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RESUMEN

La a-sarcínaes la más conocida de la familia de las ribotoxinas
fúngicas, proteínas citotóxicas secretadaspor hongos filamentosos,que
presentanuna exquisita especificidad de sustratopor un solo enlace del
ribosoma. a la vez que la capacidadintrínsecade atravesarmembranas
celulares.Sonproteínasqueschabríanespecializadopor evolucióna partirde
un gen de la familia de las ribonucleasasmicrobianasextracelulares,menos
específicasy no citotóxicas, como la ribonucleasaFI. Se ha estudiadola
presenciade ribotoxinas en varios hongosdcl géneroAspergillus y otros
relacionados,concluyéndosequela ribotoxinasestánmásextendidasentrelos
hongosfilamentososde lo que se creíahastaahora.‘También se haestudiado
la relaciónfilogenéticaentreellas. Asimismo, seha encontradoun posible
intermedioevolutivoenlahirsutelinaA, al compararsuestructuraprimaria.Se
han estudiadolos mecanismosde producción y secreciónde toxinas en
Aspergillus.tantoen elpropiohongo,A. giganteus,comoen lalevaduraPieLila
pÚS/Otis, tomandocomo modelos la a-sarcinay otra proteínacitotóxica, la
llamadaproteínaantifúngica(AFP), quese ha caracterizadoen detalle.Schan
dilucidado los pasosque se dan en cl procesamientoproteolitico de los
precursores,estudiandomásen detallela eficienciade la secuenciaseñaly la
especificidaddel cortepor la proproteinaconvertasahomólogaa la kexina
(Kex2p). Se ha estudiado el mecanismo catalítico de la a-sarcina,
estableciéndoseque es una ribonucleasacielante ácida, y los papelesque
e creenlos residuoscatalíticosen la transfosforilación:la His 137 escl ácido
general,y el Glu 96 labasegeneral.Asimismo,sehanconseguidosistemasde
producciónrecombinante,en E.seheríc/’ziacali y en P. paslori.s.tanto parala
a-sarcinacomo para la ribonucleasa132. Estaúltima es la ribonucleasano
citotóxica másparecidaa las ribotoxinasy serviráde puntode partidapara
establecerel papeldc laszonasañadidasalasribotoxinasdurantelaevolución,
quele conferiríanlasactividadesespecialesque tienen.



Introducción 1

INTRODUCCIÓN

Las ribonucleasasmicrobianasextracelulares

hay un grupo de ribonucleasasextracelulares,producidas por
microbios,quehan sido estudiadasampliamentey queforman unafamiliadc
proteínashomólogas(Hill et al., 1983; tablaT004). La ribonucleasaTí esla
mejorcaracterizadadeentretodasellas,yaqueseha estudiadoenprofundidad
desde hacebastantesaños, con distintos enfoques.La produceel hongo
Aspergillusoryzae. y es una proteínaácida, pequeña(104 aminoácidos;
Takahashi,1985) y con dospuentesdisulfuro. Su estructurase conoceen
detallegraciasa estudiosde difracciónderayosX, y consisteen unapequeña
horquilla 9 en el extremo amino, unalámina9 antipaparalela,en la cualestá
situadoel centro activo, y una hélice u enfrentadaa la caracontrariade la
lámina (véasela figura 3 más adelante;revisadoen Steyaert,1997; Hahn y
Heinemann,1994; Irie, 1997). TieneunaaltaespecificidadpararomperRiNA
de cadenasimple tras residuosde guaninay su mecanismode acción,
ampliamenteestudiado,consisteen dos etapas:una transfosforilaciónque
produce un 2:3-ciclofosfato,y su hidrólisisparadejarel fosfato unido por 3’
al residuode guanosina(véasela figura 4 más adelante).Estasreaccionesse
danmediantela utilización deresiduossusceptiblesde ionizacióncomoácidos
y basesgenerales.Concretamente.sehan identificado estosresiduos,queson
lEs 40, Glu 58 e His 92, aunque«ayudados»por otros elementosde la
estructura(revisadoen Steyaert,1997;Hahny Heinemann,1994; Irie, 1997).
liste mecanismocatalítico, denominadode «ribonucleasasciclantes»,es el
mismo que utilizan las otras ribonucleasasmicrobianasextracelulares,así
como otragran familia de ribonucleasasde mamíferos, representadaspor la
RNasaA. Tambiénseha estudiadoen detallesuplegamientoy estabilidad,
obteniéndoseconclusionesgeneralessobre el plegamiento de proteínas
globulares(Pace.1990; Paceet al., 1991; HahnyHeinemann,1994).

Se puedehablar,portanto,de la granfamiliade lasRNasasde tipo TI,
dentro de la cual existen,a suvez, distintas subfamilias.El primer tipo es
producidopororganismosprocariotas,de los génerosBacillusy Sireptomyces.
La proteínamáscaracterísticade estegrupoes la barnasa(Hartley, 1997),o
ribonucleasaBa,producidaporla cepaHdeBacillusamyloliquefacíens.Sehan
deectadootrasribonucleasasmuyparecidas(con menosdetres sustituciones)
en otras cepasdc Bac/flux, así como otra proteína, llamadabinasa.de B.
intermedius,con la quemantienenun 8500 de identidadde secuencia,y que
tienea su vezhomólogosmuy similaresen otrascepas.En Strepiomyceshay
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Tabla 1: RNasas microbianasextracelularesde la superfamiliade la TI cuyasecuenciase
conocc(la referenciaes de las basesde datosSwissfrot,EMBE o PIR). con algunasde sus
características.No se incluye a las ribotoxinas. «rs0 aa»:loncitud de a secucuciaen
aminoácidos.

RNasa Organismo Referencia Espeel- n” puentes
secuencia ficidud ita disulfuro
(u> acceso)

Bacillus
Binasa
(Si)
Bp
Bco
Barnasa
(Ra)
Bci

Bacidus intc’ríned¡us

Bocil/uspuíní~h.ís
Baciíirís cóa,gulons

OíiivIoque/ocleus

B¿u:~iI/vs clic ti laus

StreptonxiceLos
Sa Su-epronivcesaureojacien.s
5 a3 SircptornyccsOfleco¡ocíeus

CCM3239
Sa2 Strep¿omycesatuvO/ocien.s
St Streplooíyccscíy(híueus

al seo mi e dos
Pcu¡c¡ll¡urn chrysor~eíiuru
¡‘cii ic ihivín

lea tnpoctííní

Aspcrg¡llus 5(litOi

Áspeí;qi/lusclavoívs
.Ispergillu.s pu1idus

¡ s~¡7&r~i//us O/Vs¿/e
ti, 1? ~)Ol1.l¿70550

usa’í orn rnouil¡/krrnc
liii ,li li/ii? l6l/CKi/iui?7

Tiistíi Iíi»í ¡UII2YI/ILííIi

Ti ¡e ¡¡oc/ej mo¡bocianun¡

bassdiómteetos
LisIilogt> sphocrogeua
/>ktíli~O1 tls OStre¿.lÍus
¿siÑuci) srhaemeeuu

P00649

P48068
1>37203
1>00648

PS 5078

POS798
PS0289

Q53752
POQGSO

1>09647
[‘07446

POO6SS
1’ 0 065 2
226367
1>0065]
PO 9646
Pl 0~8?
1<6411
Y 164 II
P2 6875

PO 7736
AAB32829. 1

1>00654

O 113 0

(3 109 0
(3 109 0
(3 123 o

(3 110 0

(3 96
(3 98

O 96
(5 lO

(.3 102 2
(3 102 2

o tos
(3 04 2
(3 104 9
0 104 7

1 04 2
6 ¡06 2
(ji lOS 2
(ji lOS 2
Ci 106 2

O lOS 2
(ji 101 3

O..á 114 3

otro grupode ribonucleasasextraceluLares.similaresentresi, y quepresentan
un200250ode identidadcon la barnasa.peroqueti antienenel mismomotivo
de plegamiento y actividad. Sc conocencuatrosecuenciasde estegénero,
denominadasribonucleasasSa (Shlyapnikov et al.. 1986), 5a2 y 5a3
(1-lomerovaetal.. 1992),producidaspor distintascepasdeS. aiireqjuc¿cns.y
la St, producidaporunacepadeS.ervíhreus(Nakamuraet al., 1982). Estas
ribonucleasasdeSlreptornvce.stienenentreellasidentidadesdesecuenciaentre
el 49 y cl 69%. y sonmásparecidasa la familia de la TI quea la de la barnasa.

llongos
Pehí
Pbl

Ma
C2
Api
TI
Nl
FI
El 1
E12

Hongos
[JI
l’o 1
¿2
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por lo que se las podríaconsiderarun puenteentre los gruposeucariotay
procariota.
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St -4
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Bp, Bco

96— Sa2,Sa3

___________a,

TI -2—6-10
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Ms, C2 Api
Pchl, Pbi, Nl

Fil, F12, Thl
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U2 1—9
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Figura U Comparación de las RNasas microbianas extracelulares de la superfamilía de
la TI. A: Alineamientode las secuenciasprimariasde las RNasasmás representativas.Las
referencias estánen la tabla 1. Los niveles desombra indicanla identidadde residuosentreal
menos4, 8, o todaslas secuencias.E: Topologíade puentesdisulfuro. indicandoel número
deresiduode las cisteinasimplicadasencadaunade las proteínasenumeradas a la izquierda;
a la derechase indicanlas RNasasque compartenel mismo patrónde puentesdisulfuro.
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Figura 1 (cont.): C: Arbo ¡ fi locenáticodc las RNasasmicrob anas,indicando las distancias
entre ellas.

El segundograntipo de ribonucleasasmicrub¡atiasextracelulareses el
de lasproducidaspormierooreanísmoscucariotas.Losorganismosproductores
cíueseconocensontodoshongosfilamentosos.pertenecientesa distintasclases
y géneros.Entreellos, hay algúnbasidiomiceto,como islilago sphaerogenu,
queproducelas RNasasU y U2. y- Pleuronisosírealus,queproducelaPol,
siendolos cje-másascomicetos(tabla 1). Unaprimeraclasificaciónestructural
divide a las proteínasde estasubfarniliaen cinco vrupos.segúnla ejisposicion
de los puentesdisulfuro presentes(ficura 1: Irle. 1997).La dísposicionmas
frecuentees la de la ribonueleasa‘1 1, quetienedospuentesdisulfuro.entrelos
residuos2 y 10 y entreel 6 y el 103. Esteúltimo puenteestáconservadoen
todaslas demásribonucícasasde cucariotas.Otrogrupoincluyelas RNasasFI
y lid, que tienen el segundopuenteentre los residuos24 y 84 (según la
numeraciónde la 1’] Y El tercergrupo esel de la RNasaEJE cuyo segundo
puenteestáentrelos residuos51 y 87. La RNasaU2 formaríaotro grupo,pues
tienetrespuentesdisulfuro.dosde ellos homólogosa los dela Ul - Porúltitno,
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otro grupoesel de laRNasaPol, quetienetrespuentes,uno homólogoauno
de la TI, otro a uno de la U2, y otro distinto (figura 1).

No seha publicadoqueningunade estasribonucleasastengacarácter
tóxico. Sin embargo,existeotrogrupomásde ribonucleasasextracelularesde
hongos.con accióncitotóxica,englobadobajoel nombrede ribotoxinas.Dado
quesonel objetoprincipalde los experimentosdescritosen estaMemoria,se
hablade ellasen un apartadoposterior.Antes,esnecesariointroducir másen
detalleotrade las ribonucleasasestudiadasen el trabajoaquí presentado.

La ribonucleasaU2

En 1968. Arima et al. aislaron cuatro ribonucleasasdel medio
extracelularde un hongo parásitode plantas,del génerode los hongosdel
tizón, Usiiagosphaerogena(Arima ct al., 1968 a y b), a lasquellamaronU 1,
122, 123 y 124. La RNasaU í esespecíficaparaguaninasy neutra,muy similar
a la TI de A. oryzae,y se correspondecon la RNasaextracelularque habían
aisladoGlitz y Dekker (1 964ay b). Las RNasasU2 y U3 sonácidasy rompen
enlacesfosfodiéstertrasadeninasy guaninas.Posteriormente,seha visto que
la U3 es la mismaenzimaque la U2. LaRNasaU4, de la cual Blank y Dekker
aislaronsimultáneamentevariasisoformas(BlauL ‘i Dekkcr, 1 972a),esuna
exonucleasaqueno presentaespecificidadsegúnla base(Arima et al.. 1 968fr
Blank y Dekker, 1972b). De forma independiente,Rushizky et al. (1970)
aislaron.de unacepadistintadel mismohongo,unaribonucleasaextracelular
cuyascaracterísticascoincidíancon las de la RNasaU2 aisladaporArima et
al., por lo que los autoresconcluyeronquepodíatratarsede la mismaproteína.

Despuésdesudescubrimiento,estaenzimaseestudióexhaustivamente.
tanto en sus aspectos fisicoquímicos como, sobre todo, enzimáticos,
especialmenteporsu utilidadparasecuenciarRNA, en la queseaprovechaba
su especificidadporpurinas(revisadoporUchiday Egami, 1971;Egamieral.,
1980),asícomopor su utilidad parasintetizaroligonucleotidos(Koike etal.,
1971).Sin embargo,enlaúltimadécadasólo sc hapublicadola resoluciónpor
cristalografíadc la estructuratridimensionalde unaisoformacovalentemente
modificada(Noguchiet al., 1995),en la queel aspártico45 setransformaen
un soaspartato,y, de formapreliminar,la estructurade cristalesdecomplejos
cíe [aproteínacon análogosde sustrato(Nodaet al., 1997).

LaRNasaU2(PC 3.1.27.4)estáformadapor 114 aminoácidosque le
confierenuna masamolecularde 12400 (Satoy EJehida,1975a: Kanayay
Lichida, 1986 y 1995), y poseetrespuentesdisulfuro (Satoy Uchida. 1975c).
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Se ha estudiadoen detallesuactividadenzimáticaquees,comoen el restode
RNasasmicrobianasextracelulares,la rupturadeenlacesfosfodiésterinternos
dcl RNA en las dosetapasya descritas(figura 4). Sin embargo,estaproleína
presentadosparticularidades.Unaessu intervalo funcionalde pH. entre3,5 y
5,5 (Arima ci al., 1 968b). La otraes la especificidadquepresentapor la base
cuyofosfato 3’ eshidrolizado:aceptano sólo guanina.sin.o tambiénadeninaen
estaposición. inclusoprefiriendo estaúltima (Uchida et al., 1970).Como
ocurrecon casitodaslas demásRNasas.tambiénson sustratosde la proteína
los dinueleosidosmonofosfatoy nucleotidoscíclicosen2’:3’ (Rushizkyet al..
1970: Ucl3ida ct al.. 1970), lo que ha permitido un estudiodetalladode sus
característicasenzimáticasfrentea estetipo de susiratoapermitiendoentre
otrascosasla aslunacicinde los pK.0 de los residuoscíneactuaríancomoácido
y basegenerales(Yasudae lnoue 1 98’).

Graciasal desarrollode una metodologiaparapurificaciónmediante
cromatografiade afinidad, se observóla presenciade dos isoformasen las
preparacionesde la proteínaaisladade su fuentenatural (Uchida y Shibata,
1981). La primeradc ellas, llamadaLi2~A. es mayoritariay esel producto
naturalde la traduccióndel gen.por lo queseconsiderasimplementela RNasa
122. l,a segunda.U2-B, es un componenteminoritario, quepresentala misma
especificidadde basey la mismaafinidadporApA quela 122-A, perotiene un
75% dc la actividadespecíficade la otra isoforma(Uchiday Shibata, i 981).
lista isofbrmapresentaun isoaspartatoen la posición32, dondela asparagmna
natural sc ha desamidacloy ha sustituido el enlacepeptídico normal dcl
carboxilo u por otro en el que participa el carboxilo [3formado (figura 2),
reacciónquesegúnlos autoresseproduceporincubaciónen un medioalcalino
(Katmyay Uchida. 1986).aunquetambiénsehadescritola formacióndeeste
tipo de enlacesa píí próximos a 4.0 (Oli~ai y l3orchardt, 1993). 1-lay que
destacar,sin embargo,queel espectrode dicroísmocircularen el 1.7V lejano
sufre una variación muy acusada( Uchida y Sl3ibata. 198]), que revela un
cambioimportanteen laconformación,quepodríasermásimportantea lahora
de explicarla menoractividadespecíficaobservada.

Aunquese obtuvieroncristalesde tipo 1 de la RNasa122 haceveinte
años, y se describió su caracterizaciónpreliminar en la primera reunión
internacionalsobreribonucleasas(Matsuzakici al.. 1989).no se resolvióen
detalletina estructuracristalinade la proteínahastala publicacionen 1995
(Noguchiet al.) de la estructuradc un cristal de tipo II. en el que se formaun
enlaceisoaspartatoentrelos residuosAsp 44 y Ci] u 45. Estaregiónpareceestar
implicadaen el reconocimientode la baseespecífica.y el mencionadoenlace
isoaspartatoesdistinto del quese fomn en la RNasaLJ~-B y no participauna
Gb, corno suelepasaren estetipo de modificaciónpostraduccional.Así, a la
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isoformadescritaen estecristal se le denominóU2-C y los propios autores
Figura 2: Formacióndeenlacesisoaspartatoa travésdeun intermediosuccininimida(tomado
de Wuld, ¡ 985). Tambiénse puedeformar la succinimidaa partir de un residuodeasparrato.
En el casode la RNasa¿2, bay dossecuenciasAsx-Oly quepodríansufrir estareaccion.

sugierenqueestaisomerizaciónsehubieraproducidocuandolasmoléculasse
agregaranal cristal,duranteel ¡argo tiempo (cercade un añoapH4,5)en que
seestuvoformando,dadoqueno sedetectóestaisoformaenla soluciónmadre,
y quizádebidoa cíuela estructuradeAsp 45 normalno puedaserempaquetada
en la celdadel cristal de tipo II (Noguchi eta!.. 1995). En la estructuradel
cristal tambiénse explica que, de los dos paresAsn-Gly presentesen la
molécula(residuos32-33y 68-69),sólo seforme un enlaceisoaspartato(el que
generala isotbrma122-B)en el primero,puestoquese encuentraprecediendo
un bucleflexible, entre Asp 34 y Asp 37. Esolepermitegirar susangulosde
torsióny situarseen unaposiciónen quesepuededar la reacciónentreel Cy
de la asparaginay el N de la glicocola. La formaciónde esteenlacepuede
imponeralgúncambioen laconformacióno ladinámicade la 1-lis41 cercana.
lo que explicaríaque seredujerala actividad en [a forma U2-B aunquela
constantede disociacióndel ApA pareceser la misma (Uchida y Sliibata,
1981).Sin embargo,enel casodelpar68-69,surotaciónseencuentralimitada
por la conformacióndel enlaceGly 68-Pro70 (Noguchiet al., 1995),y no es
posiblela reacciónde ciclación.
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En cuanto a la estructura general de la proteína, se encontró que se 
adapta al motivo general de toda la familia de RNasas microbianas 
extracelulares (figura 3), con una lámina p antiparalela en posición central, en 
cuya parte cóncava se sitúan los residuos catalíticos, y con una hélice c1 en la 
otra cara. así como una horquilla p en el extremo amino. 

Restrictocina 

Figura 3: Comparación estructural de las ribotoxinas a-sarcina y restrictocina con las 
RNasas TI Y U2. A: Detalle de las estructuras tridimensionales mostrando los residuos 
catalíticos estudiados en esta Tesis (en rojo), y algunos otros situados en el entrono del centro 
activo (en negro). 
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t 20 * 4 

B sarcin : - 
u2 
Tl : *-..-l-Lr--- G#%l : 36 

sarcin : : 99 

u2 : 65 

Tl : 61 

Sarcin : 
U2 
Tl 

C 

Figura 3 (cont.): B: Alineamiento de las secuencias primarias, realizado según la disposición 
de los residuos en la estructura tridimensional. El sombreado indica las identidades de 
secuencia, y los colores son los de los elementos de estructura secundaria descritos en la tabla 
6. C: Representación en cinta de las estructuras tridimensionales, según las coordenadas del 
PDB: RNasa Tl (Imt), RNasa U2 (lrtu), restrictocina (laqz, cadena A); y de uno de los 
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confóronerosde la a-sarcina(Pérez-Cañadillaset al.. 2000). Los coloresson los mismosque
en B. Nótesequela horquilla del extremoaminode ¡arestrictocinano estácompleta.

Finalmente, sehadescritode formapreliminarlaestructuradecristales
de RNasa112 con análogosde sustrato,con un análogodel intermedio de
reacción, y con 3’-AMP (Nodael al., 1997).aunqueestasestructurasno están
disponiblesni se hanpublicadoen detalle.Segúnestadescripción,la basede
adenina formaría enlacesde hidrógenocon el esqueletode Tyr 44 y con la
cadenalateralde (ilu 49, y el tésfatoa hidrolizarquedarodeadopor Tyr 39,
1-lis 41. (Ñu 62. Arg SSeHis 101 (Nodaeii al., 1997).

El mecanismo catalítico dc las ribonucleasasmicrobianas

iakahashi (1970) propuso hace treinta años, basándoseen la
modificación quín3icade la proteína,un mecamsmocatalíticode tipo ciclante
para la RNasaTI, similar al dfUC ya se había propuestopara la RNasaA
(Findlayetal.. 1961;Robertsetal.,1969),enel quedosresiduosdela proteína
participaríancomo ácidoy basegeneralesen dosetapas,como seexpresaen
la figura 4. En la primera,el Chi 58 participaríacomo base,y tina 1-lis como
ácido. Fn estatrausfosforilacióndel enlacefésfodiéster,cl resultadoseríala
formacióndic un enlacefosfodiéstercíclico, unido por 2’ y 3’ a la ribosa. En la
segundaetapa,se i3idyolizaríael enlaceen 2’, con la participaciónde una1—lis
como basey el (jI u corno ácido. Desdeentonces,sin embart~o.se ha tardado
mucho en determinarinequívocamentecuál era el papel de cadaresiduo
implicadoen la catálisis(revisadoenSteyacrt,1997).Enestetrabajoha tenido
un papel fundamentalel estudiode proteínasmutadasde forma específica.
ademásde la determinacióndIC la estructuratridimensionalde la proteínacon
gran resolucion.Se ha confirmadoel mecuonsmopropuestopor Takahashi,
asignándosea la His 92 el papelde ácidoen la primerareacción.y de baseen
¡a segunda.Estepar (ile/His estambiénel par habitualen el re-stode [<Nasas
inRroblanasextracelulares(Nonakaet al.. 1993).en contraposicióncon los
residuosesta]ideosdelaRflasaA, quesonlasHis 12 y 119 (delCardayréetal.,
1 99S) \asdificil Isa sido estableccrel papelde la His 40 que. segúnlos datos
de l—r estiucturatridimensional,quedacercanaal Chi 58. y al mismo lado
respectoal sustrato,yqueax-udaríaa éstearealizarla catálisis(Steyaerteral.,
1990.Nonakaetal., 1993)-Dehecho.durantemuchotiempohubocontroversia
sobreel papelde eseresiduo,yaqueNislsikawaet al. (1996)postularonque la
1-lis 40 seríael residuoeatalítieo,juntoconla 1-lis 92.basándoseen las medidas
de actividad de mutantesde los tres residuosimplicados.Sin embargo,la
mayoríade los estudiosconfirmanel papeldel Clu 58 comola basegeneralen
laprimerareaccion.en la quela His 40 seríanecesariaen su estadoprotonado
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para una actividad óptima, participandoen la estabilizacióndel estadode
transición(Steyacrtetal.,1990; Steyaert.1997).Sinembargo,en los mutantes
en que estásustituidoel (Ñu 58, pareceque la His 40 puedeparticiparcomo
basegeneralde la transfosforilación,lo que explicala actividadresidualque
se observaen estetipo de mutantes(Stcyaertet al., 1990; Steyaerty Wyns,
1993).

AJGpA 1 2,3.cA/GMP
____ ¿3jNpMP

HOH
2C AIG HOL-12c A/G HOH2C A/G

o o H20
- ‘0>4 Rápido Lento

¿ Fj .‘ O OH

¡ >4Q~p() / 5 o t~’ H—B> <10 ¡ -y

u o :5
-‘ ,. O H—Q A: + OH

A—
0 ‘CH

2 A -‘ A—O-O-

HO OH

Figura 4: Mecanismo ciclante de ribonucleasasejemplificado en la reaccióncon un
dinucleofido. A seriael residuoque actúacomo ácidogeneralen la transfosforilación,y B la
basegeneral.C seriala His que no participadirectamente.

