugados con unos 50 ARNt diferentes.

Cuando el ARNt que llega al sitio A no es el correcto, la red de
puentes de hidrégeno creada por G530, A1492 y A1493 no puede for-
marse, y por tanto, dicho ARNt no quedara fijado y se disociara facil-
mente del ribosoma. Por tanto, el simple cambio conformacional de
tres bases nitrogenadas (y otros tantos residuos en la proteina S12)
constituye el fundamento que permite la fidelidad del ribosoma, he-
cho sorprendente si se tiene en cuenta que este complejo macromo-
lecular esta compuesto por unos 4.500 nucleétidos y alrededor de
50 proteinas.

La secuencia de acontecimientos que siguen al proceso de desco-
dificacién ha sido minuciosamente descrita en un reciente trabajo
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Figura 3. Proceso de descodificacion. A-B) Las tres bases descodificadoras
A1492, A1493 y G530 cambian drasticamente su conformacién al unirse el ami-
noacil-ARNt correcto en el sitio A. El ARNr esta coloreado en azul claro, la protei-
na S12 en azul oscuro, el ARNm en gris, el peptidil-ARNt del sitio P en verde y el
aminoacil-ARNt en morado. C-E) Red de puentes de hidrégeno (representados con
lineas de puntos) que se establece entre el par codén/anticodén y las bases des-
codificadoras de la subunidad 30S, que es mas estricta en los casos de las posicio-
nes 1 y 2 (C, D) que en el caso de la posicion 3 (E). Figura extraida de Schmeing
& Ramakrishnan (16), a lo que se debe la nomenclatura en inglés.

(aparecido el mismo mes en el que se anuncié la concesion del
Nobel) del laboratorio de Ramakrishnan (17). El ARNt, que llega al
ribosoma en un complejo ternario con el factor de elongacién EF-Tu
y una molécula de GTP, sufre una distorsién en su estructura al
quedar fijado por las tres bases nitrogenadas descodificadoras. Esto
provoca un importante cambio conformacional en EF-Tu que con-
duce a la hidrélisis de la molécula de GTP, con lo que EF-Tu se
separa del ribosoma. El ARNt, liberado entonces de la distorsién
provocada durante la descodificacién, recupera su estructura de
minima energia de forma espontanea. Como consecuencia de dicho
proceso, que se conoce con el nombre de acomodacion, su extremo
aminoacil pasa a ocupar el sitio A de 50S en el sitio activo del
ribosoma, quedando asi preparado para la catalisis.

128



VoL. 76 (1), 119-136, 2010 NoBeL DE QuimMicA 2009: ESTRUCTURA ATOMICA...
5.2. Catalisis del enlace peptidico

La formacién del enlace peptidico, una de las reacciones mas
importantes de la Biologia Molecular, ocurre en el sitio activo del
ribosoma y permite afladir un aminoéacido a la cadena polipeptidica
que se esta sintetizando para dar lugar a una proteina. La reaccién
consiste en un ataque nucleofilico del &tomo de N en el grupo amino
libre del aminoacido que porta el ARNt del sitio A, sobre el atomo
de C del grupo carbonilo del dltimo aminoacido de la cadena poli-
peptidica que esta conjugado mediante enlace éster con el ARNt del
sitio P. Como consecuencia, la cadena polipeptidica (o peptidilo)
pasa del ARNt del sitio P al del sitio A, alargandose en un aminoa-
cido y quedando el primer ARNt vacio.

Aunque el fundamento quimico de la reaccién se conocia desde
los afios setenta, el papel catalitico del ribosoma, que en la célula
permite llevar a cabo dicha reaccién a una velocidad aproximada de
20 aminoéacidos por segundo, era un misterio. Entre otros, el deba-
te se centraba en si su poder catalitico residia en su ARNr, lo que
implicaria que se trata de una ribozima y, por tanto, sustentaria la
hipétesis de la existencia de un mundo del ARN previo al mundo de
las proteinas que conocemos en la actualidad.