En cuantoa la RNasaU2, tambiénse demostróque actuabapor un
mecanismodc tipo ciclante.puestoqueel productoprincipaldelahidrólisisde
RNA eranfragmentosterminadoscon un fosfato cíclicoen 2:3’ (Arima et al.,
1968b). Los residuoscatalíticosno han sido estudiadoscon tanto detalle,
puestoque no ha sido posiblela mutagénesisde estaproteína,yaquehastala
fecha no se había caracterizadosu gen correspondiente.Los residuos
homólogos del centro activo serían His 41, CL 62 e His 101, siendo
probablementela 1-lis 101 y el Clu 62 el ácidoy la base,respectivamente,en
la trarosfosforilación. según se deduce de la estructura obtenida por
cristalografíade rayosX (Noguchi et al., 1995).Estsdosresiduos,así como
otrosqueaparecenen el centroactivo de la RNasaTI (Tyr 39,, Arg 85, según
la numeraciónde la 112) estánen el cristal en posicionessimilaresa las de la
RNasaTI (Cohdaet al., 1994). quedandosólo la His 41 algo más alejada
fNoguchiet al.. 1995).

Adoriosina]
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Las ribotoxinas fúngicas

l)entrode las ribonucleasasmicrobianasextracelulareslasribotoxmnas
fúneicasforman un grtípo especial,que muchos autoresno consideranal
revisarlas,y quees el objeto principalde estudiodeestaTesis.Son proteínas
algo mayorescíue el resto dic las ribonucleasasmicrobianasque va se han
introducido,peroparecentenerel mismomotivo de plegamientoy el mismo
mecanismocatalítico,por lo que pertenecena la superfarnilia.aunquesu
especificidades claramentemayor, a la vez que se les puede atribuir
actividadesañadidas,como se discutemásadelante.En estesentido,seríanel
resultadode una evoluciondlivergente.díue sehabríaproducidoparaadquirir
una mayor especializacióny, dc hecho, se las consideraun producto dc
«ingenieríanattu-al de proteinas»(Lamy el al., 1991.; Kao y Davies, 1995 y
1999v Estosucedetambiénen otras superfamiliasde RNasas,como la de la
RNasaA, o la de la RNasaT2 (tabla 2). lo que ya fue denominadopor
D’Alessio etal. (1991)como«risbasas»(ríbonucícasasconactividadbiológica
especial.con el acrónímotradlucidodEi molés)

Tabla 2: Risbasas: ribonucleasascon actividad biológicaespecial(D’ Alesio et al., 1991).

RISBASA ORIGEN ACTIVIDAD BIOLÓGICA ESPECIAL

RNass sem¡nel bov;na
ES-RNese:

Vesicutas seminales bov¡nes lndL,cc¡án de intertil¡dad
Anto)umorai
loloXour’osupresOr)5

Ao:g¡ogen¡roo Plasme humano Angiogénica
¡naotivaooán del oibosoma

EDN Toxina derivadade eos/néfiíos) Hígado humaroo
Sosinólílos humanos

Neuroléxica

502 (proteína catiónica de ecs¡nó4ílos) Eosindtiios torneros Neurotóxica

ENasa Nuevos ‘Je rana toro Le-cuna

Onconasa Huevos de rara pip¡cns Antiviral (Anhi HI’Jl

9einoVepet¡i

Productodel gen8 Nicotisna auto AuIc-incompatib/idad gametofílina

RÉin 1-lonnos
,-sa’cmna Aspergillusgigenteus lnaot<vsoón del ritosoma

Sc puede considerarque E-a tenido lugar también una evolución
eonver’u~entecon otragranfamilia de proteínasde plantas.denominadasRIPO

(riboson-íe—ín¿ícti~’otíngpro(oins.la másconocidaeslaricina),puestoquetodas

12



Introducción 13

ellas, incluidas las ribotoxinas fúngicas, son capaces de inactivar la
funcionalidaddel ribosoma,actuandosobrela mismalocalizacióndel rRNA,
como sc describemásadelante.Entrelas RIP de plantashay dosgruposde
proteínas,segúnel númerode cadenaspolipeptídicas(tabla 3; Stirpe el al.,
1992).Las RIP de tipo II estáncompuestaspordoscadenas,una queposeela
actividadcatalíticasobreel ribosoma(cadenaA), y otraquefacilita suentrada
en las células.En el casode la nema,por ejemplo,la cadenaB es unalectina,
capazde unirsea estructurasde la superficiecelularcon galactosaque actúan
comoreceptores(Lord etal., 1994).La toxinaentraporendocitosis(VanDeurs
eta!..1989)y alcanza,por transporte inverso en larutade secreción,al retículo
endoplásmico(Sandviget al., 1992),desdedondesetranslocala cadenaA al
citoplasma(RapÉ et al., 1997); Wescheet al., 1999). Las de tipo 1. sin
embargo,presentanunasólacadenapolipéptidica.enla queestánpresenteslos
elementosnecesariosparala catálisisy laentradaen células.No seconoce,por
el momento,cuálesel mecanismomolecularfisiológicopor el queentranen
las células pero, al menos,no se ha conseguidodetectarla presenciade
receptoresespecíficos.Dadasusimilar formade actuar,tambiénse considera
a las ribotoxinasdentrodeestafamilia,comoRIP detipo 1, aunqueestructural
y catalíticamentesoncompletamentedistintasde las RIP de plantas.

Tabla 3: Enumeracióndealgunasde las RIP másrepresentativas,incluyendoalasribotoxinas
fúngicas.y algunasde suscaracterísticasmás significativas.
Toxina Organismo Características Referencia Actividad

nroductor 0n71n, ática

TIPO 1: Formadas por una única cadena polipeptídica
Amarantolía ím¿¡¡-an;/oc¡sv/ridis 3)) kOa Kwon ci ah 997 N-gI leas¡das-a
II etas-u ejno Sea,vuieoo-os 3 ti & Da Huí-oung u 996 Yi—gI i cosidasa

\‘i¡IgQros-
Brjoodjnas 1. 2 /3¿vacíadio/ea 28 kDa (ThxvIu¡k aah 1997 N-gl ¡cosidasas
Clisnlbrjna (7ñman¡~,mum Li eraL, 1997 N-gI¡cosidasa

&<¡nopIlorc)
ría¡ílinoo ¡7) o¿-u ¡bus St). 32 k Da Lcgoíamcel al.. [99 1 N—g[laoslusos

C&irj np/ovl¡tos
[<dio)¡tinas- <o fi, y ,Ñambo¡cou-¿tu/os 3’ VDs (a), 29 he Benita el al~, [995 N-g! ¡ cosidas-as

kIioo (¡VV)
tiie[nnj,í¿í Oeluuiuno 3) LISa: Rocíaer al> 988 N—glieasiduisoo

n¡o¡¡I¡/Jaruní elieuproldoa
(3ipsoti¡ bol (ijpsup/oiba¿¡¿gruís 28 LOa Yoshjnonj a ah 1997 N-g) cosidas-a
JiPO)) Hao-d¿unomUgare 60 kfla ChaudísrocIa]., 1994 N-gíieasidasoa
Kjrj]jwiíiots a,J3 ?S-ieloasanfloes 28,8 kDa(cO, Wan

3 el it. 1996 Gljcasidsísas
kií-i/av’ii gLicoprotefnas

Mornarehotrínasa, A-latí ardica gLieup¡-aícinas Ng el al., 1994 N-21 cosidas-as
¿baranda Wanga aL. 1998

Moornord¡na ¡L/anouro//ca 28.7 kDa; Erido el aL. 1988 N’-gíicasidasn
¿haraníJa gíIcuproteína

PAF PI’j’la¡acca 29 kW. Cheoel al> 1991 N-gI)eusidas¿í
americana

PiS-S2 Phyoo¡acoadía/ca 296 kO-a Del Vecc-h¡ati aL, N-gljeasidasa

gI¡caprotcina 997
26 kO Vash¡nari ¿Ial.. 996 N-gíju-asidasaPepacni ucoort (a ¡)¿¡3(5
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Toxina Organismo Carncterísticns Referencia Actividoid
nrpductnr cíizinititicii
—4-li o-a bol os- ¡a/apa 278 [¡Dos l-labíoLm el ;oL [989 N-gI ¡cosidasaRocoteiii os a uu e míl

miroot,ilis (N’l.AP)
SepurOo no
Seediumninoo
Tri ecoornpíoj ua

Sa,n’,narío,‘a4Oc:onoz¡¡¡s
Seo-/a/roo>¿o/u¡e
T,-íc-bac-aa:/oes
cm “u/Pa

Ir, cornosel¡ fol ¡ríebosa,-otbc-s

¡apiri jo//e
rroí-¡os:ío1¡r-í:í ?iVcl>,)Sun/íOc’.>-

¡cor//un— ji

39 LOa
27 LtDa
35 LOa;

gí¡eopOcieina
24? VDa

Rucio,¿1k> [<188

Wu el aL [998
dlhuo- ¿[oit. 1999

Chcnel OIL. 199’)

LODos .Maaaaroa,ocelal.
[987

N “Iico,sicl isa
N ‘t,&,s,cls¿i
N “Iocus~dosos

N “lociosodoso,

NO— toeo)socl lsd

os ,,orcno,o
AspI l

4- boina
o sdOeo,la

lii gobi síit-’
‘violo> IJín 1

PesooeIoo¡¡oí o

0 /ooníogcosoo.o
/ 0 ¡¡/0 cilio,’-

4 OcJSoltu.O-

1 g0=00017tcrOo.o
/ ra 5/’-iclíoS

4 oc oto /chos.

Iooo,ío e’uo,oos

1 tií-síílel Lino A Ji o nitw/u Ooo’>o>i¡)-O<0ñ01

O ,silona—9 O áo/o, cvloooc/,-oeoo

[7 kí)a Oloco ¿tal. 1905
7 LOa Arrudael al-, [996

[7 híDa ‘arenle cuaL. 1996
17 LlDoí 1 luooneel :1-. 1992

7 LIJo, Salvarclliel oot -- 99-1
17 [<1)1-o Pagael al> 1921
17 LI)~, (licoldiueí -aL. [966;

Mo,sei- eL :‘i> O 90)2

[4< Iotl)oo [lii eroíh [9(03

9 RDa O ¡oso> ¿[-al - , 0994

P¡ boaí loeleas

Ni bentí elcoisa
4 ¡ bou ncleas a
R ¡bouuele¡osit
[4.benLoe1 coí¡¡o
04 i l,o>n sic [¿oíslo

l<ilioj ti sic [¿tosa

Pi booníoel¿;ísoí
¿Fas [cocíeslerossal?

Abrin:,

Picina

o d¿¡:0

lucios dcSIsigo

[ buiiooas 1 rl y rl;

\
0ouronola

Nota nos hssoeq 0,
NO ¡obojl din 0-o

1 u ,n-oont,n o

Porree0 ¡0010

Leetíu¡o 1 deI
locoerc[1l000 0 N’Il —0

TI PO II: ¡orinadaspor dos cadenaspolipeptíd cas
.16,-ra- ¡n-c¿atcmr¡o-o.s 65 k lioso Olsues e l>i di, 1 952

¿oo[0 raíZ¡014;

Rcecpoo’r
P/cZ,ico.scaou,,;oo;-o/a- 62 LOa;

vi caí,o-OIt [rl 00;

[4cecí’O
--0 cío,, ¡¡o ol/,~ deiioí 63 k Da;

tic> picite‘rial

Rcnc oso u
—‘0, 0> Ll)oo;

it) XL,
>6 LOa ps>louactiea

III

.(/oIgo-> ¡¡ci ¡(<sonar la,’

.Scon,0,ueiose/000us

,ic,oi,t,,c:oo.c o,o’,-¡o
. >3/u

A-/a/oo/cia 0>00/

(7u-o o o (u 01 a rolO> OP

cYWl,O)/0¡iOl/

(iirí,-;aiio 0)100iOn

parréc<la,,o
I-4.octotOi c0¡/ioÚn

alOcoopretein¡os
501 Lt)oo;

otO icOl,to’ic< Onu

64 1<0)10

0<01t,~
loco> í rootcieí

l<cec[atoir
¡10 ie¡opi-oot¿ ii-los

6<1 [¡IDos,
i¿Iicopro,tcinoi

63 LOa.
glieo tate, 00 00

Oil LAv[cn s- lloitíces.
0987
(Sirbdscl al> [99-o-
Ciocorcs es osO -. [997.
[1098
(iirbés ci il, 1993

Dc O3eooitoel aL [‘>97
Roioocl oil 1 ‘¡97

[>i ¿0 oíL 0997

Lico at. [996

tisc[oc,ítíoore ci oo[.
1998

Ruda rsunogi. 1987

Otsi;e-.s y PidO - [982

N—glioísidasa

NO —clic ¡osidasa

N—gIic,isiítasoo

N—íolico=siclosscs

\ u~ieoo¡o9as:s¡

NO ‘ioico,sioloosa

NO ‘‘0¡ncosod,osoí
NO lmesosíd isa

NO loeosic[,ísoo

NO — Ii casj cloto a

N—ozlie¡,sidossoí

El descubrimiento de las ribotodnas

La íx-sarcínaes la primera ribotoxina que sedescubrió,dentro de un
programade búsquedade sustanciasantitumoralesllevadoa cabopor Birger
Olson y otros colaboradoresdel Departamentode Salud dc Michigan
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(Michigan Departmentof Llealth, MDH), tras haber aislado una cepade
Áspergillus-giganteus(numeradaMDII 1 8894)queproducíaunasustancia que
inhibía tumoresde rata,en concretolos llamadossarcoma180 y carcinoma
755. Dc la actividadantisarcomavino el nombrede u-sarcina,y secaracterizó
con cierto detalle la proteínaaislada(Olson, 1963; Olson y Coerner,1965;
Olson et al.. 1965). Otras dos ribotoxinas, restrictocina y mitogilina, se
descubrieronde la misma forma, aisladasde cepasde A. restrictus (Olson,
1966).Tanto laa-sarcinacomola restrictocinaseevaluaronclínicamentecomo
agentesanticancerígenos,pero se desecharonpor sus efectossecundarios
((joldin et al.. 1966, Rogaet al., 1971).No se volvió a sabernadade estas
proteínas,hastaqueafinal de los afios setentase descubriósu mecanismode
acciónmolecular,como inactivantesdel ribosomay, en concreto,rompiendo
un fragmentodel rRNA ribosomal en una secuenciaaltamenteconservada.
Después,en los añosochenta,sesecuenciaronlas tresproteínas(Saccoetal.,
1983; López-Otín et al., 1984; Fernández-Lunaet al., 1985), tras haberse
establecidosu homologíaal compararpartedesussecuencias(Rodríguezetal.,
1982)y suscaracterísticasquímicasy espectroscópicas(Gavilanesetal.. 1983).

N4ástarde.en 1990,seclonó y secuencióel gen de un alergenode A.
fumigo/os,AspE, que era casi idéntico a la mitogilina y a la restrictocina
(Arruda et al., 1990).A partir de entoncesse caracterizaronlos genesde las
ribotoxinasya conocidas(Okaet al.,1990; Lamy y Davies,1991;Lamyet al.,
1991; Wnendtetal.,1993),ydeotrasnuevas:clavina(Parenteetal., 1996)y
c-sarcína(Huanget al., 1997)dc distintascepasdeA. clavo/as;gigantina.de
otra cepade A. giganteas(Wirth et al., 1997); y seis genesdescubiertosen
cepasdc distintasespeciesde Penicillirírn. quese handenominadoa-sarcinas
(Lin et al., 1997). El rorupo de Alan Lin tambiénhizo una detecciónde la
presenciade ribotoxinasen otrascepasde Aspergillus (Lin et al., 1995). La
deteccióny secuenciaciónde nuevasribotoxinas, así como el estudiode la
relaciónfilogenéticaentreellas,esuno de los objetivos de estaTesis.

Su actividadribonucleolíticaaltamenteespecífica

El mecanismomolecularde acción de las ribotoxinas no se conocía
cuando se descubrieron y se evaluaron clínicamente como agentes
antitumorales.Fue durantela décadade los setentacuandoJulian Davies,
entoncesen la Universidadde Wisconsinen Madison(EE.UU.),con Daniel
Sehindíer.querealizabasutesisdoctoral,descubrieronquela a-sareinainhibía
la biosíntesisde proteínasal probarsu efecto sobreextractosdc germende
trigo, que usabanparaevaluarla acciónde diversosantibióticos (Sehindíer,
1976; Sehindíery Davies, 1977).Partede estosresultadosse han publicado
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bastantetiempo después.cuandoJulian Davies estabaya en París, en el
Instituto Pasteur(Larny et al., 1992),pero lo que sí publicaron es que sc
producíala inhibición dela biosíntesispor laescisióndc un fragmentode unos
300 pb localizadosen el extremo3’ dcl rRNA 28S de cucariotas(Sehindíery
Davies. 1977).Los gruposde David Vázquezy ErieCundliffe.quetrabajaban
también en la caracterizaciónde st¡stanciasinhibidoras de la biosintesiscíe
proteínasy colaborabancon Julian [)avies,estudiaronmásen profundidadla
acciónsobreel ribosoma(Ecínández-Puentesy Vázquez,1977;Condeet al.,
1978; Ilobdeny Cundliffe. 1978).En cuantoa la mitogilina y restrictocina.su
caracterizacionenzímátícaconfirmó quesumecanismogeneralde acciónera
el mismo (Condeet al., 1978; 1-andoet al.. 1985).

El siguientepasoen el esclarecimientodel modo de actuaciónde la
lÍ-sarcínay otras ribotoxinasen el ribosomafueronlos estudiosdel grupode
ira WooI en la Universidad de Chicago.cuando,en una serie notable de
trabajos(Endoet al., i982. 1983; Chanet al.. 1983; revisadoen Wool, 1984).
caracterizaroncon gran detallela acfix’ id-ad ribonueleoliticaespecíficade la
a-sareína.localizandoel sitio decortedentrodel rRNA, a la vezqueestudiaron
otrasactividadesmenosespecíficasde la u-sarcmna.capazde hidrolizarRNA
aisladoenlos enlacesfosfodiéstersituadosen3’ debasespúricas,y tambiénde
hidrolizar [)NA, pero de lbrma poco eficiente y muy dependientede las
condicionesdel ensayo.Estosestudiosinicialesse han ido completando,por
lo que hoy- se conocecon bastantemás detalle, tanto la estructuraen el
rihos-omadel sitio de cortecíe las ril9otoxinas comolos elementosde estesitio
que utilizan las ribotoxinas como reconocímíentopara ejercer su (t(JClól1

ribonucleolíticaespecíñea(revisadoen Vs’ool. 1997).

Lau-sarcinaproducela hidrólisisde un únicoenlacefbsfodiéster,entre
las bases64=5 x X4326 (segúnla numeraciónde la moléculade rata) dcl
RNA rihosom sí ~SSde la suhunidadmayor del ribosoma.localizadoen uím
remsin mti conseixadaevolutivamente(Endo y Wool, 1982;Chanet al., 1983:
Endoe/o! 198 Wool, 1984; figura 5). 1.-a hidrólisis de esteenlaceprodtíce
la liberacion de un fragmento de rRNA conocido como fragmento u.
correspondienteil extremo 3’ del rRNA 285 (Sehindíer\ Daxles, 1977;
Brigotti e/ o!., 1989; Furutani e/ of, 1992). Consecuentemente,esta
inactivación del ribosoma bloquen la síntesis de proteínas y produce,
finalmente,la muertecelular,E-sta-acciónestanextraordinariamenteespecífica
y eficienteque la entradade unaúnicamoléculapor célulaesresponsablede
la acción letal observada(Cisnes y Pihí, 1982).
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Figura 5: El lazo de sarcinairicina (SRL). A: Representación de una parte del rRNA 28s 
de rata (Gliick y Wool, 1996) destacándose el SRL. y los sitios de corte de cc-sarcina y ricina, 
y la «guanina prominente», G 43 19. B: Un oligonucleotido de 35 bases que mimctiza el SRL 
(Glück y Wool. 1996), marcando también los sitios de actuación. La guanina prominente es 
aquí la G 15. Sólo se consideran los apareamientos canónicos, por lo que la estructura no es 
como la determinada. C: Esquema de los apareamientos deducidos de la estructura de un 
oligonucleotido de 29 bases, resuelta por RMN (Szewczak et al., 1993; Szewczak y Moore, 
1995). La flecha blanca indica el sitio de despurinación de la ricina (A 15), y la negra el de 
transfosforilación de las ribotoxinas (entre G 16 y A 17). La guanina prominente es aquí la G 
10. D: Representación de la conformación tridimensional según RMN (Ghick y Wool, 1996, 
según las coordenadas del PDB: Szewczak et al., 1993). E: Estructura de la subunidad grande 
(50s) del ribosoma de la bacteria Hulonrcul~ nznrismortui, resuelta por cristalografía, vista 
desde la interticie entre las dos subunidades, indicando la posición del SRL (Ban et al., 1999). 
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¿Cómose ejerceestaacción tan específica’?De hecho,el enlaceque
hídiolíza la u—sarcinaformapartede tin ínotivo universalcje 12 nucícótidios,
que constituyela secuenciamás larsia de rRNA en la cual se conservansin
sntcí uptióntodaslas bases,entodoslos orizanismo.sestudiadosbastala fecha
(ÓutelI y Fox, 1988), incluyendolos del propio A. giganteas(Ilobden. 1978;
Milleí y Bodley. 1988).Enunabaseadyacente,la A4324del rRNA 285 dcrata
(figura 5). estambiéndondescproducela pérdidade la basepor la acciónde
las RIPde plantas,cuyaactividadesde N-nlicosidasaen vezde ribonuleolítica
- al.. 1987; Endo y Ts<Endoej uruígi. 1988; Súípect al.. 1 992) Poreso,a esta
estructurase le conocecon el nombrede «lazode sarcina/ricina»(SRI. en sus
siglas inglesas;figura 5). Estasecuenciatíenesu correspondenciainclino en
procas-iotascomo IT. CO!!, dondese extiendedesdela A2654a la A2665 del
rRNA 23S(Noller eta!.,1981).La granconservacióna lo largodela evolución
de estaestructtíraparticulardel ribosomano sedebe,evidentemente,a quesea
el lugarde acciónde estasdosfamilias de toxinas,aunqueéstasaprovechen
estehecho.En estedominio seunensucesivamentelos factoresde elongación
(LI-1 y EF-2 en cucariotas,EF-Tu y EF-fi en procariotas)durantecadaciclo
de incorporaciónde un aminoácidoa la cadena polipeptídicaque se está
formandoen el ribosoma(Moazedet al., 1988; Brigotti ej al., 1989).

La estructuratrídiínensionaldcestelazoha sido determinadamediante
RMN en disolución (Szewezaket al... 1993; Szexvczak y Moore. 1995) y

cristalografTa(Correlet al.. 1998 y 1999: figura 5). Paraello. se sinteti.óun
fragmentode 27 nucleotidos.de secuenciaidénticaa la dedicho lazo. yquees
susceptiblede serhidrolizadoporambostipo detoxinas,u-sarcínay nema.IDe
acuerdoconestosresultados,setratarlade Linaconformacionmuyestructurada,
estabilizadaporvariosemparejamientosentrebase queno correspondenabs
clásícamenteconocidoscomo (le VVatson y Crick (figura 5). Así, no setratade
un lazo de 1 7 residuos,como se habríasuptiestoal principio, sino de tina
horquilla compactacon un lazo en su extremo, formadoúnicamentepor dos
nLtclcotidlos Suestructurasepuededescomponeren trespedluenosmotíxos.\-a
caracterizadospor separadoen otrasestructuras:un tetralazo(jACA. una (
prominentey unacortahélicede ti-po A. En la actualidad.seestánrealizando
numerosos estudios, tanto biocjuímicos. como estí-ucttírales, que est=sn
aportandomtíchosmásdatossobreel papeldelSRL. que estáen unazonade
gran funcionalidaddel ribosoma,dondeseunen los factoresde elongación
(Porsey G’irret 1999).

Antes de conocersela estructuratridimensional de este dominio. el
grupode Wool yahabíaempezadoaestudiarlos elementosminimosqueserian
necestiraos nc e -‘ cina ejercieransu acción. La primeraparaq la ri ma \‘ la n—sar

sorpresafue que ambostipos de proteínasactúande forma bien diferente,en
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cuantoasureconocimientodel sustrato.Así, mientrasquelaricinaescapazde
desptírinarcualquiertetralazoGAGA queestécerradoporunacortahélicedel
tipo de Watsony Crick (Endo et al., 1991; Glúick et al., 1992). la a-sarcina
atacaa un residuo adyacentepero reconoceelementosestructuralesmuy
diferentes,aunqueen los primerosexperimentosno se lograronidentificar
(Endoetal., 1990; revisadoen Wool et al., 1992; Wool, 1996 y 1997). Sólo
despuésde conocerla estructurasedirigió laatenciónhaciala«6 prominente»
(GUI en la estructuradeducidaporNMR; GiS en el oligo consideradopor el
grupode Wool; G4319 en el rRNA de rata; figura 5), queha resultadoserel
elementofundamentalde reconocímíento;la deleción de estaguaninaen el
oligonucleotido,o su sustituciónpor otra base,destruye la capacidadde
reconocimientopor partede la a-sarcina.apesarde estarsituadaa 6 residuos
de distancia(unos15 Á) del enlaceque es hidrolizado(GIÉick y WooI, 1996).
Otra conclusiónimportantede estetrabajo, obtenidamediantela insercion
sucesiva de basesentre la guanina que representaeste elemento de
reconocimientoy el enlacequeeshidrolizado,esquepareceque la a-sarcmna
la utiliza comopuntode orientaciónalunirse,traslo cual cortaríael enlaceque
seencuentraaunaciertadistancia.y no reconoce,estrictamentehablando,tina
secuenciaconereta(Glúck y Wool, 1996).

Aunquelaa-sarcinapresentaunaelevadaespecificidaddcsustrato,ésta
es dependientede la concentraciónde enzima(Wool, 1984). Así, cuandose
utiliza rRNA comosustrato,yse incubaconbajasconcentracionesde u-sarcina
(menosde 30 nM), se producela hidrólisis únicadel enlaceG4325-A4326,
liberandoel fragmentoa. Sin embargo,cuandola incubaciónse realiza con
altasconcentracionesde u-sarcina(másde 30 nM), seproducela hidrólisis
inespecíficaenel extremo3’ de guaninas(Endoetal., 1983: Wool. 1984;Endo
et al., 1988). Se ha propuestoqueestopodríadebersea la existenciade dos
zonasen el sitio de unión aRNA: unade ellasdebajaafinidad,queproducesu
hidrólisis inespecífica;y la segundaquereconoceconaltaafinidadel motivo
estructuraldc la O prominente(Szewczaky Moore. 1995).

En estemismosentido,schadescritocómoLa cí-sarcínapuededegradar
homopolinucleotidos,si se añadea una concentraciónsuficientementealta
(1-20 aM) (Endo et al.. 1983), manifestandouna preferenciapor aquéllos
compuestospor purinas. Incluso, se ha descritosu capacidadparadegradar
DNA de doble cadena,si existe Mg2 presenteen el níedio. Este último
resultadose encuentracuestionadopues,contrariamentea ¡o queocurreconel
DNA, laactividadribonucleolíticadelasj-sareinase inhibepor lapresenciade
concentracionesmilimolaresde Mg2 y Mn2 (Endo et al., 1983; Martínezdel
Pozo et al.. 1989)y molaresde cationesmonovalentescomoN&, K~ o NH
(Endoet al., 1983).
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La eranespecificidadde sustratocíue presentanla cí-sarcínay el resto
de ribotoxinas.en comparacióncon el resto de ribonucleasasmicrobianas
extracelulares.conlasquecompartiríanlaestructurageneraly el mecanismo
catalítico, plantea la preguntade cuálespuedenser los elementosen la
estruetisrade las ribotoxinas díue les permiten esereconocimiento.En este
sentido- ya desdeque se describió la estructuraprimaria de la cí-sarcinay se
planteósu homologíacon las RNasas11 y U2. se propusoque los residuos
«extra»quepresentanlas ribotoxinas.al ser moléculasmayoesque las otras
RNasas.serianlos responsablesde estaespecificidad(Saccoet aL, 1983). Al
predecirseun primer modelode laestructuratridimensionalde laproteína,ya
sevio quelos residuosextraqtieclarianen los lazosdJtLe conectanlos elementos
de estrtíeturasecundariaordienadía. que serían equivalentesa los dic las
ribonucleasasTI o U2 (N4ancheñoct al 1 995a) kaoy l)avies,por su parte
(1995).tambiénpredijeronun modelosimilar. yplantearonla hipótesisdeque
las ribotoxinas habríanevolucionadoa partir de un gen de ribonucle-asa
específicade guaninaso purinas. meorporanclo los elementosextraque le
permitiríancentrarsuespecificidadde sustratoen el ribosoma,ademásde la
capacidadde atravesarla membranaplasmática;deestaforma,estasproteínas
habríanadlqtíiri do tína funcionalidadbio lóí=ic-acomo toxínas.queseríala que
habríadirjirido suevolución.Concretamente.Kaoy Davieshanencontradoen
todasIal— ribotoxinastres elementosde secuenciaquetienenrelación conla
estructuradel ribosomay quelasribotoxinaspodríanhaber«tomadoprestados»
deotrosgenes,adquiriendoasíunacapacidadencierto modomiméticade las
estructurasquerodeanal SRi. en el uibosonn(fisaura6). Lino de elloses un 1’—
!óop (A>’PLSDGKF en todas-lasribotoxinas;nunicínejOIl cíe la (L-sarcifla).que
es un motivo funcionalde union al nucleotido en proteínasqueunenAl? o
GTP.Otro esunasecuenciahomóloga(Kí>ÁíhDSl¿CKPK;enelavinay c—sarcmna
sólocambialaK inicial a>) a laquese encuentraen laproteínaribosomalSl 2
de varias especies. El tercer elemento es una secuencia homóloga
(T0~NKYETK. en algunasribotoxinasY cambiaaW, 1> cambiaa DoN) a otra
quese encuentraen algunosfactorescíe elongaciónque,comoya se ha dicho.
interaccionanconel SRI..
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Motivos homólogos en ribotoxinas 
y en proteínas ribosomales S12 

hteina Owanismo Residuos 

Mitogilina Aspergillus wstrictus 
Restrictocina Aspelgillus mstrictus 
aAmiIla Aspelgilius giganteus 
S12 tibosomal Theimus aquaticus 
S 12 rilxxomal Bacillus steamthermophilus 
S12 ribosomal Cyvptomonasphi 
S12 ritmomal Zea mays 
S12 ribosomal StreptococcuspneumclPliae 
S12 mitocondridMarchantiapopo3/morpha 

106 - 113 
106 - 113 
107 - 114 
119 - 126 
128 - 135 
115 - 122 
116 - 123 
129 - 136 
116 - 123 

KFDSKKPK 
KFDSKKPK 
KFDSKKPK 
KYGTKKPK 
KYGAKKPK 
KYGAKKPK 
KYGAKKPK 
KYGTKRPK 
KYGTKKPK 

Motivo de unión a nucleotidos (ATP, GTP) 
presente en muchas proteínas, incluidos los 
factores de elongación de la transcripción. 

Motivo consenso: [AG]-x(4)-G-K-[STj. 
En ribotoxinas: A-P-L-S-D-G-K-T 
(conservado en todas, rompe la hélice u) 

Motivos homólogos en ribotoxinas 
tores de elongación de la 

transcripción 

OrennismO Protetna Residuos Secuencia 

Mitogilina A. restrictus 14-20 TNKWEDK 
Restrictocina A. restrictus 14-20 TNKWEDK 
a-sarcina A. giganteus 15-21 TNKYETK 
EF-la E. gracilis 152 - 158 TNKFDDK 
EF-2 S. cerevisiae 254-260 TKKWTNK 
EF-3 S. cerevisiae 140 - 146 TNKWQEK 

Figura 6: Secuencias ribosomales presentes en los lazos extra de las ribotoxinas, indicadas en 
rojo en una representación en cinta de la estructura tridimensional de la a-sarcina. 
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Citotoxicidad

Si bien las ribotoxinas. que son proteínasextracelulares.fueron
descubiertasy estudiadasgraciasa suspropiedíadesantitumorales(Olsonct al..
1965: (joldin et al.. 1966), los primeros estudiosque se hicieron a nivel
molecularacercade su ekctosobresistemascelularesparecieronrevelarque
la proteínasólo niostrabasucaráctercitotóxico fi-ente a células previamente
permeabilizadaspor la infección con virus (Eernández-Puentesy Carrasco.
1980; Carrascoy Esteban.1982: Muñozet al.. 1985: Otero y Carrasco,1987:
Liprandi et al., 1997; Cuadraset al., 1997) o por algún otro agente(Otero y

Carrasco.1986. 1987y 1988).

Sin embargo.más recientementese ha demostradocómo también la
cí-sarcínapresentaactividadcitotóxica frente a líneascelularesde tumores
humanos (Turnav et al.. 1993; (i)lmo et al., 1993), corroborandoasí la
caracterízacioninicíal quecondujoasudescubrimiento(Olsonet al., 1965).De
hecho, la proteina modifica el patrón de proliferación de las células,
produciendola inhibición de su crecimientoy, finalmente,la muertecelular.
Yodos estosefectosson,probablemente,consecuenciade la inhibición de la
síntesisdeproteínas,quescobservatras 18 horasdeincubación.Teniendoen
cuentael análisiscinéticode estainhibición, sepuedenobservardosfases;una
primera.de retraso.dependientede e la concentraciónde cí—sarcína,y una
segunda. de primer ordencon respectoa la concentracionde proteína.Esto
indicaría la existenciacíe un componentecinético saturable,previo a la

ribosomas.
inactívacióncíe los - quecorresponderíaconel pasode la proteínaa
travésde la membranacelular(Turnax’ et al..~ 1993).

iras el fracaso de las primeras pruebas clínicas como agentes
antituinorales(001dm et al., 1 966: Rogaet oíl - - 1971).sehase”uidlo intentandio
utilizarlas en aplicacionesclínicas, pero cíe lorma que se limite su efecto
citotóxico generalen el organismo,a basede dirigirlas específicamentehacia
las cé]ulas que se quiere inactivar. Así, se han construido clixersas
inmunotox~nas.en las que las ribotoxinasutilizadasse uníana anticuerpos
monoclonalesquereconocencélulastumorales(Orlandiet al.. 1988:Condeci
al.. 1989; Wawrzynczaket al., 1991: l3ertercual.. 1992- Rathorey Batra, 1996,

1 997ay b: Rathoreet al., 1997).Otro enfoqueseriael de producirla ribotoxina
localmenteen los tumores,mediantela utilizacióndic terapiagénica.evitando
asíqueseveanafectadasotrascélulasdel organismo.lo queseestáintentando
actualmentea travésde unacolaboraciónestablecidaconnuestrolaboratorio.

En cuantoa laposibleimplicaciónde estasproteínasen la infecciónde
humanos.habríaquepensarprincipalmenteen lasribotoxinasproducidaspor
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isperg¡Ilus ¡isnilgotus. Estaespeciees la principal responsablede distintas
enfermedadesinfecciosas(conocidashabitualmentecomo«aspergilosis»;tabla
4). que se dan con relativa abundanciaen pacientesinmunodeprimidosen
hospitales, y que son causa de numerosasmuertes,ya que no hay un
tratamientoeficaz unavezquese haproducidola infección.A pesarde quela
producciónde ribotoxinasseha asociadoconestasinfecciones,y se considera
el principal alergenode estaespecie,la utilización, en sistemasmodclo, de
mutantes de ~I. .fumigo/us con el gen alterado no parece reducir su
patogenicidad.porlo queno parecesernecesarioparaésta,al menosen alguna
dc las enfermedades.Sí parecesermásimportantesupapel,sin embargo,en
procesosalérgicos(Lamy etal., 1991:N4oseretal., 1992;Arrudaet al.. 1 992a
y b y 1995; Pariset al., 1993: Smithet al., 1993 y 1994; Holdenet al., 1994;
Nicolaizik aal., 1995;Kurup et al.. 1994y 1998; Laigé, 1999).

Tabla4: Enferínedadesinfecciosasproducidaspor Áspergi¡/i

.

Infección hospitalaria Organismo responsable Referencias

Aspergilosis A. !iunigauts Bardana 1980;
broncopulmonar aléreica Greenbcrger, 1988
(ABI’ A)

A. ochracewy Noveyy Wells. 1978

Aspergilosis pulmonar A. Jhmigoua Kothary etal., 1984;
invasíva (IPA) Spreadbuíy et al., 1989

Asmaalérgico A. jiunigotus Bardana 1980

Fibrosiscísticaasociadaa 4. /hm¿gauss- Zeaske el al., 1988
AB PA

Dennatitisatipica A. ¡ion/gana- Disch et al., 1995

Aspergiloma 4. Júmigarus Bardana 1980;

Grecuberger, 1988
Neumonía hipersensible -‘1. jum¡gatos Bardana 1980;

(ireenberger,1988

A. fiavus Arnowetal., 1991

Aspergilosisnosocornial Aflavus /AjhrnÑ4arus Lentino et aL, 1982

La entrada en las células: interacción con membranas

Puedeparecer obvio que, dado que las ribotoxinas son toxinas
extracelularesqueejercensu actividadcitotóxicasobredeterminadascélulas
diana,estaacciónrequierevariasetapasmoleculares.Es fundamentalsuacción
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catalíticaespecífica,que inaetívael ribosoma.Pero,siendo el ribosoinaun
orgánulocitosólico,estambiénnecesariaunaetapapreviaen la que la toxina
entreen las células. Dadoque la actividadinactivantedel ribosomascdirige
haciauna estructuraevolutivamenteconservada,éstapodríatenerlunar. en
pnnc.ípío, en todo fipo de células. Por tanto, — va que las ribotexinassony

toxicassólo paradeterminadostipos celularesy organismos.es lógico pensar
que la selectividadde la acción citotóxica va a residir precisamenteen la
distintacapacidadparaentraren las célulasa las queataque.Esta«actividad»
de entradaen las célulastambién las diferenciadel restode ribonucleasas
microbianasextracelulares,queno presentanestacapacidad.En estaetapadc
la entradaen célulasesdondesehacentradotradicionalmenteel estudiode las
basesmolecularesde la citotoxicidaddela rj-sarcinaporpartede nuestrogrupo
dc ;nvesnuacíon.

No se ha encontradoningun receptorparalas ribotoxinas,queayudie
a su entradaen las células,a pesarde algunosintentosde búsqueda(Lin. A. y
WooI, 1.G., resultadossin publicar, citado en Wool. 1997). De hecho, las
conclusionesque se han obtenido en nuestro laboratorio sugierenque la
cí-sarcínapresentaen su propiaestructurala capacidadparainteraccionarcon
la membranacelulary transiocarseal citosol. Comova seha dicho,estoes una
diferenciaclaracon las RIP de plantasdetipo II, comola nema.quesi utilizan
elementosdelas célulascomoreceptores(Stirpeetal.. 1992:1.-oidetal..1994);
incluso parece que utilizan la maquinariade translocaciónde proteínas
defectuosasencl retículoendoplásmico.paraconseguirquelacadenacatalítica
entreal interior celtílar (Wescheet al.. 1999).

La aproximaciónqueha permitidoestudiarla capacidiadcíela sí—sarcsna
paraatravesarmembranasha sido la cíeemplearsistemasmodelos.!brmados
por vesículaslipídicas (revisado en Gassetet al.. 1994; Mancheflo et al.,
1994a). En primer lugar, la cí-sareinamuestra una elevadaafinidad por
fosfolipidos ácidos,habiéndosedescritosu capacidadparainteraccionarcon
vesículasmodelo compuestaspor ellos (Gassetet al,. 1989; Oñaderraet al.,
1989; N4ancheñoet al., 1 998b). Como consecuenciade la interacción. la
cí-saresnaproducela agregaciónde las vesículas,que sepuedeseguirpor un
aumentode los valoresde absorbanciaa 360 nm (Gassetet al..1990).E-sta
agregaciónes dependientede la relaciónmolar proteina:lipido,alcanzándose
la saturación cuando ésta es de 1:50. Los fosfolípidos ácidos son
imprescindibles.detectándoseinteraccióntantocuandoseutilizan vesículasde
fosfatidilglicerol (PC: Gassetet al.. 1990) corno de fosfatidilserina(PS;
Mancheñoetal.. 1 994by 1 998b),perono de fosfatidilcolina(PC; Gassetetal.,
i990), un fosfolípido zwiteriónico.Dc estaforma. scdetectala existenciade
un componenteelectrostáticoen la interacción.De hecho,varracionesen la
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fuerza iónica del medio suponenmodificacionesen la extensión de la
agregación,perono reviertenla interacciónunavezestablecida,demostrando
quetambiénexisteun componentehidrofóbicoimportante.Esteresultadoestá
tambiénde acuerdoconlo observadoal estudiarla influenciade la cí-sarcína
sobreel comportamientotermotrópicode las vesículas(Gassetet al., 1989,
1990, lO9layb, 1995ayb).

Sehadescritotambiénla capacdaddela cí-sarcinaparaproducirfusión
de membranas(Gassetet al., 1990).Paraello, semidió la mezclade lípidos
entrediferentesvesículas,registrandola disminuciónde la transferenciade
energíapor resonanciaproducidaentredos sondasfluorescentesincorporadas
en una población de liposomas.cuandoéstosse incubancon un excesode
vesículassin marcajey con cí-sarcina(Gassetet al., 1990; Mancheñoet al,,
1 994b).Esteprocesoimplica ladimerizacióndemoléculasdeproteínadurante
os momentosinicialesde la interacción,como se ha determinadomediante
estudiosdeflujo detenido,y además,ocurreconcomitantenientecon la mezcla
de los contenidosacuososintravesiculares(Mancheñoet al., 1994b). La
capacidadfusogénicade la cí-sarcinatambiénse ha detectadoporestudiosde
microscopiaelectrónicapor criofractura,observándosegrandesestructuras
multilamelarescuya existenciacorroboraríalos estudios espectroscópicos
(Gassetet al., 1990y 199 Ib).

La interaccióndc la cí-sarcinacon vesículaslipídicassuponetambién
una protecciónde la proteínafrentea hidrólisis tríptica, a pesarde su alto
contenidoen residuosde lisina y argínina(Gasseteto!.. 1989; Oñaderrau al.,
1989) Además,seha descritosu capacidadparatranslocarseal interior de
estossistemasmodelo(Oñaderrae/o!., 1993).Esto sedemostrómediantedos
tiposdeensayos:degradacióndetRNA encapsuladoenvesículasdeasolectina,
trasincubaciónconcí-sarcina;y degradacióndela cí-sarcinaporincubacióncon
vesículasque llevabantripsina encapsulada.En amboscasosse utilizaron
controles para descartar la liberación espontáneade las moléculas
encapsuladas,y por tantouna degradaciónextravesicular.Deestaforma, se
demuestraque la cí-sarcinaescapazde transiocarseal interior de las vesículas
en un estadoenzimáticamenteactivo.Estosensayosno permitendeterminarsi
la cí-sarcinapenetratotalmenteal interior vesicular,o si permaneceunidaenla
carainternade la membranaperocon sucentroactivoaccesibleal interior de
las vesículas.Tambiénse hapodidodeterminarmedianteestetipo de ensayos
la presenciade formasoligoméricasde la cí-sarcinaasociadasa la interacción
conlas vesículaslipídicasy la translocacióna travésde la bicapa(Oñaderraet
al., 1998).
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Estatranslocaciónde la cí-sarcina,junto con el restode los resultados
comentados.se explica suponiendo que la existencia del componente
electrostáticoen la interacción permite su unión a membranaslipídicas.
mientrasqueel componentedenaturalezahidroÍbbicadesestabilizalasbicapas.
posibilitandosu pasoal interiorde lasvesículas.El componenteelectrostático
de la interacciónseríaatribuidoal gran númerodic residuosbásicosquetiene
estaproteínay que permitiría la interaccioncon las cabezaspolaresde los
fosfolípidlos ácidos,mientras que el componentehidrofóbico requeriríala
existenciade zonashidrofóbicasen la proteínaqueinteraccionasenconlazona
de las cadenasdeacilo de la bicapa.Estazonahidrofóbica,queno eraevidente
al observarla secuenciaprimariade la a-sarcina(Saccoet al., 1983; Martínez
del Pozo 1988). se predijo que podía ser una lámina [3central que sería
equivalentea la lámina [3central cíe las RNasas 1 1 y U2 (Mancheñoet al.,
1995a). cuya existenciase confirmó despuésal resolver la estructura
tridimensional de la proteína (Campos—Olivaset al., 1 996a y b: Pérez—
Cañadillaset al., 2000).Así, paracomprobarel papeldc la lámina [3en dicha
interaccióncon las bicapaslipidicas.se sintetizóun pépúdo,denominadouS
(116-139).que corresponderíaadosde las hebrasde lalámina[3.hstepéptido
origina efectossimilares a los producidospor la proteínacompletaen su
interaccióncon vesículas,adoptandoconformación[3tras la interaccióny
confirmando,al menosdeformaparcial,lahipótesisplanteadaacercadel pape!
de la mencionadalámina [3(Mancheñoel al.. 1 995b). Asimismo, se han
sintetizadopapudosde menortamañocorrespondientesa la mismazonade la
estructurade la o,—sarcina.estableciendoqueun pépticlodenueveaminoácidos.
correspondientea los residuos 131—139 dc la cí-sarcina es suficientepara
mimetizardichosefectos(Manclieflo etal.. i998a).

Porotro lado,la interacciónde la o,-sarcinaconvesículassetraduceen
unadisminuciónen la estabilidaddc la proteina(Gasseteta!.. 1995b).Se han
realizadotambiénensayoscíe interacción utilizando u—sarciua reducida y

carboxiamidometilada(Gasseteí al.. 19954.de maneraque. aunqueéstasólo
contendríapartede su estructuraji y giros [3como ordenacionesperiódicas,y
aunque se encuentramayoritariamentedesestructurada.como sugiere su
espectrode dicroísmocircular, sigueproduciendosobrelas vesículasefectos
similaresa los obtenidoscon la proteínanativa. Portanto, la estructuranativa
de la u-sareinano esimprescindibleparael establecimientodc su interaccion
con vesículas.Esteresultadoestaríatambiénde acuerdocon la existenciade
la lámina J3 hidrofóbica corno soporte del componenteno polar de la
interacción,puestoque el porcentajede estetipo de ordenaciónperiódicaes
elevadoen el complejoproteína-lípidoquese forma, comoseha comprobado
porespectroscopiade infrarrojo (Gasseter al., 1 995ay b).
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En definitiva, todos estosestudiosde interacciónde la cí-sarcínacon
vesículasmodelo,ponende manifiestola capacidadintrínsecade la proteína
parainteraccionarcon membranas.Hayquerecordarquela cí-sarcinapresenta
capacidadcitotóxicafrenteanumerosaslíneascelularesde tumoreshumanos,
sin quemedieningúntipo depermeabilizaeiónanteriorde la membrana(Olson
et al., 1965 Olmo et al., 1993~ Turnay etal., 1993).Portanto, pareceque la
a-sai-cinasc transiocaal interior celular a travésde su interaccióncon los
fosfolípidosde las membranas.

En este sentido,los diferentesfosfolípidosactuaríancomo. Es muy
significativo quelací-sarcinareconozcafosfolipidosácidos,especialmentePS
y PG. y no interaccionecon PC. Se ha descritola asimetríaen la distribución
de los lbsfolípidosen lasmembranasplasmáticas,predominandogeneralmente
PS y fosfatidiletanolamina(PH) en el interior celular, y PC y esfingomielina
(SM) en cl exterior (Connoret al., 1989; Devaux, 1993; Zachowski,1993;
Devauxy Zachowski,1994; Williamson y Sehíegel.1994).Estaasimetríase
mantienegraciasa la accióndevariasproteínasquetransportanendirecciones
opuestasadistintostipos de fosfolípidos,a las que seconocecomo«flipasas»
(Smit et al., 1993;Tanget al.. 1996:VanHelvoortet al., 1996).La presencia
de PS en la caraexternade la membranaesuna consecuenciadel inicio del
procesodeapoptosis,lo queesaprovechadopor los macrófagos,quepresentan
en susuperficiereceptoresparaestefosfolípido. queactivanla endocitosisde
la célula (Fadoketal., 1992ay b). Igualmente,en célulastumorigénicasseha
detectadotambién una mayor presenciade PS en la caraexternade la
membrana(Connoret al., 1989; Utsugi et al.. 1991), que podríaexplicar la
mayorespecificidadparalaentradade lací-sarcinaenalgunalíneastumorales,
comoya seha indicado.

Producción dc ribotoxinas recombinantes

El primer sistema de producción de ribotoxinas por métodos
recombinantesse publicó en 1990, y utilizaba un gen sintetizado
químicamente,quecodificabala secuenciamadurade la cí-sarcina,fusionado
a la secuenciaseñalde la proteínaOmpA de Esúheriehiocoil. La proteínaasí
producida.sin embargo,no se exportabade forma eficiente al espacio
periplásmico,por lo que el rendimientoresultó sermuy bajo (Henzeet al.,
1990), aunque recientementeha sido mejorado (Sylvester et al., 1997).
‘l’ambién el grupode YaetaEndo,quepublicó laprimerasecuenciadeun gen
deribotoxina(el del cDNA desar. quecodifícala cí-sarcina:Okaetal., 1990),
produjo a-sarcinaen E. cali, estavezutilizando la secuenciaseñalde la ¡3-
lactamasade la bacteria,pero sin el residuode alaninadel extremoamino de
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la proteína porlo queseproduceunaformamutanteque, si bienesactivaa la
horade inactivarlos ribosomas,no sesabesi pudieratenerafectadaalgunade
las otras funcionalidadesde la proteína(Okaet al., i992).
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Figura 7: Estructura deigensar(Wnendtetal..1993).A: Mapaderestriccióndel fragmento
de 52 kb obtenido por digestióncon Hbsdlll del DNA genómicode .4. g¿~ontcusMDH 1 8894.
13: Comparaciónde las secuenciasde nucleotidos de los genessary íes (I~amy y Davies,
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extremoans no de las proteínas moiduras, la daj a‘PATA. (:) irídica basesiguales. (-) un hueco
en 1-a secusncia.