Las estructuras atémicas de la subunidad 50S vacia y en comple-
jo con diversos analogos de los sustratos, intermedios y productos de
reaccion obtenidas en el laboratorio de Steitz han permitido com-
prender cémo ocurre la catalisis del enlace peptidico con un elevado
nivel de detalle (18-20). La reaccidon se lleva a cabo en el llamado
Centro de Transferencia del Peptidilo (PTC, en sus siglas inglesas),
que se encuentra en el corazén de la subunidad 50S, protegido del
disolvente por la subunidad 30S, y en donde existen dos surcos que
corresponden con los sitios A y P (Figura 4A-B). Los ultimos tres
nucleétidos de los ARNt (un triplete que siempre es CCA) son reco-
nocidos por nucleétidos complementarios del ARNr de 50S, con los
que aparean. Esto provoca un cambio conformacional en 50S que
coloca los sustratos en una posicién 6ptima para el ataque nucleofi-
lico (Figura 4C).

El atomo de N en el grupo amino libre del aminoacido que porta
el ARNt del sitio A (en morado) es parcialmente desprotonado por
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el grupo hidroxilo en posicién 2’ del dltimo nucleétido del ARNt en
el sitio P (en verde), quedando asi con una cierta carga negativa que
lo convierte en nucleéfilo. A su vez, una molécula de agua colocada
en un lugar estratégico por el ARNr de 50S, de manera indirecta,
empobrece en electrones el atomo de C del grupo carbonilo del l-
timo aminoacido de la cadena polipeptidica que estd conjuga-
do mediante enlace éster con el ARNt del sitio P, convirtiéndolo en
un electrofilo (Figura 4D). El ataque propiamente dicho, se produce
entonces de forma espontanea (Figura 4E), dando lugar a la trans-
ferencia de la cadena polipeptidica del ARNt del sitio P al del sitio
A y quedando el primero vacio (Figura 4F).

Estos resultados, combinados con diversos estudios enzimati-
cos (21), han permitido concluir que la principal fuerza catalitica
del ribosoma es la colocacién de los sustratos en una posicién y
orientacion idéneas para que se produzca la reaccién, no participan-
do de modo directo en la catalisis. Esto, unido al reciente trabajo
del laboratorio de Ramakrishnan en el que se demuestra la partici-
pacion de ciertos residuos de las proteinas L12 y L16 en el posicio-
namiento de los ARNt (22), sugiere que la idea de que el ribosoma
es una ribozima debe ser tomada con cautela.

La siguiente etapa es la traslocacion del molde (ARNm) y los ARNt
en los sitios P y A a lo largo del ribosoma, pasando a ocupar éstos los
sitios E y P, respectivamente, y quedando el nuevo codén preparado
para comenzar un nuevo ciclo de adiciéon de aminoacido a la cadena
polipeptidica. Un reciente trabajo (aparecido el mismo mes en el que
se anuncié la concesiéon del Premio Nobel) del laboratorio de Ra-
makrishnan (23) explica el mecanismo de este proceso, que ocurre con
la ayuda del factor de elongacién EF-G y liberacion de energia.

La repeticién de los tres pasos que constituyen la elongacién
(descodificacién, catalisis del enlace peptidico y traslocacién) tiene
como consecuencia la formacién de la cadena polipeptidica. Dicha
cadena debe atravesar un tunel de salida que recorre de parte a parte
la subunidad 50S y que tiene forma tubular, por lo que no es posible
el plegamiento de la proteina en su interior (9). Sin embargo este
tinel posee propiedades dinamicas para el control del avance de la
cadena polipeptidica y, por tanto, interviene en el control del proce-
so de traduccién (24).
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P