En nuestrogrupose consiguióel primer sistemade producciónde la
formanativaen E. cali tisandoel gennaturalfusionadoa un formamodificada
del péptido señal de OmpA (Lacadenaeta!.. 1994; Lacadena,1997). Se han
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utilizadodossistemasbasadosen los vectoresapFNPGy pETí Ib, quepermiten
la producción y purificación de cantidadessienificativas de u-sarcina
recombinanteque mantienelas característicasestructuralesy enzimáticas
propiasde la proteínafúngica, así como sucapacidadparainteraccionarcon
bicapaslipídicas(1~acadena,1997).Tambiénse ha usadoestesistemaparala
produccióndegrancantidadde q-sarcinauniformementemarcadaconisótopos
paramagnéticosestables(‘5N y 2C), asícomo marcadaselectivamenteen Tyr
y Phe con ‘5N (Lacadena,1997). Estasformasmarcadassehan usadopara,
medianteRNIN, resolver la estructuratridimensionalen disolución de la
íj-sarclna(Campos-Olivaset al., 1996ay b; Pérez-Cañadillaset al.. 2000).
Estossistemasseestánutilizandode formahabitualen nuestrolaboratoriopara
la producciónde formasmutantesde lau-sarcina(Lacadena,1997;Lacadena
et al., 1995ay 1999;Pérez-Cañadillaset al.. 1998).Unaúltimamejoraen ese
sistemaha supuestola coexpresióncon tiorredoxina(utilizando el vector
pT-1’rx;Yasukawaetal., 1995). lo quepermiteaumentarla solubilidadde la
proteínaal facilitarsela reordenacióndelos puentesdisulfuro incorrectamente
formados.De estaformaseha aumentadoentre3 y 4 vecesel rendimientoen
la producción.obteniéndosehasta10 mg/l, sin modificarselas características
de la proteínaobtenida(García-Ortegaet al.., 2000).

Tambiénla mitogilina ha sido donaday producidaenE. uñí (Betteret
al.. 1992). En este caso el sistema utilizado consistió en el clonaje del
correspondienteeDNA sintetizadoquímicamenteen cl vectorpINPGISOO
(Betteret al., 1988),de fonnaquesefusionaraconla secuenciaseñaldepelB,
bajoel control del promotoracaB,inducibleporL-arabinosa,obteniéndosela
proteínaen el medio extracelular.Estesistematambién se ha usadoparala
produccióneficazdemutantes(Bettereta).,1992;Kao y Davies,1995 y 1999;
Kao etal., 1998).Laventajaquepresentaestesistemaesqueconsigueexportar
la proteína al medio extracelular, en vez de acumularseen el espacio
periplásmico.porlo que la purificaciónresultamuchomásfácil.

La restrictocinahasido producidaasimismoen E. ccli, fusionadaa una
cola de seis His, lo que permitesupurificaciónmediantecromatografíade
afinidad frente a Nl (Moser et al., 1992). También se ha descrito la
producciónla proteínasin modificaren E. ccli, unavezmásusandoel péptido
señalde OmpA (Rathoreeta!.,1996),sistemaquesehausadoigualmentepara
produciru-sarcina(Rathoreet al,, 1997).Los autoresdeltrabajomantienenque
obtienenla proteínaspurasy nativas,resolubilizándolasapartir decuerposde
inclusión, con un rendimiento de 45 mg¡i de cultivo. Sin embargo, la
caracterizaciónquepresentande las proteínashacepensarquesólo tina parte
de la proteínatotal queobtienenestácorrectamenteplegaday activa.Cuando
se ha intentado hacer lo mismo con la u-sarcinaen nuestro laboratorio,
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produciéndola.purificándola y solubilizándolaa partir de los cuerpos de
inclusión, en simIlarescondliciones.no se ha consecuidoobtenerla proteína
totalmenteplegadaen suestructuranativa(l~acadena,1997).

Tabla 5: Esquenia de los diferentessistemasde expresión
fungicas
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recombinantede ribotoxinas

Rdto. Referencia
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2000
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Clavina E co/, ¡113101 pEZ/l8 pMR.Sl 6 30-40 Parenteel al.. 1996
——,:—: 1:,,. —.—:,.:.—.—,:.,,.—,—,.—,

Rendimientode proteínanativa en mg/l de medio de cultivo, Ac.: detección sólo por
anticuerpos.

Rendimientoobtenidode la fraccióninsoluble.
Rendimientoobtenidode la fracciónsoluble,

L.-a ultima ribotoxinaproducidaen E ccli ha sido la elavina,utilizando
el vector pEZZI 8 (comercializadopor Pharmacia).produciéndolacomo
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proteínade túsión con un dominio sintéticode unión a IgO (Parenteet al..
1996).Deestaforma,la proteínade fusión secretadaal periplasmasepurifica
mediantecromatografíadeafinidadenIgG-sefarosa,liberándoselaclavinapor
digestióncon el factor Xa, obteniéndoseun rendimientode 30-40 mg! de
cultivo. Sin embargo,hay que destacarque la clavina purificadapor este
sistemapresentaunaThr adicional en el extremoamino, ademásde que los
resultadosobtenidosno se han podidocompararcon la proteínanativa, al no
habersepurificado a partir de sufuentenatural,el hongo¡1. clavotus(Parente
et al., 1996).Estemismo esquemaseha usadoparaproducir la a-sarcinade
forma similar, y tiene parecidaactividad a la a-sarcinanatural, pero no
describenla caracterizaciónestructural(Parenteet al., 1998).

En cuanto a la producciónheterólogade ribotoxinas en sistemas
cucariotas.los resultadoshansidomuydiversos.Respectoa lau-sarcina,hasta
los estudiosquesc incluyenen estaMemoria,sólo sehabíaintroducidoel gen
sor, incluido su intrón, en A. níger (Wnendtet al., 1993).Esteresultado,sin
embargo,no fue muy satisfactoriopueslos autoresúnicamentelograron un
clon productorde u-sarcinay con un rendimientomuy bajo, alrededorde tres
órdenesde magnitudmenorque en el A. gigonteusoriginal.

Lamy y Davies (1991) tambiénintentaronproducir la restrictocinaen
otro hongo del mismo cénero.A. nidulons, utilizando como marcadorel gen
orgB,mutadoenla cepahuésped,CS2008.Tambiénel grupodeRonKenealy
intentó lo mismo, tanto en A. nidulonscomo en A. níger (Brandhorstet al.,
1 994),usandoconstruccionesparecidas.En los tres intentos,sin embargo,los
nivelesde producciónfueronmuy escasos.

El mismo grupo de Kenealy intentó la producciónde restrictocina
recombinanteenSocchorornycescerevísíue(Yangy Kenealy,1992a).perono
seconsiguiópor la ineficienciadel sistemade secrecióncomo sediscutemás
adelante,porlo quesólo obtuvieronlaproducciónde mutantesinactivos.

Modelizacióny determinacióndesu estructura

Desdeque se determinó la estructuraprimaria de la a-sarcínase
observóla gran similitud de secuenciaque presentabacon otras RNasas
microbianascomo laTi o la U2 (Saccoetal., 1983),lo quebacíapensarque
podíapresentartambiénunaestructuratridimensionalsimilar. Se conocíalade
la RNasaT1, ademásde numerosascaracterísticasrelacionadascon su
conformación,configuracióndel centroactivo y mecanismode plegamiento
(Campbelly Tso, 1971;Heinemanci ol., 1980; Heinemanny Saenger1982
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Ding cl al.. 1991: Grunert er ob, 1991: Grauzin ci o!., 1992). Se conocían
también las estructurastridimensionalesde otrasdos proteínasde la misma
familia, las RNasasMs (Nonakaet al.. 1993) y FI (Vassylyevet al., 1993)
aparecien(loposteriormentela de la RNasa11)2 (Noguchi el al.. 1995),quees
aquellacuyasecuerciapresentamayor grado de identidad con respectoa la
tj-sarcina.

Se vio que las similitudesde secuenciase concentrabanen algunas
zonasquecorrespondíana los residuosdel centrocatalíticoy las hebras¡3 de
la láminaprincipalde las RNasasdic la familia de la TI y cinc., comprendidas
entreestashebras,las ribotoxinaspresentabansecuenciasmás largasque Zas
otrasRNasasy ricasen residuosbásicos(Martínezdel Pozoet al.. 1988; Lanw
etal .1992;Mancheñoet al., 1 995a).Segúnestealineamiento.se propusocíue
las ribotoxinaspresentaríanun mismopatrónde plegamientoen torno a una
lámina ¡3 central bastantehidrofóbica en la que se situarían los residuos
catalíticos.Estaláminasepredijocon al menoscuatrohebras.y explicaríael
componentehidroLóbico de lainteracciónconvesículaslipídicas. Los residuos
extra con respectoa las 1% asasmenosespecíficasserian lazos en los que
abundaríanairos- [3o estruc¡Llrasno ordenadas.ven los cualesseencuentranla
mayoríade los residuosbásicosde la proteína,y serian los responsablesdel
componenteelectrostáticodic la .nteracc.ión con xresículas(Mancheñoet al.,
1 995a).Al mismotiempo.Kaoy Davies<1995)publicaronun trabajoen el que

postadabanuna estructurasimilar para la restrictocina. basándoseen un
alineamientosimilar. aunquecentrandiosu explicaciónen la especificidadde
la actixridad ribonucleolítica de las ribotoxinas, cíe la que también
responsabilizabana los lazosextra.

La colaboraciónde nuestrogrupocon el Grupo de Espectroscopiade
RMN del Instituo de Estructurade la Materia (CSIC, Madrid) ha permitido
determinar,tras varios anoscíe esfuerzo,la estructuratridimensionalde la
u-sarcina.mejorandosucesivamentela resoluciónx’ refinando la estructura
hasta resolver incluso las zonas cloe aparentanestar más desordenadas
(Campos-Olivaset al.. 1996ay b; Campos-Qlvas. 1997; Pé-rez.-Cañadillas.
1999;Pérez-Cañadillasetal., 1998 ~ ~000).Paraello seha necesitadono sólo
la produccióny purificaciónde suficientecantidadde ir-sarcina nativa, sino
tambiénformasmarcadas.uniformementey en algunosresiduos,con isótopos
establesparamagnéticos,comovasehacomentado.I)uranteestetiempo,seha
publicado asimismo la estructura de la restrictocina, resuelta mediante
difracciónde rayos X (Yangy MofLil. 1996’>.
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Figura 8: La estructura tridimensional de la u-sareina: de la modelización a la
determinación. A: Alineamiento de la u-sarcinay otrasRNasasfúngicasde las superfamilia
de laTí (Mancheñoetal.,1995a), del quesededujo lasimilituáde loselementosdeestructura
secundariaregular ordenada.B: Modelo estructuralgeneral de la u-sarcina(Gasset,1990;
Macheñoet al., 1994a), elaborado a partir de los elementoscomunescon la RNasaTI. C:

Predicción detallada de los residuosmínimosde la lámina ¡3 central (Mancheño et al., 1995a).
D: Representación en«tubo»del esqueletode la estructuratridimensionalen disoluciónde la
o.-sarc¡na (Pdrez-Cañadillas.1999; Pérez-Cañadillaset al., 2000). El grosor del tubo es
proporcionala la desviaciónmedia entrelas coordenadasde los átomosiguales.

La estructurade la a-sareinaen disolución.estárepresentadaporun
conjuntodc 47 confórmeros(PérezCañadillas,1999). Suplegamientoglobal
corresponde.comose habíapredicho.a unaestructuradetipo u/~ formadapor

ÑH,-
+
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unalámina antiparalelade 5 hebras([3, a 3¾.conectadascon topología—1. —

- i, -1 Empaquetadafrente a la lámina se encuentrauna hélice u de
aproximadamentetresgiros (Uf). El ciuremoaminode 26 residuosforma una
largahorquilla [3en la quelasdoshebrasse puedenconsiderarpartidasporuna
«bisagra»quesepararíadospequeñasláminas.El restodelosresiduosformaría
cinco largos bucles, que son los que conectanlos elementosdc estructura
secundariaregular.De ellos,al menosel bucle9 puedeconsiderarseseparado
en dos partes,2< y 2f]. separadaspor un giro dc hélice.a, (PérezCañadillas,
1999).

Tabla 6:
elementos
y Moftht.

Comparaciónde la nomenclaturay los residuosque integrancadauno dc los
deestructurasecundariaen la restrictocina(secúnsuestructuraencristal por Yang
1996) y’ la o-sarcina(segúnsu estructuraobtenidapor RMN por PórezCañadillas,

duns qcíc no aparecenen la &-sarcfna
elemef]tos consecutivos.Se indican los colores

1999. y Pérez-Gafladillasci al.. 2000). Los res
correspondena la transición entre dos
utilizadosen las figuras; si no se indica, esazul oscuro.

RESTRICTOCINA a-SÁRCINA

Residuos ElemenÉo
a

Residuos
a

6196

Elemento Color
—

36169
¡3.,

6414 ¡3w
36479 6540 giro 3~

3
7(1

[~2>

25-35 2-36 rojo

36-48 ,--49 bucle 1 an-íarilío

0-52 Ji,

53-91 L= =<-72 bucle 2< verde

H2 ¡<-78 u, verde

53-9! L3 79-93 bucle 2<, verde

92-98 B4 94-97 [3,

99-II? L4 98-119 bucle 3 azul claro

ll8-l~~ 135 120-124 (3.

126-l31 LS 125-132 bucle 4 rosa

132-137 36 133-37

138-142 1:6 139-143 bucleS naranja

143-147 137 144-146 [3.



Figura 9: Modelo de interacción del SRL con la a-sarcina, tomado de Pérez-Cañadillas (1999) 
y Pérez-Cañadillas et al. (2000). La proteína se representa mediante su superficie electrostática, 
y el RNA en modelo de varillas. El esqueleto fosfodiéster del RNA se representa en rojo y las 
bases en blanco, a excepción de la G de reconocimiento (en verde) y las bases adyacentes al 
sitio de corte (amarillo). Se indican además los residuos de la proteína que podrían estar 
directamente implicados en la interacción. Loop 5: bucle 5. 

El plegamiento de la a-sarcina es muy similar al de la restrictocina, con 
los elementos de estructura secundaria regular prácticamente idénticos. Sólo se 
aprecian orientaciones ligeramente diferentes en las regiones correspondientes 
a Ser 83-Asp 91 de la a-sarcina y el bucle 5, aunque la región homóloga a Ser 
83-Asp 91 forma contactos intermoleculares en el dímero cristalográfico de la 
restrictocina. En cuanto al centro activo de ambas proteínas, es muy similar, y 
sólo se diferencian en la orientación de la cadena lateral de la arginina (12 1 en 
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la cí-sarcinay 120 en la restrictocina),probablementedebidoa la presenciade
un ion fosfatoen la estructuracristalográfica.Hay quedestacarqueunaparte
de la horquilla [3del extremoaminono ha podido ser resueltaen el cristal de
la restrictocina,por lo que no se tieneinformaciónsobreestazona.Estazona
presentaunagranflexibilidad en los confórmerosde la a-sarcina(figura 8 D).
y sí ha podido serdescrita(PérezCañadillas. 1999; Pérez-Cañadillaset al.,
2000).

Encuantoalacomparaciónconlas estructurasde las RNasasTi y U2,
las ribotoxinas muestranaltos gradosde similitud para las regiones de
estructurasecundariaregular(aunquela hélice de las ribotoxinases menor),
centrándoselas principalesdiferenciasen la menorlongitud de los buclesde
conexiony de lahorquilla [3,queen las ribotoxinas(al menosen la a-sarcina)
presentaunasubláminaadicional.Los residuoscatalíticosdelas tresenzimas
seencuentranen posicionesequivalentes,con unaligeradiferenciaencuanto
a la cadenalateral de la arginina.La diferenteactividad ribonucleolíticase
puedetratardeexplicarpor la distintaorientacióndel bucle5 y de los cambios
en el sitio de reconocimientode la base-,y por la menoraccesibilidadde la
histidinacatalíticade las ribotoxfnas.quejustifica su menoreficaciacatalítica
frenteanucleotidos(PérezCañadillas.1999; Pérez-Cañadillaset al., 2000).

La producción de proteínas heterólogasen Pichiapastoris

La levaduraPichio posuvis es un microbio cucariotaque ha sido
utilizado para desarrollarun eficiente sistemade producciónde proteínas
heterólogas.comercializadodesdehace~mosañospor Invitrogen(Creggy
Madden. 1988; Siegel y Brierlv. 1989: Romanoset al.. 1992; Cregget al.,
1993; Fligains r Cregg. 1998). Paralelamente.se ha desarrolladoun sistema
similar. aunquecon característicaslexementedistintas,por partedel Centro
Nacionalde Bioteenologiadc Cuba(HerreraeLal.. 1991 í. Metodolócicamente-,
estesistemaes casi tan sencillo de manejarcomo E. col! y tiene ventajas
adicionalessobre este procariota. como la de llevar a cabo diferentes
modificacionespostraduccionales.Además,es másrápido,fácil y economico
que otrossistemasencariotas,comoel dc baculovirus.o el dic Socchoromyccs
cerevzs¡oey sueledar mucho mejoresniveles de expresión.En estesentido,
aunquelas manipulacionesgeneticasy molecularesquese necesitansonmuy
similaresa las de Sccchorornvccsccrevisoe,suelenobtenerserendimientos
entre 10 y 100 vecesmayores.
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Pichioposroris esuna levadurametilotróftca.Representatino de los
cuatrogénerosquereúnenestacaracterística,siendo los otros tres Condido,
Honsenuloy Torulopsis.Por tanto, escapazde metabolizarmetanol como
fuenteúnicade carbono.Estedetalle esmuy importante,puesen él se basa
todo el sistemadesarrollado.El primerpasoen la metabolizacióndel metanol
es su oxidaciónaformaldehído.procesoque lleva acabola alcoholoxidasa.
El gen que regulala expresiónde estaalcohol oxidasa.AOXi (Ellis et al.,
1985), seencuentramuyestrictamenteregulado.En ausenciade metanol,los
nivelesbasalesde expresiónsonínfimos,y seproduceunagrancantidaddela
enzimaal añadirel metabolito;de forma que, usandometanolcomo única
fuentede carbono,la alcoholoxidasapuedellegar a representarmásdel 30%
de toda la proteínasolublepresenteen Pie/i/o postoris (Coudercy Baratti,
1980).La expresióndel genÁOX} se controlaa nivel de la transcripción.Esto
esasí hastatal punto que en presenciade metanolel 5% del mRNA total
presenteen las célulascorrespondea la alcohol oxidasa(Creggy Madden,
1988). Este control se ejerce según un mecanismo mixto de
represión/desrepresión,de forma que no es suficiente la ausenciade un
catabolito represor (glucosa, por ejemplo) para que haya expresión
significativa,sinoqueademásesnecesarialapresencíadel inductor,el metanol
en estecaso(Tschoppet al., 1987a).

Estaspropiedadesdel metabolismode P. postorissonlas quehansido
utilizadasparadiseñarel sistemade expresiónque nosocupa.Así, seutiliza
como huéspedla cepaGSI 15 (Creg.get al., 1985),quetiene un defectoen el
gen de la histidinol deshidrogenasa(/JJS-4)que le impide creceren medios
mínimos,si no se le suplementaHis. Los vectoresde expresiónutilizan esta
característicaal incorporarel alelo correcto de este gen, ademásde los
extremos5’ y 3’ del gen¡lOA? (véaseel apartadodemateriales).El fragmento
del extremo5’ es de unos1000ph, y contienela regiónpromotoradcl gen. De
estaforma,sí sc insertael genforáneoen la posiciónadecuada,seobtieneuna
construecionen la cual quedabajoel controldc dichopromotor(Romanoset
al., 1992).Unavezqueseintroduceen P. postoris(35115,sólo creceránen un
medio mínimo carentede 1-Jis aquellascepasque hayan incorporadoel gen
H184 que portael plásmido. Si ademásseha integradoadecuadamente,el
fragmentoflanqueadopor los extremosdel gen ¡lOA’!, que contieneel gen
foráneo,reemplazaráal gende la alcoholoxidasa,de formaqueestascepasno
podráncreceren un mediomínimo queincorporemetanolcomoúnicafuente
de carbono.
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Figura lO: Mecanismosde recombinación para la integración dcl vector de expresiónen el
loctfs -¡OX] de 1’. /)ÚtS’IOKLS (tomadodel manualde Invitrogen). A: Insercionde un plásmido
circular por recombínación simple. produciéndose tina dupí icación del gen. B:
Reemplazamíentogénico por reconíhinacióndoble. lavorecidopor cl fragmento 1inca] con
extremosrecombinantes:estaes la estrategiaquesc ha títi ¡izado.

Estetipo de construccionesse hanempleadoparaproducirproteínas,
tanto intraeclularmentecomopor secreción.En estesegundocaso.seutiliza un
vectorque permitafusionarel DNA foráneocon el dcl péptido señal de una
proteínaextraceltilarde Pichio (Tschoppet al.. 1987b),o bien se utiliza un
DNA quecodifiqueunapreproteinaetiyo péptidoseñalseareconocidopor la
levadura(Yanadaet al.. 1994; Clare et al., 1991b). Todo ello ha permitido
expresary producirmuchasproteínas algunasdeellasenaltísimas
concentraciones(tabla 7).
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Tabla 7: Algunasproteínasheterólogasproducidasen Pie/ile pastoris

.

% de Cantidad
Modo proteína (gil)

20 ND

25 80

3 0.30

Proteína (organismo)

3-gal actosidasa

Factorde necrosistumoral(TNF)

Antigeno <le superficiede la hepatitis
13

Referencia

Gregget al,. 988

Digan eral.1989

Cregget al~ 1987

Superóxidodismutasa(SOD)

lnterleukina~?humana

FragmentoC dela toxinadel tétanos

Pertactina(P69)

1 n y erfOsa

2 0,75

1 30 4.0

27 12

1 10 3.0

5 80

Liso-zima bovina 5 60

[¡sozimahumana 5 ND

Albúmina de suerohumano 5 Nt)

Factorde crecimientoepidérmico 5 80
(PUF) humano

Faefordc crecimientoepidérmico 5 80
FUI-) dc ratón

Factor-1 dc crecintentoanálogodc 5 ND

la insulina,humano

lnterleukina-2humana 5 ND

Análogo de la aprotinina 5 ND

Inhibidordc la prateasadeKrfnirz 5 ND

tíefatinany> hídroxilada 5 N O

CatepsinaE humana 5 ND

1: intracelular:5: secretada.
Nt): no disponible: IT: deteetablesólo por inmunorransfereneia.
Si no hayreferencia,consultarCregget al., 1993.

0.30

0,70

4.0

0,50

clare etaL. 1991

Romanoset al.. 1991

Tschoppct al.,
1987b

Digan et al.. 1989

Jkegayaetal.. 1997

Siegel et al., 1990

0,45 Clareet al., 1991

0,50

1.0

0,80

1,0

4.8

FI,

vedvickct al,, 1991

Wagneret aL, 1992

Worten ci al.. 1999

Yamadaet al., 1994
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OBJETIVOS

El estudio de las relacionesestructura-fUnciónde las ribotoxinas
fúngicases el objeto principal de estudiode estaTesis, enmarcadaen la línea
deinvestigaciónde nuestrogrupo. Las ribotoxinaspertenecenalasuperfamilia
de las ribonucleasasmicrobianasextracelulares,encabezadapor la RNasaTI -

Habrian evolucionadoa partir de un gen de estasuperfamilia, adquiriendo
fUnciones más especializadas,localizadas todas ellas en una estructura
relativamentepequeña,y que les confieren su citotoxicidad: la exquisita
especificidaddesustrato.dirigida a un solo enlacedel ribosoma,y la capacidad
de entraren las célulasatravesandomembranaslipídicas, que es dondereside
la selectividadde la accióncitotóxica.

Un primer objetivo de la Tesis se planteó dentro de estahipótesis
evolutiva: estudiar la extensión de las ribotoxinas entre los hongos
filamentosos, intentando estudiar asimismo las relacionesevolutivas que
pudierahaberentre ellas y con las ribonucleasasno citotóxicas, su posible
evolucióny cómo habríanido adquiriendolos elementosqueles permitieran
adquirir lasfUnciones,específicas

Entre estasfUnciones, nuestro arupo habíaestudiadocon detalle la
capacidaddc la u-sarcinapara atravesarmembranas,una de las propiedades
exclusivasde las ribotoxinasrespectoal restode la superfamilia,obteniéndose
importantesconclusiones,Sin embargo,el grupo se habíaocupadomenosde
otracuestiones,quehan sido tambiénobjetivos de estaTesis.

Se ha estudiadosu mecanismode produccióny secreción.Paraello, se
ha abordadola donacióny producciónheterólogade la a-sarcinaenun sistema
cucariota fiXeilmente manipulable y suficientementeparecido al género
Aspergí//ns,optandopor la levadurametilotrófica Pichic¡ postoris. De esta
forma, seha podidoestudiareJ procesamientodel precursorde la u-sarcina,así
corno el papelde susdistintasformas,

Como el mecanismode secrecióndebe ser común a otras toxinas
proteicasen los hongosAspergí/li, tambiénse planteóestudiarla producción
y secreción de otrade ellas, 1-a proteínaantiffmgica(AEP), paralo cual había
que llevar a cabo,además,una caracterizacióndetalladade estepolipéptido,
que estabamuy poco estudiado.
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Las caracteristicasestructuralesque confieren a la u-sarcina su
actividadribonucleolíticaapenasse habíancaracterizadohastala fecha,pues
simplementese habíaasumidosu similitud con la RNasaTI. Sin embargo,la
especificidadde las flíncionesde las ribotoxinashaciainteresanteestudiarloen
detalle para ver las diferenciasque pudieratener con el de las RNasasno
citotóxicas.Hanconvergidoenesteestudiodistintostrabajos:la producciónde
formas mutantes en hischerich¡o cdi, la opumtzacíon de un ensayo
cuantitativo,la resoluciónde la estructuratridimensionalmedianteRNIN y la
determinaciónpor la mismatécnicade los pK1 delos residuosinnizables.Estos
dos últimos aspectosno han sido objeto del trabajo de esta Tesis, pero los
resultados obtenidospor el Grupo de RMN del lnstituíto de Estructurade la
Materia(CSIC) han sido clavea la hora de interpretarlos presentadosen esta
Memoria.

Porúltimo, se ha iniciado la comparacióndirecta,siempredentrode la
perspectivade la relación estructura-funetor,entre las ribotoxinas y las
ribonucleasasmicrobianasno cítotoxtcas.Lo quese pretende,en definitiva~ es
delimitarcon exactitudlos elementosresponsables--delas Funcionesespecificas.
Para ello, se pretende obtener proteínas quiméricas hibridas entFe las
ribonucleasasno citotóxicasy las ribotoxinas. Esto se podria hacercon la
RNasaTI, la másestudiada,pero es mejorhacerlocon otraribonucleasamas
cercana en su estructura a las ribotoxinas, la RNasa U2 de (k/i/atzú
sphúcrógenú.Portanto, seha abordadola donaciónde su geny la produccion
heterólogade estaproteína en sistemasen Los que se pudieramanipular
fácilmentey obtener,en un fUturo próximo, formas frutadasy quiméricasde
estaproteínay-de las ribotoxinas concretameliteen I-iivchcri chíatUi y PicA/a
pUSbits -
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MATERIALES

1.- Microorganismos

Cepas de Eseherichiaadj

Cepaspara la manipulación del DNA
DI-ISaF’: E’ cnt/Al hsdRl7(r+ rn1JsupE441/1-1 recA
A(/acZYA-orgE~U169deoR[~80 doc áQacZ)MíS]

H B 101: E- A(gpl-proi) 62 /euBÓsupE44uro- 14 gu/K2
rpsL2O (StOxy/-5 rnt/-1 recAl3

1 gyrA (NaIR) rdA 1

¡oc >‘1 A<;ncrC—n y)

TG1: E’ /roD3ó ¡ocí.> A(/acZ) MIS proA B±/supf
4iA(h.s-dM-mcrB)5(Q m><

McrB9 thi A(íoc-proAB)

INVaF’ ~ cnt/Al hsdRli(r~mj) s-upE44thí-l gyrA96te/Al F8O/ocZAMl 5
A(/ucZYA-orgi)U169 >0

Cepaspara la expresión de genesplasmídicos
BL2l(DE3): E’ o,npt [ion] /zxd

5 (r~ m~, cepa tipo E de E.
profago 2< que contieneel gen de la RNA polimerasa de Ti.

cok) con DE3,

.1A221 F AsiR /acYIeuIJtrp/iS recAí

RB791: W3 líO iocP LS

W31 lO: LAIVF IN(rrnD-rrnff)l rph-I

Cepaspara mutagénesisdirigida por oligonudeotido
BW313: Ef KL 16 po¡’

45 [lysA (61-62)]dial ungí tAu re/Al

IGl 7 F’ ftafJ3ó ¡oc!” ¿(/ocZ)MISproA*B/su/< =(hsdM-rncrB)5(6 <
Mcrff) tAj ¿(loc-proiB)
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Cepasde PichiapastorL4

Se ha usado la cepa (35115 (invitrogen, Inc), que presentauna
mutación en el gen MIS] (genotipo Aís-O, que codífica la histidinol
deshidrogenasa,una enzima implicada en la biosíntesis de histidina. Esto
permite transformarlacon plásmidosque conten”an una copia correctade
HIN]. seleccionándoselos transformantesen medio minimo carente de
histidina-

Asmfsmo. se han usadodoscepas,queproporcionainvitrogen, y que

son producto de la transformaciónde (38115 con sendos vectores que
incorporangenesheterólogos.Una de ellas, de fenotipo 1-11< Muí produce
albúmina extracelularmente,La otra, de fenotipo His Mttj produce
[3-galactosidasaintracelularmente.Ambas se usancomocontroles,tanto para
la determinacióndel fenotipo N’lut, como parala producciónde proteínas.

Hongosfilamentosos

Produccióndea-sai-cinay AFP
Sehausadola cepaMDLI 18894deA.sperg///usgigonicus,suministrada

en el año 1988por el Dr. Y Endo. de la Universidadde Ehime (Japón).

Detecciónde ribotoxinas
Principalmente.sehan usadocepasdel géneroAspe¡gíl/us.Estas,así

comolas de otrosgénerosde hongosfilamentososrelacionados,sedetallanen
la tabla8, dondetambiénse especificasu oreen

Las cepassecrecieronen placasde PDA a partir deesporascongeladas
o conservadasen ccl de sílice, o de cultivos en agarcubiertoscon aceitede
vaselínw Las cajaeterísticasmorfológicas de las- distintas especiesfUeron
comprobadaspor la Dra, 3arbaraDilí, del !)eportnw¡i/ ql AJí¿-ro/ño/ogvonU
hnn-n’no/ogvde la tJn¡ve¡s¡¿v¿¿1Br//isA Co/ion/ño(Vancouver.Canadá).

Cepasde t-Vilaga
Durante mi estancia en el laboratorio del Dr. Julían Davies. en

Vancouver,se pidió la cepa.4TCC 12421 de Ustí/ogos/)AocrogenoBurrilí a
la l~ropia ATCC. Estacepaesla misma que utilizaron Rushízkyetal. (1970)
cuandodescribieronla purificación de una ribonucleasa,que coincidíacon la
RNasaU2 purificadapor Arima etaL (1 968a) De estacepase extrajoel DNA
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Tabla8: Cepasde hongosfilamentososutiliza-das.
Cena Orwen

Ti 1 1 spei-gillzrt tznzanteí¿s MDH 18894

106 spe¡gil/ns ~ganteus NRRL 10 2
108 Áspercullusgiganteas NRRL 178<) 2
4tO 4 -tsperg¡llus giganteas NRRL 4763 2
NO a 5 4 ~pcr ¡lías víridimítan.s- -,

NOI 6 -Isperg¡llus famígatus 3
MS 7 .4.sperg¡llussp. 4
A09 8 4 spergillus’ sp. 4
JIS ) lspcrg¡llusj¡sche-ri 3
114 lO ÁspenzWusres-trw/ru PV[D¡-{ 13462L 3
.12 1 tI 1 spergíllus glú-uc-u.s- 3
NO? 12 ‘Ve o.s-artorvaglabra 3
JiS 13, Asperg¡lltísniclulaus (CS2008) ó

122 4, Aspergillusflavas 3
109 15 >lspergill-us orvzae NRRL 447 2
JI? 16..Ás níger 3
JI t 17. A.spergillusal-utaceus NRRL 398 2
.120 18 -4 sperc’ílías terrc’us 3
NO2 19 lIe;-nícarpentelesacaí-íthosporu.s 3
PS? 20 Penicílliu;n notaturn 4
l’6 1 2 t ¡ cn¡cill¡mo-n ira/scart> 4

Origen: 1 don tulon del Dr, YaetaLudoanuestrolaboratorio-
2 aportaufoncíe la NRRL al Dr. julian Daxdes(UBC. Vancouver,Canadá).

colucuconparticular<le] Dr. iJulian Davies-
4. colecciónparticulardc la Dra.. f3arbara.Dilí (IJI3C- Vancouver Canadál

genómicoy el RNA con el que se sintetizó el cDNA. Estacepase creció en
PDA y se comprobóque su morfologíaera la habitualen un hongo tJstilago
con la ayudadel Dr. JamesKronstad,de la UBC. Ya en Madrid, sepidió al
CES la cepaCBS 534.71, quees equivalentea la ATCC 12421. De estacepa
se purificó la RNasaLF2 silvestreque se ha estudiado.

El Dr, Kronstadsuministróunacepade U. maye/lsde la colecciónde
la UBC que, simplemente,seusóen algunosexperimentoscomocontrol de los
realizadoscon U sphaeroge¡-ui.

2.- Vectoresplasmídicos

Vectoresparala manipulacióndel DNA

pUCLS y pUC19; Estosvectoresseutilizaronparala simple donación
genes y su secuenciación, Las secuencias de hibridación de losde



46 Materiales

oligonucicótidosde secuenciación[UniversalMl 3 (-20).MI 3 (-40) y Reverse

se encuentranflanqueandoel sitio de cionajemúltiple. Contieneel gen
que confiere resistenciaa ampicilína.y el gen (le producción.de (1—lactamasa,
quepermitela hidrólisisdel X-Gal parala -selecciónpor colorde las colonias.
Sólo sediferencianen la orientaciónde la zonade multiclonaje.

•MCS ~MCS

pUC18/19<MBL1S(+) AmPQ •0o

kb 2,7 kb
por,

7

Figura Ii: Plásniídosuolwadosparala m-anípulacionde DNA. MCS: sitio de multiclonate.
E: origende replicacióndel Ligo FI.

pCR2.i: Este vectorse ha utilizado para donarfragmentosde DNA
obtenidospoi- PCR, ;untocon el «Original 11-4 clonmgkit» de- Invitronen. El
plásmido viene linealízaclo y con extrctnos con tin residuo cíe timina
protuberanteen 3’. Deestaforma, como algunosdc los fragmentosde PCR
producidosen una PCR con la polimerasa?Yq presentanuna adeuostna
protuberameen 5’, se facilita la hibridación y 1 alacian con el vector asi
preparado.

pEMBLlS(+): Estevectorseutiliza parala obtencióndel ssDNA,ya
que contieneun sitio de inicio de la replicaciónparael fago El (ori El>. Esto
permiterealizar con esteplásmidolos ensayosde mutagénesisdirigida por
oligonuelcótido.porquesepuedeobtenerel DNA correspondienteen formade
cadenasencilla. Ademáspermitedetectarla mutacianpor secuenciacion,va
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queflanqueandoa lazonademulticlonajeposeesecuenciasde hibridacióncon
los oligonucícótidoshabitualesde secuenciación.

Vectoresparala produccióndc proteínasen E. adj

pINIIIOmpA2: La seriedevectorespiNlílOmpAutilizanun promotor
de fusión entrelos de/ppy loe, induciblepor IPTG,juntocon el gen represor
loe! ~Ghrayebet al.. 1984). Además, incorporan la secuencíaseñalde la
proteínaextracelularOmpA de E. col!, paraasísecretarlaproteínafusionada
al espacioperiplásmico.Se ha usadoparaproducirdeestaformalaRNasaU2.

pINPG: Este vectores una modificación del vectorpiNilIOmpAl
(Ghravebet al., 1984),construidoporel Dr. J.L. Barbero(Pharmacia).En este
vector,los aminoácidosVal 18 y Gín 20 delpéptidoseñaldela proteínaOmpA
han sido sustituidospor Ser y Leu, respectivamente.Se ha utilizado para
producirla u-sarcinaen cl espacioperiplásmico,con estevectorúnicamente
(Lacadenaet aL, 1994)o combinadocon pT-Frx, un plásmidoque produce
tiorredoxina.lo quepermiteaumentarla producciónde proteínacorrectamente
plegada(García-Ortegaet al., 2000).

P

Ba,nHi

1’ AmpAmf (‘NHiOmpA2
b

5,7kb — kb
a> 4

nr! nr

PS

areO
Tet

Figura 12: Plásmidosutilizadosen [a producciónde proteinasen E. cok. PS: péptido señal.

p5*: péptido señalde OmpA modificado, It promotor. MCS: sitio de multiclonaje.mitog.:
mitogilina.

pINPG

en

on
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pETI Ib: Los genesque se donanen los vectorespET se encuentran
bajo el controldel promotordel bacteriófacoT7 y de las señalesde traducción
propiasde estemismofago (Rosenberget al,. 1987).De estaformaseelimina
prácticamentea existenciade expresiónbasal,especialmentedurantelas Ibses
de clonaje,quesepuedenhaceren célulasqueno producenla RNA polimerasa
del Ligo 17. Paraproducirla proteína,seutilizan célLfla-s queincorporanel gen
de esta polimerasaen el cromosoma.bajo el control de un promotor loe, lo
qauepermiteinducir la expresióncon IPTG En estecaso,seha utilizado para
la producciónde u-sarcina.incorporandotambiénla secuenciaseñalde Ompá
modificada,provenientedel plásmidoplNPGo.S(Lacadenaetal , 1994y 1999)

pING3522- Este vector fue preparadopor Better el aL (¡992) para
producirmitogilina. La expresiónse controlapor el promotorde oraR ‘yeí gen
reguladoro¡-oC ~, ambosde AoIn-,one/io/vphímui-ínm. inducibíescon arabinosa.
Paraconseguirlasecreciónal exteriorbacteriano,la proteinase fusionacon el
péptido señal de una pectato liasa lpe/B) de ]irwír¡ío caro/ovoro. Se ha
utilizado paraproducir RNasa U2 en el medio de secreción,sustituyendo
mediantePCR la secuenciade 1-a mitogilina por la de la RNasaU2.

Vectoresparala producciónde proteínasen Y. /)tIStOr¡N

Sc han utilizadolos plásínidospl-HLD2, pHJLS 1 y pPIC9(Invitrocen),
comovectoresparala integraciónen el nenornade/l pas/orisde lassecuencias
de los genes a expresar(figura 13). Son plásmidos con secuenciasde
autorreplícacionde 16 col! y un gen que confiere resistenciaa ampicilina, lo
que permiteprepararlas construccionesde DNA y donaríasutilizando esta
bacteria Tienen la región promotoray la de terminaciónde la transcripción
(TT) del genAÚN], entrelas cualesestáel sitio de clonaje, lo que permite
coLocar el gen a expresarbajo el controlde dicho promotor.Incluyentambién
unacopiacompletadel genMIS], queesel quese utiliza paraseleccionarloal
transformarcepashis] de 1>, pus-torís Estegen estáinsertadoen la zona3’ del
locus ¡lOA], lo que permiteque todo estecas-set/ede expresiónsepueda
integrar en el genomade E. pc¡storís en dicho [ocus medianteuna doble
recombinación,lo que se facilita por los sitios de restriccióncolocadosen los
extremosde estecas-selle.
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Figura 13: Vectores de expresiónen P. pasúor¡s (tornadodel manual de Invitrogen). Las
caracter>sticasse explican en el texto. 8 representala secuenciaseñal o lider en pl-Hl-Sl y
pPIC9. respectivamente.

Tienencaracterísticasadicionalesque los diferencian,ademásde los
distintossitios de restricciónquesepuedenutilizar:

- pIIILD2 y pHILS 1 tienenun origende replicaciónparael fago fi, lo
quepermitiríala producciónde DNA de cadenasimpledel plásmido,

- pHILS 1 incorporala secuenciaseñalde la fosilitasaalcalina,lo que
permitelaproducciónextracelularde la proteínaheteróloga.

- pP[C9 incorporala secuencialíder (secuenciasseñaly pro)del factor
u deapareamientodeSoccharomycescerevisioe,quetambiénpermitela eficaz
secreciónde la proteínaheterólogaa producir.

3.- Medios de cultivo

Cultivo de E. cdi

LII (Sambrooketal., 1989),con-tomediogeneralparael mantenimiento
de cepasy purificaciónde plásmidosa pequeñao gran escala.Asimismo se
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utilizó en determinadosensayosde producciónde u—sarcina. Este medio
contiene10 g/l detriptonabacteriológica.5 gil de extractode levaduray 10 gil
deNaCí. El pH seajostóa ‘7,0. Paraprepararlocornomedio sólido scañadieron
15 g/l de agar.Parala selecciónde tranformantes(le it. cotí resistentesaalgún
antibiótico, seañadióéstea la concentraciónestándarrecomendada(Sambrook
et al.. 1989),

VI (Sambrooket al.. 1989),sc utilizó parael crecimientode cepasde
16 cali destinadasa la obtenciónde -ssDNA. Es un medio más iico queel 1.8
y contiene16 g/l de triptonabactei-ioló ica, lO g/l deextractode levadura y 5

g/l de NaCí, a lo que se añaden,tras autoclavar,2 g/l de glucosaesterilizada
por filtración.

Medio mínimo (Sambrooket aL, 1989).se utilizó parala produccion
de u-sarcinarecoínbinantey de diferentes formas mutantes Este medio
contiene 11)0 tnl/l de la mezcla de salesMO (Na-UPO>30 g/l, Kl ¡PO4 15 gIl,
NaCí 2,5 g/l, NHJCI 5 gil, pH 7,4. Saírbtook et al - 1989), MgSO4 1 mM,
glucosa0.2%(pív) ~CaCE0.01 mM.

Medio de triptona(TU), se hautilizado parala producciónde RNasa
U2 utilizando el plásmidopINGL’2 en las células W3 líO. Contiene 5 g/l de
NaCí y 1 0 g/l de triptona.

9’ Iiroth. seutilizó parala obtenciónde célulascompetentesde /6 cali
‘y su posterior transformacióncon DNA plasmidico. Contiene triptona
bacteriológica2% (plv), extractode levadura0,5%(piv). MgSO4 0,4% (pív)
y KCI 10 mM. El pH del medio seajustoa 7,6 utilizandoKOH 4 M.

Cultivo dc Y. pastoris

Los mediosutilizados parael cultivo de la levaduraJWc/uíopasiorís,
segúnla finalidad de cadauno, fueron:

Crecimientoy selecciónde recombinantes
YPD (1 litro» lO g de extractode levadura.

20 g de peptona,
2 g de D-glucosa,
20 o de agar(paramedio sólido).
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NiD (1 litro):
aminoacidos,

1,34 g de base de nitrógeno paralevaduras,sin

4 ~g debiotina.
2 g de 1)-glucosa,
15 g de agar(paramedio sólido).

MM (1 litro): 1,34 g de base de nitrógeno para levaduras,sin
aminoácidos.

4 ~g de biotina,
500 al de metanol,
15 g de agar(paramedio sólido).

Produccióndeproteínas
BNIIGY (1 litro): 10 g de extractode levadura,

20 g de peptona,
1 ml de glicerol,
1,34 g de base de nitrógeno para levaduras, sin

aminoácidos,

Mg de biotina,
0,1 M fosfatode potasio,pH 6,0.

BMMY (1 litro): 10 g de extractode levadura,
20 g de peptona,

500 M’ de metanol,
1,34 g de base de nitrógeno para levaduras, sin

aminoácidos,

4 pg de biotina,
0, 1 M fosfatode potasio,pH 6,1).

BMG (1 litro), 1 ml de glicerol,
1,34 g de base de nitrógeno para levaduras, sin

aminoácidos,
4 Mg de biotina,
0,1 Nl fosfato de potasio,pH 6,0,

BIVIIVI (1 litro). 500 M1 de metanol.
1,34 g de base de nitrógeno para levaduras,sin

amínoacidos,

4 ~g de biotina,
0, 1 M fosfato de potasio,pH 6,0.
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N1G (1 litro): 1.34 g de basede nitrógenoparalevaduras,

4 ~g de biotina.
1 ml de gliceroh

MM (ya descrito)

Todos los cultivos se hicierona 30 0C. En casode medioslíquidosse
sometterona una agitaciónsuficientementefuerte como paraconseguiruna
adecuadaoxigenacion.

Fermentaelóu
BSM (1 litro) 26,7 ml de H

3P04 85%
0,93
18.2

g de CaSO4-2H~O,
a de K~SO4,

14,9
4,13 g de KOH,

de MgSO(7H,O.

40,0
SmI

de glicerol
de PTM1 con biotina.

PTM1 (lOO mí), soluciónde elementostrazacon biotina:
0,6 g de CuSO;5HO,
80 mg de Kl.
0.3 g de NtnSO4ltO.
20 mg de NaNloD>21t0,
20 mg de H3B03.
50 mg de CoCí-,.
2 o de /,nCl,.
6,5 g de FeSO>7H20,
20 mg de biotina.
0,5 ml de ¡-USO>.

Cultivo de hongosfilamentosos

Para su mantenimiento,se ha utilizado caldo de dextrosay patata
comercial(PDB), suplementandocon agara 15 gil paralos cultivos sólidos.
denominándoseentoncesagarde dextrosay patata(VDA).

En el caso de Aspergí/Nsgígonteu.s-,tambiénse ha mantenidoen un
Na,HP0412H,O1 g/l,medio sólido conteniendoagar 15 g/l. N aNO, 2 el,

Mg-S01-iH20 0,5 <Sl, FeSO40,01 g/l, KG 0,5 g/l y sacarosa20 g/l.
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Para la producciónde ribotoxirasy AFP, se ha utilizado el medio
liquido descritopor Olson y Goerner(1965).quecontienepeptona2% (p/v),
almidónde maiz 20o (p/v), NaCí 0,50o (p/v) y extractode carnede vaca 1,50 o

(p/v).

Cultivo de Ustilago spliaerogena

Esteorganismose mantuvoen medio de patatay dextrosa(PDA y
PDB), en el que tambiénse realizó la extracciónde DNA genómico. La
producciónde RNasaU2 y la extracciónde RNA se realizaronen el medio
descritopor Arima et al. (1968a),al quesedenominó«medio Ustílogo»(Mt),
compuestopor los siguientescomponentes(en p/v):

2% glucosa(se preparóaparte,esterilizándolapor filtración)
0,2%glicocola

0,05% K,HPO43H20
0,05% KHSPO4
0,010o MgSO;7H20
0,01% KCI
0,01% CaCI.2H-,O

4.- Solucionesde uso general

CI: soluciónde cloroformo:alcoholisoamilico(24:1),saturadoconTE,
PUS. NaCí 0.14 M, KCI 2,7 mM, KI—1,P04 1,5 mM y Na9HPO48,1
mM.
PCI: solución de fenol:eloroforrno:alcoholisoamilico (25:24:1),
saturadocon TE.
TAE lx: Tris-acetato0,045 m,N-t, EDTA 0,001 Ni pH 8,0.
TBE h:Tris-borato0,045 raM, EDTA 0,001 M pH 8,0.
TE. Tris lO mM, EDTA 1 mM, pH 75-8,0.
Tampón de aplicación 6x (electroforesis de DNA): azul de
bromofenol0,250o (p/v), cianol de xileno 0,250o (p/v) y glicerol 300o

(y/y).

Tampónde aplicaciónlx (electroforesisdeproteínas):Tris 50 mlvi
pH 7,6, EDTA 2 mM, SDS 1~o (p/v), glicerol lOQo (y/y) y azul de
bromofenol0,020o (p/v).
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METODOS

1.- Conservaciónde cepas

Hongosfilamentosos

Las cepasde hongosfilamentososse conservaronde dos formas.En
muchoscasos,simplementemediantecultivos en agar, en tubos inclinados,
cubiertoscon aceitede vaselinay atemperaturaambiente.Paraaquellosque
esporulaban(casi todos),tambiénscrecogieronsuspensionesde esporasque
se secaronen gel desílice. De estaforma, al echaralgunosde los trozosdegel,
con esporasadsorbidas,en unaplacade mediocon un pocode agua,vuelvea
crecerel hongo.

E. cvii

Las cepasde E. col! seconservaroncongeladasa-80 0C, enpresencia
de glicerol aproximadamenteal 25% (y/y). Paraello, a 1 ml de un cultivo en
medio con la correspondienteselección,crecido duranteuna noche,se le
añadió0,5 ml de glicerol al 809o (y/y). Paravolvera crecerías,sesiembranen
unaplacade LB con presiónde selección.