Figura 4. Serie de estructuras que explican la catalisis del enlace peptidico.
A) Subunidad 50S que muestra la localizacién del PTC, en naranja, en el fondo de
un tanel en dicha subunidad, coloreada en gris para el ARNr y negro para las
proteinas. B) Detalle del PTC vacio con los nucleétidos mas importantes en mode-
lo de varillas. Se distinguen dos surcos que corresponden a los sitios de unién A
(izquierda) y P (derecha) de los ARNt. C) Estructura de 50S con los anélogos de
los sustratos aminoacil-ARNt (morado) y peptidil-ARNt (verde) posicionados en la
orientacion adecuada para que se lleve a cabo el ataque nucleofilico. D) Detalle del
4rea rodeada por una linea de puntos roja en el panel anterior (C). Se destacan el
nucleéfilo con un circulo rojo y los puentes de hidrégeno que asisten la catalisis
mediante lineas punteadas negras. El ataque nucleofilico se simboliza con una
flecha roja. E) Estructura de 50S en complejo con un anélogo del intermediario de
la reaccién. F) Estructura de 50S en complejo con un analogo del producto de la
catdlisis. Los paneles B-F han sido extraidos de un video preparado en el labora-
torio de Steitz (http://www.youtube.com/watch?v=0aQan400K_Q).

5.3. Terminacion

La elongaciéon de la cadena polipeptidica contintia hasta que
un codén de terminacién alcanza el sitio A en la subunidad 30S. El
codon de terminacion es reconocido por un factor de terminacién de
clase I (RF1 o RF2), que se une al ribosoma en conformacién exten-
dida como han mostrado las estructuras cristalograficas obtenidas
en los laboratorios de Noller y Ramakrishnan (25, 26). En dicha
conformacion, el motivo de tres aminoacidos conservados (GGQ) se
inserta en el sitio activo del ribosoma y lleva a cabo la catalisis de
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liberacién del peptidilo. Tras la unién del RF, una base nitrogena-
da del ARNr de 50S que en otras condiciones protege el enlace éster
entre el peptidilo y el ARNt del sitio P se desplaza exponiendo dicho
enlace. La glutamina del motivo conservado en el RF participa de
algiin modo en el ataque nucleofilico que conduce a la liberacién del
polipéptido del ribosoma. Otros factores de terminacién (RF3 y RRF)
participan en el reciclado de los componentes de la maquinaria de
traducciéon antes de que pueda llevarse a cabo la sintesis de una
nueva molécula de proteina.

5.4. Mecanismo de acciéon de los antibidticos

Por ultimo, las estructuras cristalograficas han conseguido expli-
car el bloqueo de la funcién del ribosoma que realizan diversos an-
tibiéticos. Aproximadamente la mitad de los antibiéticos empleados
hoy dia en el tratamiento de infecciones bacterianas tienen como
diana el ribosoma. Sin embargo, debido principalmente a la presién
selectiva impuesta por su uso inadecuado, la resistencia a la mayoria
de ellos esta adquiriendo proporciones preocupantes. Por esta razon,
las estructuras atémicas del complejo entre el ribosoma y los distin-
tos antibiéticos constituyen una excelente base para el disefio racio-
nal de nuevos antibiéticos.

Mas de una docena de antibi6ticos han sido cristalizados en
complejo con el ribosoma y, en general, puede decirse que tienen
como diana los puntos esenciales en donde se realizan las diversas
actividades individuales que constituyen la traduccién. En la sub-
unidad 30S cabe destacar los aminoacidos que interfieren con el
proceso de descodificaciéon (como los aminoglicésidos), mientras que
en la subunidad 50S podemos destacar aquéllos que bloquean el
sitio activo (como los anfenicoles o las pleuromutilinas) y los que
bloquean el canal de salida (macrélidos). A continuacién se discuten
ejemplos de cada uno de estos grupos.