P. pastoris

Para conservarlas diferentes cepas de Pichio pastoris, éstas se
congelarona -80 0C. Paraello. se recogieronlas célulasde 1 mi de cultivo y
se resuspendieronen medio YPD conteniendoun 15% o un SO0o de glicerol,
en un volumenadecuadoparaobteneruna~ entreSOy íOO. Conservadas
de estaforma, lascélulasscmantienenen perfectoestado.Esto sehizo tanto
con la cepa(35115 original, como con los controlesde expresióny con las
cepasrecombinantes.Paravolvera crecerlas cepasasícongeladas,el primer
pasofuesembrarlasen unaplacade YPD (cepa(35115)0 dc MD (cepasHisú.

U. sphaervgena

Lacepade U sphoerogenosemantuvomediantesucesivossembrados
en placade cultivo con PDA, ya queno seha podidodesarrollarun protocolo
de congelaciónadecuado.
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2.- Aislamiento de DNA genómico

De hongosfilamentosos

Paraaislarel DNA genómicode los distintoshongosfilamentososse
crecieroncultivos líquidosde 100 mIdePDB. inoculadosconsuspensionesde
esporastomadasde cultivos en medio sólido. En el casode bongosque no
esporularan,se inocularoncon abundantemicelio. Los cultivos se incubaron
a 30 0C con agitaciónduranteunanoche.1/navezobtenidasuficientecantidad
de micelio, éstossefiltraron y secaroncontoallasdepapel.machacándolosen
un morterocon nitrógenohc

1mdo.Unavezpulveri7.ados.seresuspendieronen
6 mIdetampónTris-l-iCI 200 mM pH 8,5,NaCI250 mM. LDTA2S nfVI. 51)5

0.5% t~~)- calentandoa 65 C, durantelO minutos.Deestaforma,seproduce
la roturacíe l.a paredcelulary de la membrana,comoconsecuenciacid choque
osmóticoproducidopor la sacarosa.y por la accióndcl SDS. Esteprocesose
ve aceleradopor la temperatura.Las muestras de DNA genómico se
desproteinizarony deslipidizaronmediantesucesivasextraccionesconPCI }
lavadocon Cl (a esteprocesose le llama «fenolización»en el restode los
métodos descritos a continuación). El ON \ genón9ico se precipitó. a
temperaturaambiente,con 1/10 (y/y) de NatO ú M pH 5,2 y 0.6 volúmenes
cíe isopropanol.lavándolocon etanolal 70% ~ dejándolosecaral aire en una
campanade flujo laminar.16-1 DNA cenónucopiccipitadosedisolvió en600 M

1
de. FE. Parael eliminarel RNA contaminantescanadióun. pasode incubación
con 10 M1 de RNasaA (25 mg/mí).durante1 ha37 0C, tras lo cualse tbnolizó
x se precipitóigual queen el pasoanterior. Los DN.á secosseresuspendieron
etí 600 M1 cíe IB. y se nuardarou congeladosa —20 fi’. [.-aconcentractony
purezadel DN

1-\. secaleLII aron a partir de su A,>~. cíe la relaciój A>, tA~ <~

mediantela realizacióndc una electrotbresisen gel de agarosa.

De ¡‘¿ch/apastoris

Con el objeto de determinarla- presenciadcl gendc la pre—o.—sarcínaen.
el genomade las- cepastransformadas.se alsió éste segúnel protocolo cíe
Hoffmany Winston(1987)paraS.cereviskw.ParaelloseinocularonlO mt de
YPD con célulasde las cepascuyosgenomassequeríanobtener,creciéndose
a 30

0C hasta saturación (dos días). Las células se recogieron por
centrifugacióna 2500g, durante2 miii y seresuspendieronen 0,5 ml de agua.
Se pasarona un tubode microfuga.centrilugúndoseenésta.LTnavezdecantada
la mayor partedel sobrenadante.seagitaron los tubos pararesuspenderlas
célulasenel líquido residual.A estasuspensiónsele añadió0.2ml cíe solución
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detergente(2% Triton X-100. lOo SDS, 100 mM NaCí, 10 mM Tris-HCI pH
8, 1 mM Na,EDTA),0,2mIdePCI y 0,3 mIde bolitasdecristal,de 0.5 mm de
diámetro,lavadasen ácido.Estamezclaseagitóenvórtexdurante3-4minutos.
Despuésde la agitaciónse le añadió0,2ml de TE (pH 8) y secentrifugaron5
mm en microfuga. Se separóel sobrenadantede los restoscelularesy se
precipitó el DNA añadiendo1 ml de etanol.Se centrifugó durante2 mm y el
sedimentoseresuspendióen0,4ml deTE, alquepreviamentese¡tablaañadido

3 M1 de RNasaA (10 mg/mí). Se incubódurante5 mm a 37 0C y se precipitó
el DNA añadiendo40 M1 de soluciónsalina(4 M LiCI. 0,1 Nt MgCl

9) y 1 ml de
etanol a -20

0C. Se centrifugó a 4 0C, durante2 mm, y se secó el DNA
sedimentado,resuspendiéndolofinalmente en 50 M1 de TE. El DNA asi
purificadosecaracterizóespeetroscópicamente,calculandolarelaciónAJJAJ

8Q
y la concentración(segúnla A,60).

De Ustilago sphaerogena

El DNA genómicode Ustilogo sphoerogenoseaisló siguiendoun
protocoloproporcionadopor el Dr. J. Kronstad.de la Univer.s-!ty ofBrit!sh
Columbio. l/na cepade U ¡novd!s sirvió como control.

Se inocularon50 ml de PDB en erlenmeyersde 250 ml con las cepas
de Ustiiogo, y se incubarona 30

0C duranteunanoche.El micelio se recogió
porcentrifugación(lO mm a7000g), tras lo cualselavaroncon 10 ml deagua,
volviendoacentrifugarlosen tubos Corexde vidrio de 25 ml. Al micelio sele
añadieron2 g de cuentasde cristal de 0,5 mm lavadascon ácido. 5 ml de
tampón0,5 M NaCí, 0.2 M Tris, 0,01 M EDTA, 1% SDS, pH 7,5, recién
preparado.y 2,5 ml de PCI. La mezclase agitó en un vortex durantecinco
ciclosde 30 s. dejándolaen hielo entreun ciclo y otro. Con estose consigue,
en un solo paso. romper la pared celular, disgregar la membrana y
desnaturalizary extraer las proteínas. La fase acuosa se separó por
centrifugacióna 4 0C. y se fenolizó de nuevo.El DNA seprecipitócon acetato
de sodio y etanol,resuspendiéndoloen 500 M1 de TE. Tras analizarloen una
electroforesisen gel de agarosa,sevio quehabíaabundanteRNA, por lo que
se incubó con 10 M1 de RNasaA (25 mg/mí) durante1 haB?0C. y serepitió
la fenolización.Finalmente,seprecipitóconacetatode sodio e isopropanol.El
DNA así obtenido se cuantificó por espectrofotometríay se analizó su
integridadmedianteelectroforesisen gel de agarosa.
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3.- Aislamiento de RNA

De U sphaerogena

El RNA total seaisló a partir del micelio dc U sphoerogcnosegúnel
métodode desnaturalizaciónpor isotiocianatode guanidinio (Chomczvsl-riy
Sacchk1987),paraevitar la acciónde lasRNasas.peropurificandofinalmente
el RN.A porultracentrifugaciónen gradientede CsCI (Sambrooket al., 1989).
El micelio seaislóen condicionesdemáximaprodtccióndeRNasa122. lo que
secomprobómediantelas correspondientesmedidasde actividadenzimatica.

Con un preinoculode U sphoerogenoCI? medio PDB. seinocularon2
erlenmeversconteniendo50 ml del medio enel quesedescribióla producción
de RNasaU~ (Ariína et al.. 1 968a),al que se denominó«medio ¿‘sil/ogo»
(MU). y se incubarondurante45 h a 30 0(7 ~ micelio se recogió por
eentriftígación(10mm a SOOOg). lavándoloconaguatratadaconDI/PC (30 ml
por tubo de centrífuga).El micelio recogido se pesó,y se añadiósolución
desnaturalizante(isotiocianatodc t=uanidinio4M. citrato de sodio 25 mM,
0,5% laurilsarcosinato.pl-1 7.0) en piopoicion de 2 ml por cada300 mg de
micelio. Se añadióademás5 M1 ch 9 mereiptoetanolv 1 ~ildeantiespumante
289 (Sigma) por cada ml dc solucton dcsnituralizante. La mezcla se
homogeneizóenun «PoLtrón> tensoxústaooseLabiadejadotodalanocheen
cloroformo,paraevitar la presencí dc RNasas‘~ microorganismos,tras lo erial
se lavó con anuatratadacon DEPC).mediantetresciclosde20 s -siemprecon
cuidadode quese formarapocaespumaSe centrifugó(10 niin a 3000g), ~se
descartócl sedimento.El sobrenadantese aplico sobretubosconteniendouna
disoluciónde CsCI5,7 lvi. FDTA 0,01 Nl ti it td’t con Dl/PC (Sambrooketal,,
1989).La aplicaciónsellevó acabocon unaíerlnoade lO ml con agujaestéril
de 25(3. para frat=mentarel DNA cromosomíco Se centrifugó en un rotor
SW28 (Beckman).durante24 ha25 000 rpni y 20 0C, tras lo cual seretiró con
pipeta Pasteurel licluido por la partesuperiorhasta0.5 cm por encimadcl
meniscodel fondo de los tubos. Se cortaronlos tubos porencimadel nivel de
líquido, con un bisturí calentadoal rojo, y- se yació el restocon una pipeta
automática.El sedimentoque quedaen el fondo de los tubos esel RNA. Se
secaronvolcándolosy golpeándoloscontratoallasdepapel,concuidadodeque
no se perdierael RNA. Se lavó rellenandoel fondo ele los tuboscon 1 ml de
etanol al 75%. ‘y se vaciaron igual, dejándolos secar por completo, a
temperaturaambiente.LI RNA sedisolvió entoncesen 475 M1 de aguatratada
con DEPC. pasándoloa un tubo de 2 ml. Se precipitóañadiendo30 M1 de
NaAeO 3 M. pIl 5,2. y 0.9 ml de etanolfrío, y sedejómásde 30 mm en hielo,
en la cámarafi-ja. centrifugándolodespuésen frío durante 10 mm en una
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microfuga.Se lavó con etanolal 70%. se secóa temperaturaambiente,y se
resuspendióen 100 d de aguatratadacon DEPC. El RNA así obtenidose
analizó,realizandoun espectrode absorcióny una electroforesisen gel de
agarosa..

Paraconservarlo,sele añadieron3 volúmenesde etanoly seguardóa
-80 0C, Cuandose quisoutilizar, se sacóy se le añadió1/10 del volumende
NaAcO 3 M pH 5.2, dejándoloen hielo durantemediahora y centrifugando
después.Trassecarel sedimentode RNA obtenido,se disolvió en la cantidad
necesariadc aguaestéril.

4.- Reaccionesde amplificación por PCR

Se describena continuaciónlas PCRutilizadasparalas aplicaciones
másespecíficas.

Detecciónde ribotoxinas

Con la idea de detectarespecíficamentela presenciade genes de
ribotoxinas en el genomade los hongos filamentosos,se diseñaronen el
laboratoriodel Dr. Julian Daviesdos oligonucleotidosque se correspondian
con las secuenciasmásconservadasen los genesqueseconocianantesde este
estudio.Estosoligonucleotidosson¡<Ql (S-CCTCTYTCCGACGGCXACAC-
3) y KQ2 (5-GTTRGGATARCTRTAGATCACC-3). Con estos dos
oligonucleotidos se deberíaamplificar, si fueran iguales los genes, un
fragmentodc 273 pb. correspondientea los residuos38 a 128 de la a-sarctna
(figura 1t4).

Utilizandoestosoligonucleotidossellevarona cabore-accionesde PCR
con todos los DNA purificados,mediantela estrategiade touchdown(Don et
al.. 1991;Roux y Hecker, 1997),cIne consisteen ir bajandosucesivamentela
temperaturade hibridación,por lo que seamplificanpreferentementeaquellas
secuencias que hibridan mejor (a más alta temperatura) con los
oligonucleotidos.peroquealavezpermitequeseamplifiquensecuenciasque
hibridenen unaamplio intervalo de temperaturas;de estaforma, las bandas
más especificasse amplifican mucho más que las menos especificas.En
concreto.serealizaronenun minicielador,trasunadesnaturalizaciónde 5 miii
a 94 0C. 30 ciclos de desnaturalización(90 s a 94 0C), hibridación(60 s
empezandoa 65 y terminandoa 50 0C, bajandomediogradoen cadaciclo) y
extensión(120 sa72 0C), seguidode otros 15 ciclos con la hibridaciónaSO
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0C:. Se usó la polimetasaToq. E-l resultadode estasreaccionesse analizó

medianteelectrotoresisen gelesde acarosaal 1.5%.

~KQ1ri

iic<i3A ~ ~,~rri AC-:Zá 3’ II TO’ L,A ,CLAAI A1 ¡ rfl A~ch?rrA 1

5arc1n~

g1a~0< -
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11111109.
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cgcacgcccCtCú~
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AA GCA2000CATCAA T,-c~IVAAA QA<TOtOLcOO-tC

230

AA TACCTGCTC.GAGflCUCeAC TI A AA
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Figura 14: Alineamiento de las secuenciasde DNA de las ribotoxinas conocidas
anteriormente,marcandolas secuenciasde los oligos IKQI y KQ2 -

Obtencióndel gen y cDNA de la RNasaU2

Para detectary amplificar el cen de la RNasaU2, se diseñarondos
oligonueleotidosque sc correspondierancon regionesde los extremosde la
secuenciade la proteínamadura,pero que no fueranmuy degenerados.Para
ello, se utilizo utna tablacíe utili-,’,acion de codonesen los genesde U muye/ls
secuenciados.proporcionadapor cl. Dr. 3. Kronstad,eligiendolos codonesirás
frecuentes.Así. los oliaonuclcoticlosfueronlos siguientes:

122-5: 5-ACC AAC TGC CCC CCC AAC GIS TA-3
1:2-3: 5- CCA CTG CGT O-AA CCC G1~C R/l’A-3’,

que correspondena los aminoácidos7 a 14 (íNCCiGNVY) y 107 a 113
(YDGViQC). y quepermitíanamplificar el fragmentoquecodificaraparalos
amínoacidos7 a 113, por lo que se suponíauna longitud de 318 ph, si no

En la PCR se utilizaron distintas cantidadesdel DNA obtenido,en
concreto20 y ‘~ M1 de diluciones 1/20 y 1/2000. paraun volumen final de

tccttgctQqagttccc
tacctgttg~a~ttCCC
tacct~ct~aa~ttccc
tacets~ct~gagttccc
tacctgetgQagttccc

reacciónde50 Ml. LaconcentracióndeMgCI-, fue 1.5 mM, xseusaron50 pmol
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de oligonucleotidos,y 1 M’ de DNA polimerasaToq,queseañadiójustoantes
de colocar los tubos en el tenriocicladorprecalentadoa 94 0C. El programa
usadoconsistíaen unadesnaturalizacióninicial de 15 mm a 94 0C, 30 ciclos
de desnaturalización(90 s, 94 0C). hibridación(60 s, 60 0C) y extensión(120
s,72 0C). seguidosde unaextensiónfinal de 8 miii a 72 0C. La temperaturade
hibridacióneramásbajade la quecorrespondíaa los oligonucleotidos,conla
idea de compensarlos posibles desapareamientosque pudierahaberen la
secuenciadel gencon respectoa la de los oligonucleotidos.Lapurificaciónde
los fragmentosde DNA obtenidos,asícomosu secuenciación,sellevó acabo
como se indicaparaladetecciónde ribotoxinas.

Parala síntesisdel cDNA, seutilizó cl Moraihon cDNÁ omp4/icotion
kft de Clontech.partiendode 5 Mg de RNA total. Siguiendolas instrucciones
del Idi. sesintetizócDNA de doblehebra.Parala síntesisde laprimerahebra,
se utilizó la transeriptasainversadcl virus AMV, y un oligonucicotidocon una
regiónoligo(dT) con dos nucleotidosdegeneradosen 3’, lo quehaceque este
oligonucleotidohibrideconlazonade inicio de lacolade poli(A). La síntesis
de la segundahebraserealizaconunamezclade lapolimerasa1 de DNA de
E. col!, RNasaH y ligasade DNA de E. col!; además,se utiliza la polimerasa
de DNA de 14 pararomarlos extremosdel cDNA de doblehebrasintetizado.

Para comprobarla presenciadel gen de la RNasa¡32 en el cDNA
sintetizado.se llevó acabounaamplificaciónporPCRutilizando los mismos
oligonucleotidos,122-5 y 122-3, empleadosanteriormente.Los tiemposde los
ciclosfueronlevementedistintos,paraadaptarsea otro termocicladordistinto
(Perkin-Elmer2400). pero el resto de las condicioneseransimilares.Como
control positivo de la amplificación,se utilizó el DNA genomíco.

La amplificacióndcl cDNA paraelonarloen los diferentesvectoresde
expresiónsellevó acabocondistintosoligonucleotidos,quehibridabancon los
extremosde la secuenciacodificante,y queincorporabanlos sitios adecuados
parainsertarlosen los vectoresapropiadosparacadaestrategiade producción.
Estosoligonucleotidosfueron:

U2-5-So/l:5’-dGTCGACAAAAGATGCGACATCCCTCAGTCCACC
AACTGCGGCGC>CAA-3’

122-5-Mjél: 5-dCAXfTGTGCGACAATCCCTCAGTCCA-3’
122-3-Noii:5-dGCGGCCGCTTACGAGCACTGC~GTGAAGCCGTC

RTA-3’
U2-3-Bg/II: 5’-dAGATCTTTACGAGCACTGG&l’GAAGC-3’
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Trasla amplificación,realizadaencondicionesestándarconpoí iinerasa
i=iq.los fragmentosse insertaronen el vector pCR2.1 aprovechandolos
residuosde adeninaprotuberantesen 3’, medianteel «714 clonhig kW> de
Invitrogen. Estos plásmidosse digirieron con las enzimas de restricción
adecuadas,y sepurificaronlos fragmentoscon la secuenciacodificante para
ligarlos con los vectores.

5.- Flectroforesis de ácidosnucleicos

ElectroforesisdeDNA

Electroforesisen gelesde agarosa
Los geles de agarosase prepararonal 0.7-2% (p/v) en TAE lx,

dependiendodcl tamañodel DNA que se queríadetectaro purificar. Las
electroforesissedesarrollarona 80-100Vcon voltajeconstante.En todos los
casosseutilizaronpatronesdemasamolecular,correspondientesa la digestión
con ifindlll dcl DNA del facok. escalerasde lOO pb o de 1 kb (Gibeo).u otros
plásmidossin digerir de tamañoy concentraciónconocidos.Las muestrasse
aplicaron en tampón de aplicación 6x. Una vez ±inalizadoel proceso
electroforético se deteetó el DNA por tuición con bromuro de etidio,
observándoselasbanciasbajo luz ultravioleta.Tambiénseutilizaron gelesde
agarosacon bajopuntode fusión(/01v mcli) parala purificación(le fragmentos
pequeñosde DNA (100-800ph) o de productosde la- amplificaciónpor PCR.
F~I desarrollode estaselectroforesisse realizóa4 St y a 80 y constantes.

Electroforesisen gelesde poliacrilarnida
Estos geles se realizaron, en la mayoría de los casos, al 4% en

acrilamida(p/v) y siempreen condicionesno desnaturalizantes.E-1 tampón
utilizado fue IBIS. Las eleetroforesisse des-arrollarona 100 V durantecl
tiempo deseadoy los gelessetiñeronen azul (le metilenoal 0,01%(p/v). Las
electroibresisen gelescíe poliacrilamidase utilizaron principalmenteen la
separacióncon fines preparativosde fragmentosde DNA.

6.- Manipulación de DNA

Aislamientodeplásmidosde E. ccli

LI DNA plasmídicose aisló con el método comercial de Promega
«W/zordfl2fnípreps-». Paraello. se inocularon.2-5 ml de medio LB (con el
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antibiótico correspondiente)con una colonia aisladadel clon de bacterias
transformadasque interesaba.El cultivo secreció durante16 h a 370C. A
continuaciónlascélulasserecogieronporcentrifugacióny seresuspendieron
en Tris-HCI 50 mM ph 7,5, EDTA 10 mM y RNasaA 100 vg/ml.
Posteriormente,se lisaron en NaOH 0.2 M, SDS 1%. El pH de lamuestrase
neutralizócon acetatopotásico1,32 Nl, y los restoscelularesseeliminaronpor
centrifugación.El sobrenadanteconteniendoel DNA plasmídicose pusoen
contactocon la resmadel kit, que presentaafinidad por el DNA. EsteDNA
unido ala resmase lavócon la «solucióndelavado»~NaCl200 mM, Tris-HCí
20 mM pH 7,5, EDTA 5 mM) diluida 1:1 en etanol 95%, eluyéndosea
continuaciónporadiciónde aguao TE. El DNA plasmídicoasi purificado se
analizóporelectroforesis,obteniéndoseconun gradodepurezasuficientepara
análisisde restriccióny secuenciación.Cadavez que se preparó un nuevo
plásmido.unavezqueésteestuvosuficientementecaracterizado,seprocedió
a su purificación a mayor escala.Para ello, se utilizó el /W de «Wizorcl
¡noxipreps»que,esencialmente,consisteen un tratamientoidénticoal descrito
en las líneasanteriores,peroadaptadoa500 ml de cultivo inicial de bacterias.

Aislamientode fragmentosde DNA

Los fragmentosdeDNA sepurificaronapartirde gelesde agarosao de
gelesde poliacrilamidaen condicionesno desnaturalizantes.

Purificaciónde fragmentosdeDNA degran tamaño
Se consideranfragmentosde «grantamaño»aaquelloscomprendidos

entre1.5 y 10 Kb. Estos fragmentosse purificaronutilizando el «Geneelean
Idi» de Bio 101. Paraello, se fraccionaronen gelesde agarosa,generalmente
al O,70o (p/v), en tampónTAF lx y se identificaronmediantetinción con
bromurode etidio. Parapurificar el fragmentose recortóel bloquede agarosa
quelo conteníay seprocediósegúnlas indicacionesdelkfr basadoen la unión
del 1)NA a unaresmaquepresentaafinidadpor él («glossmilk»).Paraello, se
añadióunasoluciónde Nal 3 Nl (tres volúmeneso porpesode gel) al bloque
de agarosay se calentóa 50 0C, hastala fusión completade la agarosa.
Posteriormente,seañadióel volumenadecuadode «glczssm!lho>(5 M1 por5 gg
o menosde DNA, y 1 M1 porcada0,5 Mg de DNA de más).La unión del DNA
a la matrizde realizó enhielo durante5 minutos.Tras centrifugaciónbrevese
resuspendióel sedimento(DNA-g[ossmdk) en la solución de lavado(«new
wush»)~ se lavó sucesivamente.Finalmente,se añadióun volumende TE o
HP igual al añadidode «glas.s-milho>,y secalentóa 50 0C durante3 minutos,
parafavorecerla disociacióndel complejo.Mediantecentrifugaciónseseparó
el DNA purificado contenidoen el sobrenadante.El procesode elución del
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DNA serepitiódosvecesmás.El gradodc purificacióny rendimientodelDNA
se determinópor electroforesisen gelesde agarosa.

Parala purificacióna partir de gelesde poliacrilamidaal 4% (p/v) en
TBE lx. se recortaron las bandasdel gel conteniendoel DNA y, una vez
troceadas,se metieronen un t!p de 1 ml selladopor la punta,y queconteníaen
su interior una cantidadadecuadade lanade vidrio. Se añadiómt volumen
adecuadodeaguay sedejéagitandoa37 2C. 16 lv Tras la incubación,secorté
la puntasellada,y se eluyóel DNA porcentrifugacióna4000 rpm durante10
minutos.La lanade vidrio retienelos fragmentosde acrilamida,mientrasque
el DNA se recogeen un tubo colocadoa tal efecto en el extremodel /ift. El
DNA se precipitépor adicióndc ¡/10 (vv) de acetatode sodio 3 Nl pH 5,2 y

2,5 volúmenes(le etanol enfriadoa -20’C. [>ostcriorunentese lavó el l)NA
precipitadocon etanol al 70% (y/y) Frío. y se resuspendió en un volumen

convenientede aguao TE.

Purificaciónde fragmentosde DNA de pequeñotamaño
Seconsideraquefragmentosdepequeñotamañosonlos comprendidos

entre 100 y 1500 pb. Estosfragmentosse purificaron a partir de gelesde
agarosade bajo punto de fusión.

Parala purificaciónde los fragmentosde DNA a partir de gelesde
agarosade bajopuntodefusión. se prepararongelesal 1-2%(p/v) en TAE lx.
la purificación serealizócon el métodocomercialcíe Promega«J-UzordPOR
preps»,similar al utilizado parala purificaciónde [)NA plasmídico.En este
caso.seprocedioinicialmentea fundir el bloquecíe agarosa,por incubación
durante5 minutosa 55—65 >0/. y se añadiórápidamentela resmasuministrada
en el Id/. El procesode unión delDNA a la resma,su posteriorlavadoy- elución
sc realizó dcl mismo modo que cl descrito para la purificación de DNA
plasmíclíco.

Purificaciónde fragmentoscíe DNA amplificadosporPCR
El DNA amplificadosepurificó a partir de gelesde agarosade bajo

puntode fusión, utilizandoel sistemade Promeca«PUzoicíPC Rprcps».porel
mismométododescritoparala purificacióndefragmentosde DNA depeqLteño
tamaño,explicadoen el apartadoanterior.

En el casodela purificaciónde los fragmentosde genesde ribotoxinas.
obtenidosporPCR,seaplicaronen gelesde agarosaal 1,50u. recortándoselas
bandasy extravéndolascon el «Qzoex1! gel ex/rochen=1/»dc Qiagen.un
sistemasimilar al ya descritode Promega.
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ReaccionesdemodificacióndeDNA

Endonucleasasde restricción
La utilizaciónde estascnztmaspermitió laobtenciónde fragmentosdc

DNA que hicieron posible la formación de construccionesútiles para la
donacióny expresiónde genesde las distintasproteínasestudiadas.Todaslas
digestionesenzimáticasdelDNA serealizaronen condicionesde temperatura
óptimasparacadaenzima.En cadacaso se utilizó una mezclade reacción
conteniendoel tampónadecuadoparacadaenzima.RNasaA (0,5 mg/mí) y
albúmina de suerobovino (BSA; 1 mg/mí). En los casosen los que fue
necesario,la enzimafueposteriormenteinactivadaporcalentamientoa 65 00/

o por extracciónmediantefenolización.El rendimientode las digestionesse
determinópor electroforesisen gelesde agarosaal 0,7-1%(p/v) en TAE.

Ligación dc fragmentosde DNA
La reacciónde ligación de fragmentosde DNA, necesariapara cl

clonajedc los fragmentosde DNA enlos diferentesvectoresdeexpresióny su
posteriortransformaciónen cepasde E. col!, serealizó utilizando la DNA
ligasadel bacteriofagoT4. La mezclade reacciónsecompletócon el tampón
de la ligasay ATP 1 mM, y semantuvoa 16 0C durante4-16horas.En los
casosen los que los fragmentostenían extremoscohesivoscompatiblesla
mezclasecalentópreviamentea 65 W, durante15 minutos,y se enfrió en
hielo, parafavorecerla formaciónde unionesintermoleculares.

lambiénsehautilizado el «Rop!dDNi4ligo/ion k!i» deBoehringer.que
permite. con un tampón especial, realizar la ligación durante 5 mm a
temperaturaambiente,en las condicionesdescritasen susinstrucciones.

Reaccióncon el fragmento Klenow de la DNA polimerasa
la utilizaciónde estaenzimapermitió obtenerextremosromosa partir

de fragmentoscon extremos protuberantesen 5’. así como reañizar la
elongaciónin vitro de fragmentosmoldede DNA. cuandoesto fue necesario.
La mezclade reaccióncontieneel fragmentodeDNA, unamezclade dNTP (2
mM cadauno), soluciónNTB (lOx: Tris-HCI 0,5 M pH 7,0. MgSQ

4 0.1 M.
DTT 1 mM, BSA 0,5 mg/mí) y la enzimaKlenow (2,5 unidades),se incubóa
temperaturaambientedurante20 miii. La inactivaciónposteriorde laenzima
serealizóporcalentamientoa65 00/ durante10 mm. Enalgunasocasionesfue
precisopurificar el fragmentode DNA tras la reacción,paralo cual, tras una
fenolizacióny extraccióncon éter,se precipitócon etanol.
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Secuenciaciónde DNA

Secuenciaciónautomática
L-a secuenciaciónde las construccionesgénicasinsertadasen los

vectoresplasmidicos se llevó a cabo en el Centro de Secuenciacion
Automatizadade DNA de la UniversidadComplutensede Madrid. o en la
empresa TerraGen de Vancouvenmediantesecuenciación cíclica con
terminadoresmarcadoscon sondasfluorescentes

Se utilizó el «AB! PRISA!dic /er;n!no/or ¿3-’cie .scquencingreodr
rece/ion *1/» (Perkin Elmer) con la DNA polirnerasa«Ampli 1’ací. ES». [ista
enzimaes un doble mutantede la polimerasafaq. que carecedc actividad
exonucleasa5’~3’ y tiene una mutaciónen el dominio polimerasa.lo que
permiteuna menordiscriminaciónfrente a los ddN FI’ respectoa la enzima
original,

Unavezrealizadala amplificacióna la temperaturade hibridaciónde]
oligonucleotidoempleado(20ciclos).sepurilicaronlos productosdereacción
porprecipitacióncon etanolo porseparaciónen unaminicolumnade Sephadex
(1-50, y se separaronmedianteelectroforesisen un gel desnaturalizante,
compuestopor ureax acril imída LongRanger.La electroibresisse desarrollé
a losO Y’. 50 mA. 1 t() \\ durante9 toras. en tm secuencíadorABI PRJSM
377.0/onlérmemgranlos ti wmentosde DNA. pasanpor un láserqueexcita
cadaunode los iluorofoíos 1 a emísionproducidapor estoses recogidaen el
secuencíadore ií-íterpretada adecuadamentepor éste para asignar u.u
determinadonucleotido.

Mutagénesisdirigida

l.a obtenciónde diferentesFormas mutantesde u—sarcinase realizóa
partir de mutacionesen el cDNA de la u-sarcina.utilizando diferentes
oligonucícotidos mutagénicos.Así, se sintetizaron oligonucleotidos que
hibridabancon diferenteszonasdel ssDNA molde. y en las cuales se habían
sustituido diferentesbases.Se siguió el método descritopor Kunkel et al.
(1987)basadoen el enriquecimientoen uriclina del DNA de cadenasimple
usadocomo moldea mutar{ssDNA—U).

PurificacióncteDNA decadenasimple(ssDNA}
El clonajede un fragmentode DNA en un plásmidoquecontengaen

su secuencíaun origen de replicaciónparaun fago filamentosopermite su
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utilización para la obtención de ssDNA. Este ssDNA es el molde de los
ensayosde mutagénesisdirigida por oligonucleotido.

Estatécnicaserealizódeacuerdocon Messing(1983)y basándoseen
lo descrito por Merola et al. (1989). Se partió de células de E. coli
transformadascon el vectorpEMBLI8(-i-), que llevaba donadoel inserto
adecuadoen cadacaso. Estevector,contieneen su secuenciaun origen de
replicaciónparael fago El, de maneraquetras la transfeccióncondichovirus
las bacteriassecretanlahebrano codificante(ontisense)del pEMBLI 8(+) en
formade partículavírica.

Paraello, sc inoculóunacoloniade E. col! transformada,en2-50 ml de
YT con ampicilinay glucosa0,2%,y se incubó a 37 00/ hastaalcanzaruna
GDr«>o de 0,42. En ese momentoseañadieron20-200 M1 de fago (l,5xi0~2
partículas/mí)paratransfectarlas célulasdeE. coli. Semantuvola incubación
5 horas,tras lo cualsecentrifugóa 10000g paraeliminarel sedimentocelular.
Al sobrenadanteconteniendolos fagosy las partículasvíricassele añadióuna
cantidadde polietilenglicol (PEO) y NaCí suficiente para alcanzarunas
concentracionesfinalesdel 2,50o (p/v) y 2.5 M, respectivamente,y se mantuvo
2 horasa 4 00/ Tras centrifugación,los sedimentosse resuspendieronen un
volumenadecuadode TE con RNasaA 0.50a (p/v). La muestraseextrajo con
1 ml de PCI y la faseacuosase lavó repetidamentecon éteretílico. El ssDNA
contenidoen estafaseacuosaseprecipitócon 1/10 (y/y) de LiCI 4M, MgCI,
0,1 NI. pH 5,2 y 2.5 volúmenesde etanolfrío. El ssDNAasíprecipitadoselavó
con etanolal 70%,y sc disolvió en un volumenadecuadode TE o agua.

Mutagénesiscon DNA plasníldicoenriquecidoen uí-idina (método
deKunkel)
La preparación del DNA conteniendo uridina requiere su

transformaciónen un cepa de E. col!, que reúna ciertas características:
susceptibilidada la infeccióncon fagosfilamentosospequeños;presentarun
genotipodur (dut1) ‘< unK(ungí),necesarioparalaincorporacióny estabilidad
de la uridinaal DNA dcl fago;y, por último, unatasade mutaciónespontánea
baja.Concretamente,se utilizó la cepaBW3 13.

LascélulastransformadassecrecieronenplacasdeLB con ampicilina
y uridina (1 Mg/mQ. A continuación,se procedióa la obtencióndel ssDNA
moldeenriquecidoen uracilo (ssDNA-U),paralo cualse siguió el protocolo
descritoanteriormente,perorealizandoel cultivo en un medio suplementado
conuridina 1 ~ig/ml.Lareacciónde inutagénesispropiamentedicha,serealizó
por hibridación de este ssl)NA-U con el oligonucleotido mutagénico
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Fosforilado. Para ello, se mezclaronen una relaciónmolar 1:10 (ssDNA-U:
oligo) y secalentaron2 mm a 70 00/, La mezclase dejó enfriar lentamente
hasta25 00/ L)na vez alcanzadaesta temperaturase puso en hielo y se
añadieronlos componentesparala síntesis‘y ligacióndel DNA. La reaccionse
llevé acaboen HISPES200 mM pH 7.8. DII 2 mM. MgCl, lO mM. mezcla
dedNA? 500 MM, ATP 1 mlvi. 1-3 unidadesde DNA pol imerasaKlenowy2-5
unidadesde la DNA ligasa del fago 14. El procesocompletosuponeuna
incubacióndurante5 minutosen hielo, seguidade 5 minutosa temperatura
ambientey 2horasa37 ©0/• DeestaForma.sefacilita la hibridacióny posterior
accióndelaDNA polimerasaKlenoxv x’ de la Iluasa.La adiciónde EDTA a 15
mM final izo la reacción.

Con la mezclamutagénicase transformaroncélulas de E. col! ‘y sc
seleccionaronlas coloniasqueconteníanel vectorconel inserto.La existencIa
únicade la mutacióndeseadasedeterminépor secuenciacién.

7.- Transformación de célulasy selecciónde recombinantes

Transformaciónde E. cdi

Preparaciónde célulascompetentes
Básicamente,se ha seguidoel métodode 1-lanahan(1983). con una

modificaciónque implica el empleode Rb0/l, segúnrecomendacionesdel i)r.
J.L. GarcíaLópez.del Centrode InvestigacionesBiológicas(0/SiC).Paraello,
célulasde E. colí. sembradasrecientementeen placaFetri, seinocularonen 5
ml de tp BrotA, y se incubaronaB? <C conagitaciónfuertehastaalcanzaruna
densidadóptica (0D6,-,0) (le 0.3. Unavezalcanzadaésta.se inocularon 100 ml
de ~i ¡Ji-o/A con el cultivo anterior‘y se incubaronhastaquela OD<,«, fLie 0.48.
El crecimientodel cultivo sedetuvoenhielo, víascélulassesedimentaronpor
centrifugacióna ~S00g. El sedimentoseresuspendióen 30 ml de TfI3I frío
(RbCl, lOO mM, MnCI. 50 mM. KAcO 30 mM. CaCIyH-,O 10 mM, glicerol
15% (y/y). pl 1 5.2 ajustadocon 1-lAco 0,2 Nl), y semantuvoen hielo durante
90 minutos.Las célulassesedimentaronde nuevo,en las mismascondiciones
que la ve>. anterior,y seresuspendieronen 4 mide 11B2 frío (MOPS 10 mM.
RbCl, 10 mM. Ca0/l,I-l-,C) 75 mM, glicerol 75% (‘dv). pH 7,0 ajustadocon
NaGi-l). Las célulascompetentesasíobtenidassedistribuyeronen alícuotasde
02 ml ‘y secongelarona -S0~C.



Métodos 69

TransformacióndecélulasdeE. cvii
Célttlas competentes,preparadascomo se indica anteriormente,se

descongelaron‘y se mantuvieronenhielo durante10 minutos.A continuación.
se añadió el DNA plasmídico o la mezcla de ligación que se deseaba
transformar(1-100ng de DNA), y se mantuvieronotros 15 minutosen hielo.
Laentradadel DNA plasmídicoal interiorde las célulassefacilitó mediante
un choquetérmicopor incubacióna 37 ~C,durante4 minutos,y enfriamiento
posterioren hielo durante2 minutos. Se añadieron4 volúmenesde w BrotA y
seincubóla mezclaa 37 00/ durante1 hora,parapermitir la recuperaciónde la
integridadde la membranay la expresióndel gen selectorde los vectores.
Finalmente, se plaquearondiferentesvolúmenesen placasde LB con el
antibiótico correspondiente,que seincubaronhastala apariciónde colonias
transformadas.

Seleccióndc colonias
Se utilizarondiferentescriteriosparaseleccionarlascoloniasdeE. col!

quehubiesenincorporadoel vectordeseado.

Selecciónpor color
Esta selección se basa en la expresron, o no, del gen de la

¡3-galaetosidasaincluido en el DNA plasmídico.Paraello, se plaquearonlas
célulastransformadasen placasdeLB-agarconantibiótico(1 Mg/mí), a lasque
se habíaañadido40 M1 de IPTCi 100 mM y 40 M1 de X-Gal 23 mg/ml. El
clonaje del inserto en el plasmido produce la alteración del gen de la
~-galactosidasa.dc maneraque éstepierde la capacidadpara hidrolizar el
X-Gal, obteniéndosecolonias incoloras frente a las colonias azulesque
contienenel plásmidosin inserto.

kSe/eccíonpor tatizañodelp/clsznidoÑ-minisde colonias»)
Las coloniasobtenidasde unatransformaciónse sembraronde forma

ordenadaen placasde LB-agarcon antibiótico,paraobtenermásmasacelular.
Partede estascoloniasserecogieroncon un asade siembray se lisaronen 40
pl de tampónde lisis (Tris 1 M pH 7,4-8,0,EDTA 0.5 Nl, NaGil 10 Ny SDS
203 o). La mezclase neutralizócon 3 M1 de 1-10/1 1 N, y se añadieron5 u] de
tampónde aplicación6x. La mezclase congelóa ~800Cdurante15 minutos,
de maneraque el SDS al precipitar arrastrecon él al DNA cromosómico.
Mediantecentrifugaciónen frío durante10 minutosse sedimentóel SDS y la
mayoríadelDNA cromosómico,asícomolos restoscelulares.El sobrenadante
conteniendoel DNA plasmidico se analizó por electroforesisen geles de
agarosa,distinguiéndoselos plásmidossin inserto de los que lo hubiesen
incorporado,por su diferentemovilidad elecvz-oforética.
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Transformacióndc P. pastoris

Transformaciónporcloruro de litio
Esteesuno de los dosmétodosusadosde transformaciónbasadosen

el usode litio, como describieron1ro et al. (1983)para£ cerevzsboe.

Se inocularon50 ml de YPD con una coloniafiescade E. postorís.El
cultivo sc crecio hastaalcanzar una (11) cíe 1.0 (5 x 10 céltílas/mí
aproximadamente).Se recogieron las celul E por centrifugación a 1500 e
durante10 mm a temperaturaambiente Sc. laN aroncon 10 ml de aguaestéril
‘y se volvierona centrifbgaren idénticascondiciones.Se lavaronde nuevocon
10 mi de TE estéril a pl-! 7,4 y. finalmentc. se ícsuspendieronen 2 ml de la
soluciónTE/LiCí (0,1 Nl LiCí. 10 mM Iris 110/1 pE 7.4, 1 mM EDTA). en la

se incubarona 30 -<0/ duranteuna hora. Para cadatransformaciónse
preparó,en tubos de reaccióndc 1.5 ml y estériles,lo siguiente: CA ml de
células. 1 ~alde [DNAde espermade salmón(lO .cg/~cl) ‘y 1<) II conteniendo
unos 10 gg del fragmentolineal de DNA con el que queríamostransformar
(excepto en un control negativo sin este DNA). listos tubos se incubaron
durantemediahora a 30 00/ agitandosuavemente.Pasadoestetiempo. se
añadieron0.7 ml de unasoluciónesterilizadaconteniendo40%dcPEG-3350
enFF/l.iCl, invirtiendoel trd,o paramezclarbien - Se incubéotramedidhora
a 30 <(‘ y se le dio un choquetérmico a 37 <0/ durante5 miii. 1.-os tubos se
centrifugaronbrevementey se resuspencheronlas células en 100 ~tlde agua
estéril. queseextendieronen placascíe MD. Estasplacasse incubaron(le 3 a
5 díasa 30 <0/ hastaobservarla apariciónde colonias.

Transformaciónporacetatode litio
1—Este esotro métodode transformaciónbasadoenel usodel catiónlitio,

ligeramentediferente del anterior, pero más usado frecuentementeen la
transformacióndeSI cerev!soe. En estecaso,scsiguió el protocolodescritopor
Gietz ‘y Sehiestí(1905),queademáshancreadounapágilíawebdondeofrecen
variantes del método (wwxv. umanítoba.ca/faculties/medicíne/units
human__genetics/gietz/method.html), mcl uidaunaen la dítie sepLiedenguardar

congeladaslas célulascompetentes.Sin embargo,estemétodono sueleser
usadoen la transformaciónde 1’. pastorisporquealgunaspersonasmantienen
que el acetatoes tóxico paraestalevadura.Segúnla experienciaen nuestro
laboratorio.el métodoes útil, y poresoseusa.Algunavezsehacomparadola
eficaciadetransformaciónrealizandolamismatransormaciónporestemétodo
con acetatoy cloruro, y ha resultadoser levementesuperioren el caso del
cloruro, perola diferenciano era mux si sinificativa.
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Se inocularon5 ml de YPD con célulasfrescasdeP.pos/misOS115,
y se incubarona 30 “0/ durantetodala noche.Se añadióla cantidadsuficiente
de estepreinóculoparaqueun cultivo de 50 ml de YPD tuvieraunadensidad
de 5x106 células/ml(lo queequivale,en P. pcistoris, a unaGD¿%dc 0,1). El
cultivó se incubó a 30 “0/ hastaque secompletaron,al menos.dosdivisiones
de las células, es decir, basta que se cuadriplicó la densidadcelular. Se
recocieronentonceslas célulaspor centrifugaciónen botellasestérilesde 50
ml (3000 g, 5 mm), lavándoselascélulascon 25 mIdeaguaycentrifugándose
igual. Lascélulaslavadasse resuspendieronen 1 ml de LiAcO 100 mM. y se
pasóla suspensiónaun tubo de 1,5 mí, en el quesecentrifugaronpor30s.Se
resuspendieronde nuevoen 400 M1 de LiAcO 100 mM, lo queda un volumen
total deunos500 M1~ con unadensidadde 2x 1 (Y> células/ml(si separtíademás
células, se adaptabael volumen para mantenerla densidadcelular). La
suspensiónde células se agitó y se echaron50 gil por cadatransformacióna
realizar, en tubos de 1,5 ml. Se centrifugaron los tubos, eliminando el
sobrenadante.Sobrelas célulasseecharon240 MIde PEO3350 al ~ Esta
disolución de PEO actúacomo barrera,y sobreella seañadieron36 pl de
LiAcO 1,0 Nl, 25 Ml de ssDNA de salmón(una disolución a 2 mg/mí, que
previamentese hirvió durante5 mm, enfriándolorápidamenteen hielo) y 50

M1 de agua,conteniendoel DNA conel quequeremostransformar(0,1 a 10 ~g,
generalmentese usaron5 o 10 vg)- Se agitaronvigorosamentelos tubospara
mezclarlotodo (puedelardar 1 mm). ‘y se incubarona 30 00/ durante30 miii.
Despuésseles dio un choquetérmicoa 42 “0/ durante20 mm, enbañode agua,
y se centrifugarona 6000rpm durante30 s, teniendocuidadode quitar todo el
sobrenadante.Seresuspendieronen 200 pl de aguay seextendieronenplacas
de medio NID. que seincubarona 30 00/ hastaobservarcolonias.

Transformaciónporelectroporación
Estemétodoconsisteen la deseargasobrelas célulasatransformarde

un pulso decorrienteeléctricaconunagranintensidadde campo,deformaque
se induzcauna permeabilidaden la membranaque permita tomarel DNA
desnudodel exterior celular.Dadoque no se disponíadel electroporadoren
nuestro laboratorio.se recurrió a los del Dr. Vivanco (de nuestro mismo
Departamento,aunque el aparato se encuentra en su laboratorio de la
FundaciónJiménezDíaz) o del centro de investigaciónde Pharmacia.Sin
embargo.estemétodoseutilizó en pocasocasiones,porqueno se obtuvieron
mejoresresultadosque en el casode los protocolosbasadosen la utilización
de litio.

Se usóparala transformaciónun electroporadorBio-Rad,equipadocon
un «controladordel pulso». Esteaparatoproporcionaun pulso quecomienza
al potencial máximo seleccionado,realizandola descargacon una caída
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exponene~al.Las elearoporacionessellevarona caboencubetasde 0,2 cm de
separaciónentre las placasde descarga,valor usual en la transformaciónde
células de levaduras.LI protocolo usadoy detalladoa continuaciónes el
descritoporBeckery (luarente(1991).

El díaanterior a la electroporacionse. inocularon25 ml de YPD con
célulasfrescasde Picluíoposboris65115.quesecrecierona 30 “0/. Se añadió
cantidadsuficiente(le estecultivo en 100 ml de YPD comoparaquedierauna
ODc¼(de aproxini adamente(LS. incubándoseentonceshastaquealcanzouna
()D,»6 entre 1,3 x- 1.5. 1,-as célulasse centrifugarona 4”0/- y 1500 g, durante5
mm. ‘y se lavaronsucesivamente.centrifugandocadavez,con 100 ‘y 50 ml de
aguaestérily 4 ml (le sorbitol 1 Pi. todo enfriadoen hielo. Se recogieronpor
una nuevacentrifugacióny se resuspendieronen 200 M

1 de sorbitol 1 Nl,
quedandoun volumentotal de algo másdc 300 M1

Par-acadatransformaciónscpipeteé.entubosdereacciónestérilespre-
enfriados.40 M1 de célulasy 1 MT del DNA lineal a tí-ansforrnar.disuelto en
aguaa 1 Mg’M1 Una de las reaccionesse hizo con células, pero sin DNA,
usándolocomo control negativo. Es importanteseñalarque en este tipo de
transformacíonno se agrecaun DNA inespecífico.puesno hacesino reducir
la eficienciade transformación.l~a mezcladetransformaciónseincubóenhielo
durante5 mm x’ despuéssetransfirió a la cubetade eleetroporación,que se
habiaenfriadopreviamente.Se sometióentoncesla mezclaal pulso eléctrico
definido por los siguientesparámetros:1.5 kV (Fuerzadel campo. 1 a: 7,5
kV/en-Ii. 25 ~ 200 LI. la resistenciaespecificadaes la seleccionadaen el
controlador del pulso. aunque la muestraaporta una cierta resLstencia
intrínseca.Conestosvaloresseconsiguieronconstantesdetiempo (tentorno
a los 8 ms. Inmediatamentedespuésdel pulso se añadióa las células 1 ml de
sorbitol 1 M parapermitir surecuperación.Se centriÑumaronbrevementepara
recogerlas célulasen unos 100 gl de 1-a mismamezcla,que se sembraronen
placasde 141) conteniendosorbitol 1 Nl. 1 -apresenciadelsorbitol esimportante
para aumentar la eficiencia de transformación.pues permite una mayor
recuperacióndelas células.dehastaun ordendemagnittíd(Bcckery Cuarente.
1991). Estas placasse incubarona 30 “0/ hastaobservar la aparición de
colonias(entretresy cincodías).