La paromomicina es un antibiético del grupo de los aminoglicé-
sidos que consiste en una serie de cuatro de anillos de aziicares
aminados. La estructura de su complejo con la subunidad 30S mues-
tra que se une al ARNr en una zona que contiene nucle6tidos no
conservados entre el ribosoma bacteriano y el eucariota, explicando
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su selectividad (27). La unién de la paromomicina provoca un des-
equilibrio en el centro de descodificacién de 30S, pues hace que las
tres bases descodificadoras (ver mas arriba) adopten de forma per-
manente una conformacién practicamente idéntica a la que toma-
rfan cuando hay un apareamiento codén/anticodén correcto. Esto
provoca que el ribosoma no sea capaz de distinguir si el ARNt del
sitio A es correcto y, por tanto, que las proteinas sintetizadas incor-
poren mutaciones, lo que conduce a la muerte celular.

Las pleuromutilinas son un grupo de antibi6ticos de uso reciente
que contienen un anillo de catorce miembros compartiendo un en-
lace con otro de cinco. Las estructuras de sus complejos con la
subunidad 50S de una eubacteria, determinadas en el laboratorio de
Yonath (28), demuestran que interaccionan con el sito activo del
ribosoma (PTC) impidiendo la catalisis del enlace peptidico y, por
tanto, la sintesis de proteinas. Las pleuromutilinas se unen mediante
un mecanismo de induced-fit aprovechando la flexibilidad de dos
bases conservadas, al mismo tiempo que crean numerosos contactos
en los que intervienen nucleétidos lejanos poco conservados, lo que
les confiere selectividad hacia el ribosoma bacteriano.

Los macrélidos constituyen un grupo de antibiéticos de amplio uso
en la actualidad que se caracterizan por tener un anillo macrociclico
de 14 a 16 carbonos. Diversos macrolidos han sido cristalizados en
complejo con la subunidad 50S por el grupo de Yonath (revisado en
referencia 29). En las estructuras derivadas se observa que todos se
unen al canal de salida de la cadena polipeptidica, bloqueando el paso
de la misma y por tanto deteniendo la progresién de la sintesis protei-
ca. En el sitio de unién destacan dos residuos de adenina no conser-
vados (en el ARNr eucariota se trata de guanina), que confieren selec-
tividad a estos antibiéticos.

En la actualidad, estas y otras estructuras estan siendo emplea-
das con la finalidad de disefiar nuevos farmacos que nos permi-
tan luchar contra las cada vez mas dificiles de atacar infecciones
bacterianas.
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6. CONCLUSION: LO QUE AUN NOS QUEDA
POR DESCUBRIR

En este documento he pretendido resumir los hallazgos mas
importantes que han conducido a la concesién del Premio Nobel de
Quimica en 2009, al habernos desvelado, al nivel de detalle atémico,
numerosos misterios acerca de como el ribosoma lleva a cabo la
sintesis de proteinas. Recomiendo al lector interesado el visionado
de un excelente video, preparado en el laboratorio de Ramakrishnan,
que integra la mayor parte de la informacién estructural sobre dicho
proceso biolégico de que se dispone: http://www.mrc-lmb.cam.ac.uk/
ribo/homepage/movies/translation_bacterial. wmv.

Sin embargo existen todavia algunas etapas del proceso de tra-
duccién, como la iniciacién y la terminacién, que seria interesante
comprender mejor. Ademas, las estructuras atémicas resueltas hasta
el momento corresponden a ribosomas bacterianos, por lo que todas
las miradas se dirigen ahora hacia el ribosoma eucariota, mas com-
plejo y dinamico. No cabe duda de que la cristalografia de rayos X
seguira constituyendo una herramienta esencial en esta direccion,
pero no debemos olvidar que la microscopia electrénica esta alcan-
zando niveles de detalle cada vez més elevados, y hoy dia existen
ejemplos de estructuras atémicas obtenidas mediante su aplicacién.
Puesto que esta técnica permite abordar procesos de mayor dinamis-
mo y complejidad, resulta l6gico pensar que su combinacién con la
cristalografia de rayos X nos proporcionara una vision mas comple-
ta sobre los fascinantes mecanismos que subyacen al proceso de la
sintesis proteica.
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