Transformaciónpor PEG,congelandocélulascompetentes
Este método de transformaciónes cl que se usó más recientemente,

sobretodo por la comodidadque suponeprepararcélulas competentespara
múltiples transformaciones,que se guardancongeladas.EL protocolo lo
proporcionaInvitrogen.y afirmanque es máseficientequeel de cloruro de
litio.
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Se inoculé un precultivo de 10 ml de YPD con célulasfrescas,y se
incubó durantetodala nochea 30 00/ Conél se inició un cultivo de 10 ml de
YPD aunaOD~<>,de 0.1. quese incubóhastaalcanzarunaOD600entre0,5 y 0,8
(tardaba4 a 6 h). Se recogieronlas célulaspor centrifugación(500 g, 5 mm,
temperaturaambiente).y selavaroncon 10 ml de soluciónA (sorbitol 1,0 M,
bicina lO mN4, pH 8,35,etilenglicol 3 Oo y/y). centrifugándolosde nuevo.Las
célulasseresuspendieronen 1 ml de soluciónA, añadiendo55 al de DMSO,
y se distribuyeronen alícuotasde 50 M

1 en tubos estérilesde 1,5 ml. Se
añadieron11 gil dc DM50 a cadatubo, semezclarony seenfriaronen un
congeladorde -80 “C rodeadosde isopropanol,para que se congelaran
lentamente(el isopropanolse retiró despuésparaconservarlosen cajasde
almaceniimiento).

Paratransformarlas célulascompetentes,se descongelaronlos tubos
necesamios.a los que se añadióel DNA en un volumenno mayor de 5 M1~
usandounos5 gig portransforrnacíon.Se añadió1 mIdesoluciónB (PEO 101)0
40%, bicina 0,2 M, pH 8,35).mezclandobien. Se incubé1 ha30 00/ en baño
de agua,mezclandocada15 mm), y sesometióa un choquetérmicoa 42 00/

durante lO mm. Cadatransformaciónserepartió en dos tubos de 1,5 mí,
pasando525 gil de lamezclaa un tubo nuevo.Se añadió1 ml de YPD a cada
tubo y se incubarona 30 “0/ durante 1 h. Se recogieronlas células por
centrifugación(3000g , 5 mm). se resuspendieroncon 500 M1 de solución0/
(NaCí 045 NI, bicina lO mM. pH 8.35)en cadatubo y sejuntaronen un solo
tubo de nuevo. Se centrifugarondc nuevo.seresuspendicronen 200 M1 de
solución 0/ y se extendieronen una placade medio MD, que se incubéa
30”C hastaqueaparecieroncolonias.

Selecciónde recombinantesen el locus de AOX1de P. pastoris

Las coloniasque incorporan,tras la transformación,el fragmentode
DNA conteniendoel gen 1-Jhs?y cl de la proteínadonadason capacesde
producirHis y creceren un medio mínimo carentede His, comoes el medio
MD. Presentan,portanto, fenotipoHis. Perola recombinaciónpuedehaberse
dadoen variossitios del genoma(figura 10). Entreellos, lo máshabitualsería
los loci II ISAy AOXI - Enel primercasola recombinaciónprobablementehaya
hechoperderel gende la proteínaquesepretendeproducir.Aún así,laprueba
definitivade la correctatransformacióndela levadurano essino la producción
de la misma. Para seleccionarlas cepasen las que poner en marchauna
expresiónpiloto de la proteína.sebuscaronaquellascepastransformadasqtíe
tuvieranalteradosumetabolismode metanol(en el que el primer pasoesla
oxidación del metanolpor la alcohol oxidasacodificadapor el gen A OX!),
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mostrandoun fenotipoMuy («Mut» vienedel inglés «me/bono!utilizo/ion»).
incapacesde crecer en medio mínimo con metanol como -única fuente de
carbono,o bienun fbnoti po Muí’ («dow»),cí tic crecenmáslentamentequeuna
cepacon el metabo]isn-ioinetilotrófico normal (fenotipoNlut ). En las cepas
Mut’ sehabráciado lasustitución,porunadoblerecombinación,de lasecuencia
codificantede 102<], quedandoasí la secuenciaque coditica la proteínaque
se pretendeproducir sometida al control del promotor de A OX], que
permaneceráigual, ya que tanto el genomacomo el [)N--\ transformado
presentantina copiaidéntica.

Paraello. se«picaron»con un palillo estéril las coloniasque habían
crecidoen MD despuésde la transformación‘y se preparounaplacadeMM y
su correspondienteréplicaen MD (ambosmediossólo difieren en la fuentede
carbonoutili>.ada.metanolo glucosa,respectivamente).Sehizo lo mismocon
unas cepas control suministradaspor la casa comercial, con fenotipos
FlisJMutL e Hist/Ntur. lasplacasse incubarona 30 “0/ entre9 y 4 díashasta
que la distinciónde lbnotiposfueraclara. En algunoscasos,seaisléel DNA
eromosomicoy secomprobóla existenciaono del ende laa-sarcinamediante
P0/R. En el caso dc la RNa.s-t L~ ‘-tdemás, se desarrollóun método para
seleccionaren cultivos en placa las coloniasque produjeranmás proteína
extrace1 alar.

Selecciónde cepasproductorasde ribonucleasaextracelular(actividad
frentea RNA, en placade cultivo)

Esteensayose desarrollécon la ideade poder seleccionaraquellos
transformantesque produjeranmayorcantidadcíe RNasaextracelular,lo que
es especialmenteútil para la trimsformacién de 2. pos/mispuestoque. al
integrarseel gen codifiteantede la RNasaen el genoma.estaintegraciónse
puededar en múltiples sitios. De esta forma, se pochahaceruna seleccion
rápida, de entre un gran número cíe transformantes,de aquellosque fueran
efectivosproductoresde RlvasaU2.

Se habíandescritosistemassimilares para la producciónde otras
RNasasenotrosmicroorganismos.Así,el grupocíeUlrich Hahnen Berlín, tras
producir por primera vez la RNasaTI en E. coli (Quaaset al., 1988),
describieroncómo,haciendocrecerunacoloniadelasquesecretabanla enzima
en unaplacade agarcon LB conteniendo2 gd de l{NA y 50 rng/l de-azulde
toluidina, sc lbrmabaun halo azul en torno a la colonia,quesustituíael color
azul del resto de la placa o de colonias que no la producían:esto ocurría
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asimismocon laenzimapura,conunarelaciónlineal entreel diámetrodel halo
y el logaritmo de la concentraciónde RNasaTI (Quaaset al., 1989).

Porsu parte,el grupode RonaldRaines.en Wisconsin.desarrollóun
ensayosimilarparadetectarla secreciónde RNasaA, tantoen E. col! comoen
8. cerevisioe.Preparabanplacasde agarcon el mediocorrespondientey con 2
g/l de RNA, y las coloniasse incubabanel tiempo habitual, revelándolas
mediante lavados con ácido perclórico al 10%, lo que provocaba la
precipitacióndel RNA no degradado,Formandohalosclarosen el agarturbio
(delCardayréet al., 1995).Estesistemade reveladotieneel inconvenientede
tenerquehacerunaréplica pararecuperarlas coloniasestudiadas.
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Figura 15: Ensayo de producciónde RNasaU2 en P. pos/cris en placa de cultivo. Las
colonias1 ¡5 (repetida),116 y ¡26 presentanhalososcurosy secretanRNasa02.

En nuestro caso, el método se modificó convenientementepara
adaptarloa las condicionesde cultivo y producciónde la RNasaU2 en esta
levadura. Sc prepararonplacasde agarde MM, el medio mínimo con el
metanolcomo agenteinductor,a las que se añadióRNA de Tondoa 2 g/l y
azulde toluidinaaSOmg/l. Lascepasobtenidasde latransformación,a la hora
de hacerla selecciónpor fenotipo de utilizaciónpormetanol,picándolasen
placasMD x MM, sepicaronademásenestasplacas,añadiendolos necesarios
controles.Tras una incubacióna 30 “C algo másprolongada(3 a 4 días)se
observaronhalosrojos entorno aalgunascolonias,quesustituíanal colorazul
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de la placa.que se podíanfotografiarcomo halososcurosen blancoy negro
medianteun flítro azul (figura 15), aunqueen esteca-sohay quetenercuidado
con un «efecto concéntrico»en las placas--- puestoque el color azul es mas
intensoen la parteexterior dc la placaque en la interior, lo que dificulta la
comparacióncuantitativa.oblicando a variar las condicionesde exposición
segúnla situaciónde las colonias.Los transformantesque presentabanhalos
rojos son los quedespuésscensayaronen produccionespiloto en matrazpara
determinarqué cepaeramejor productora,pero este pasoaceleréen gran
medidaestaselección.

Expresiónpiloto de proteínasen P. pastorisporsecreciónextraeclular

El último pasopara seleccionarlas cepasobtenidasque produzcan
mayorescantidadesdela proteínadeseadaesrealizarun ensayodeproduecion
piloto a pequeñaescala.Paracadacepaa probar(incluyendola cepadc control
queexpresaalbúmina).seprepararon40 ml de medio BMCY en erlenmcvers
dc 250 ml con tapóndegomaespuma.quese inocularoncon la coloniafresca
correspondiente.Estoscultivos se inetibarona 30 oc? con agitaciónorbital a
300 rpm durante2 días.Deestaforma sealcanzala saturación,con una
entre lO y 20.

Del cultivo total, se recogió 1 ml paracongelara -80 “0/ y el restose
centrifugó a 4000 g durante 10 mm en tubos estériles. l.as células se
resuspendieronentoncesen 8 ml deBM=~4Y ‘y se incubaronen erlenmeyersde
100 ml (con muescasquefavorecenla aireación)con doscapasde Miracloth,
lo que permitíauna mayor aireación.En estemedio. en el que la fuentede
carbonoesel metanol.sc debeinducir el promotorde AOXI acopladoal gen
cíe la proteínarecombinante.

Duranteel cultivo enmetanol.sefuenmrecociendoalicuotasde 1 ml.
Ibea 4que se centrifugarondurante5 mm en una nicro a “0/. separandoel

medioextracelular.que deberíacontenerla proteínaheterólogasecretada,de
las células,guardandoambasfraccionesa -20 “0/ parasu posterioranálisis.
Además,dado que el metanol se va gastandoen el cultivo, bien por el
crecimientode lascélulas(aunquetengandelecionadoel genAOX].presentan
fenotipo de crecimiento lento. N4ut>. debido al gen AOX2), o bien por
evaporación.se fue reponiendoañadiendola cantidadequivalenteal 0 5 ~o
(x-/V) del cultivo. Sc comprobó,tras distintas tentativas,que se mejorael
rendimientocuandoestareposiciónsellevaacabocada12 h dc cultivo (figura
16).
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Figura 16: Intítíenciade lareposicióndemetanolen la produccióndeRNasaU2.Sehicieron
cultivos en paralelode la misma cepade P pastora, en medioBMM (A, B) o MM (C. D),
añadiendometanoluna(.-X. 0?.) o dos yB. D) xecesal dia.

Cuando se analizó la presenciade la proteínarecombinanteen las
células,estassc lavaronen 1 ml de tampónparalisis de levaduras(50 mM
fosfatode sodio,pH 7,4,1 mM PMSF, 1 mM EDTA, 5%glicerol),enfriadoen
hielo. Se centrifugarony se resuspendieronen 2 ml de tampónparalisis dc
levaduras.A 500 gil deestasuspensiónsele añadióc.tn volumenigual (le bolitas
de cristal de 0.5 mM de diámetro,laxadasen ácido.Se sometióentoncesla
mezclaa8ciclosde agitaciónen vortex durante30 s y reposoduranteotros30
s,todo ello a 4 00/ Se centrifugarondurante10 mm a 4 “0/. El sobrenadanteasí
obtenidorepresentala fracciónsolubledel lisadocelular.

Paradetectarlapresenciadel-asproteínasrecombinantesen los medios
extracelulareso en los lisados celulares. se analizaron por PAGE--SDS,
zimograma, inmunotransferencia(sólo la u-sarcina) o por medida de la
actividadribonucleolíticafrentea RNA de levadura(sólo la RNasaU2).

Expresiónpiloto de a-sarcinaintracelularen P.pastoris

Enel casode laconstrucciónpHILD2-preuS,no sesabiasi la secuencia
señalpropiade la u-sarcinaibaa serreconocida.Portanto, se podíaproducir
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la prepro-cí-sarcinaintracelular. En este tipo de ensayo,a diferenciadel de
secreción,las levadurasseinducencuandolos cultivos seencuentranen fase
de crecimientoexponencial.y setace a una densidadde célulasbastante
menor,puesno importael volumendemedio extí-aceltilar,ya que no afectaa
su concentración.

Paracadacepaensayadasepieparó.de Formaestéril,un erlenmeverde
250 ml. con tapón de gomaespuma.conteniendo50 ml de medio NIGY. Se
inoculócadauno con lacepacon-espondiente.incubándosea 30 - 0/ hastaque
el cultivo alcanzóunaODúa,entre y 2. En esemomento,seseparó1 ml para
congelar a -80 “0/ y el resto se centrifugó a 4.OOOg durante 10 mm.
resuspendiendolas célulasen lO mi del medio de inducción,MM. El cultivo
seincubó en erlenmey-ersde 100 ml. tapadoscon doblecapade tela Miracloth
a30 00/, manteniendo una agitación orbital dc 300rpm. Con el Lindemantener
la concentraciónde metanol.en este caso. se anadicional cultivo 0,5 ml de
metanolal 5% a los 2. 4. 5 y 6 dias de haberinducido el cultivo.

Serecooieronalícuotasde 1 mL quesecentrifugarona4 “0/Seseparó
el sobrenadantedcl sedimentocelular,que se lavó con 1 ml de tampónpara
lisis de levaduras,enfriadoen hielo. Se centrifugóde nuevo,resuspendiendo
las célulasen el volumennecesariodetampónparaobtenerunaOD6~0 teórica
de 50. segúnla OD,~1>~ quetuvierainicialmentela alícuota.Se añadióentonces
un volumenequivalentede bolitasde cristal dc 0.5 mM de diámetro.1-avadas
en ácido.Se agitaron,a 4 <0/ en 8 ciclosde 30 s. con otros30sdc reposoentre
los ciclos. Finalmente,secentrifugarona 4 “0/ durantelO mm. recogiendoel
sobrenad-ante.consistenteen la Facciónsolubledel usadocelular.Es en esta
fraccióndondese analizóel contenidode ct-sarcin{ipor electroforesisengeles
de poliacrilamida,enpresenciade 51)5e. incluso,trasposteriortransferencia
a membranae inmunodeteccién.

8.- Producción y purificación de proteinas

Ensayodeproducciónde ribotoxinasen cepasdeAspergilli

Para determinarsi las cepas de hongosproducían ribotoxinas, se
crecieronen condicionessimilaresa las va descritasparala «-sarcina(Olson
y Goemer,1965).utilizandoel mismomedio (peptonaal 2%,almidóndemaíz
al 2%. NaCí al 2% ‘y extractode carne-al 1.5%Y Sc crecierondospreinóculos
sucesivosde 10 ml durante94 Ii el segundode los cualesse utilizó para
inocularcultivos duplicadosde 50 ml. quesc incubarona30 “0/- durante70 h.
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Se tomaronalícuotasa distintostiempos,y serealizaroninmunodetecciones
segúnseexplicaen el apartadocorrespondiente.

Produccióny purificaciónde a-sarcinay AFP dc Aspergillusgigunteus

Las diferentesetapasdela purificaciónde lau-sarcinafúngica(Oasset,
1990;Lacadenaetal., 1994;Lacadena,1997)sebasanen las descritascuando
se purificó por primera vez esta proteína (Olson y Ooerner, 1965).
Primeramente,el hongoA. gigonteusMDH 18894secrecióenel mediolíquido
adecuado(peptonaal 2%, almidónde maízal 2%, NaCí al 20o y extracto de
carne de vaca al 1.5%) a 30 “0/ durante70-90 horas. La producciónde
«-sarcínaseregistrómidiendola absorbanciaa 280 nm y cl pH de alícuotasdel
mediode cultivo tomadasa diferentestiempos,asícomomediantesu análisis
electroforéticoengelesdepoliacrilamidaenpresenciade dodecilsulfatosódico
(PAOE-SDS).La u-sarcinase secretaal medio extracelular,así queunavez
separadodel micelio por filtración en un embudoBtichnercon doscapasde
papelWhatman3M. el filtrado sedializó exhaustivamentefrenteafosfatode
sodio 50 mM. pH 7,0. La purificación de la proteínacomenzóentonces
medianteuna primera cromatografiade intercambioiónico en una resma
Amberlita IRC-50 (Sigma),seguidade doscromatografíasde penetrabilidad
en un Biogel PíO y Biogel P2 (Bio-Rad).La Amberlitacon la u-sarcinaunida
se lavó con el tampónde retenciónsin y con NaCí 0,2 M. Trasestoslavados,
se eluyeronlas proteínascon el mismo tampónconteniendoNaCí 06 M. El
conjunto de fracciones que conteníanu-sarcinay/o AFP sc concentró,
normalmentemedianteliofilización, y sefraccionóen unacolumnade Biogel
PíO (1,5 x 120cnt). equilibradaenTris 1-10/1 50 mM, pH 7,0. conteniendoNaCí
0.1 Nl. En estacromatografíaseseparanla u-sarcina.laALT y la lf-AFP (véase
el apartadocorrespondientede resultadosy ‘discusión). Las fracciones
conteniendocada una de las proteínas se recogieron por separado,se
concentrarony sedesalaronen Biogel P2,equilibradoen ácidoacético50 mM
o NI-14HC0> 50 mM. pH 7,0. El rendimientode la purificación,en cuantoa la
u-sarcina,osciléentre5-50mg/Idemedio de cultivo, y entre5-10mg/1 parala
AFP.

Produccióny purificaciónde RNasaU2 de Uvtilago sphaerogena

Se creció el hongo Cistilogo sphoerogenoCBS 534.71 en 100 ml de
PDB, a 30 “0/ duranteunanoche.Con eseprecultivoseinocularon3 1 de MU
que seincubarona 30 “0/ durante100 h. Duranteestetiempo secogieron
alícuotasde los distintosmatraces,quese analizaronrespectoa su actividad
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frentea RNA a pl-l 4,5. El hongo crecióde tbrmadesagregada,aunquesin que
llegaraa seren formadc «lexadura».Excepcionalmente.scobservóquecrecía
Formandoun micelio en forma (le «estrellas»lilainentosas.y que produc<a
muchamenoractividadribonucleolítica.

Se separóel mediode cultivo porcentrifugacióny filtración con dos
capasdepapelWhatman3M en un embudoBúchuer.tras lo quesedializó dos
vecesfrentea piperazina20 mM. pH 6,0. La primeraetapade purificaciónfue
una cromatografíadc intercambioiónico. por lo queal medio dializadose le
añadieron10 ml de DEAF<—celulosa([)1732 cíe Whatman).equilibradoen el
mismotampón,y se agito durantetma nochea 4 >0/ medianteun agitadorde
aspas.Liste DEAL se montó en una columna, eluyendola proteínacon un
gradiente,en el mismo tampón.de O a 0.5 M de NaCí. Las fraccionesque
conteníanla actividadfi-ente a RNA a pH 4.5 se recogierony concentraron
utilizando Centriprep-3(Amicon). La -segundaetapade purificaciónesuna
croniatografía de penetrabilidad,que se llevó a cabo en una columna de
Sephadex(4—75 (Pharníacia),equilibradaen Nl-! Ato 50 mM. pl 1 45. Las
fraccionesconactividadresultantesdeestacolumnasonlas chicconstitu’yenla

proteínapurificada.

Produccióny purificaciónde j-sarcinay sus mutantesen Eseheriehiacoli

i~ara la produccióndeu—sarcinascutilizarondosvectoresde expresion
diferentes: pETI lb (Novagen). y pINPC, una fornía modificada de
píNlilOmpA (Ghravebet al.. 1984). Las principalescaracteristicasgenerales
de estosplásmidossedescribenen el correspondienteapartadode materiales.

VectordeexpresiónpINPGxS
El sistemade expresiónplNPCu.Spermitió Li obtenciónde n—sarcina

natixay de stís diferentesformasmutantes.Paraello en &eneral. se crecieron
bacteriasRB79 1 conteniendocl plásmido píNPCuS un medio mínimo con
¿cmpiciiina.L.a incubaciónserealizóa 30 >0/. durantu 16 horastrasla induccion
de la expresiónpor adición de 1l’TG a 2 mM. r stc sistema de expresión
produceuna proteínade fusión formadapor el púpudosun-al de la proteína
OmpA y la u-sarcina.secretándoseu-sarcinamaduraal espacioperiplásmico
(Lacadenaet al., 1994). Una vez finalizado el cultivo, las células se
sedimentaronporcentrifugaciónde20 mm a 5000g. Lascélulasresuspendidas
en Tris 33 mM. EDTA 33 mM. pH 7.0 (5 ml/g de células).sc sometierona
ehoqueosmóticomedianteunaprimera incubacióncon sacarosa40% (5 mi/g
de células)a temperaturaambientey posteriorcentrifugación;y unasegunda
incubaciónenaguafi-la. Deestafornía.serompió la paredcelular,separándose
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la fracción periplásmicadel sedimentocelular mediantecentrifugación.Por
último, se usaronlas célulasmediantesonicacióny se obtuvo la ct-sarcinade
la fracción soluble(Lacadenaet al., 1994; Lacadena,1997). Recientemente,
este métodode producciónseha mejorado,mediantela coexpresiónde la
a-sarcínacon tiorredoxina(Oarcía-Ortegaet al.,2000).Paraello, seutiliza un
plásmído denominadopT-Trx. que confiere resistenciaa cloranfenicol y
sobreproducetiorredoxina(Yasukawaet al., 1995). Esto setraduceen un
entorno rcdox que permite multiplicar hastapor 5 veces la cantidad de
u-sarcinasolubleproducida(Oarcía-Ortegaet al.,2000).Elprotocoloutilizado
eselmismo,con laúnicavariaciónde queseutilizan célulasBL2I(DE3), que
albergantantopINPGnScomopT-Trx, y queseañadecloranfenicol(34 gig/ml)
ademásde la ampicilina.

La purificación de la a-sarcinasoluble, a partir de las diferentes
fracciones obtenidas, se llevó a cabo mediante una primera etapa
cromatográfica de intercambio iónico en Amberlita IRC-5O, y dos
cromatografíasde penetrabilidaden Biogel PíO y Biogel P2, idénticasa 1-as
descritasparala purificaciónde la variedadfúngica.Las fraccionesdel eluido
correspondientealaa-sarcinascconcentraronmediantecentrifugacióna4 “C.
utilizando el sistema Centriprep-1Ode Amicon, hastalograr el volumen
adecuadoen cadacaso.El rendimientoobtenidoen la purificaciónfue dc 1,5-2
mgde «-sareinapor 1 de cultivo (Lacadena,1997),o de8—lO mg/l si seincluye
el plásmido pT-Trx (Oarcía-Ortegaet al., 2000). La proteínapurificada se
caracterizoa nivel espectroscópicoy funcional.

Vectordc expresiónpEil Ibas
A partir del vector comercial pETí lb ~Novagen).se construyó el

sistemade expresiónpETI IbaS.Los genesquesedonanen los vectorespET
seencuentranbajoel controldel promotordel fagoT?(Rosenbergetal., 1987).
Así, en ausenciade la RNA polimerasadel fago T7 la transcripcióny, por
tanto, la expresión de los genes. es prácticamente inexistente. Esta
característicaconvierteestosvectoresensistemasdeexpresiónmuyútiles para
la producción de proteínastóxicas, como es el caso de la a-sarcína.
Consecuentemente,la manipulación del DNA duranteel clonaje en este
sistema. se realizó utilizando cepasde E. col!, como la HBIO1. que no
contienenel gende la RNA polimerasadel fago T7.

Parala expresióncon pETí IbaSse utilizó la cepaBL2I(DE3). que
contieneel gende la RNA polimerasaT7 bajoel controldelpromotor/ocUV5.
Deestaforma. la inducciónde la expresiónserealizapor adiciónde IPTO. a
unaconcentraciónfinal 0,4 mM. a un cultivo en LB de célulascon unaOD6<~
en torno a 1,0, y mantenimientodel mismo a 37 00/ durante4 horas. La
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expresiónen célulasBL2I(DE3) conteniendoel vectorpETI IbaSpermite la
obtención,al igual cine con pFNl~GuS, de «—sarcina nativa ‘y soluble en la
fracción peripiasmica. Además, tras el proceso dc purificación y
caracterización.el rendimientoobtenidoesigual al delcasoanterior(lacaclena.
1997). Sorprendentemente,este sistemano se pudo compatibilizarcon la
expresiónde tiorredoxina(Oarcía-Ortegaet al.. 2000). a pesarde que. en
principio, el plásmido pT-Trx fue diseñadopara ser eoexpresadocon los
vectoresde la seriepET (Yasukaxvaec al., 1995).

Produccióny purificacióndc a-sarcinaen Pichiapastoris

La producciónde u-sarcinade?.p¿¿r/or[s-sehizocon lascepasdíuemas
proteina extracelular producían, según los ensayos piloto, cje aquellas
transformadascon los vectorespl-lil.D2preuS x’ pi-ID D2preuS(A-2K)(véase
el apartadocorrespondientederesultadosydiscusión).Paraello. seinocularon
2 1 de medio semimínimotamponado.BMQiY, con un precultivo hechoenese
mismotneclio. Trasdosdíasde incubacióna 30 <C?. con abundanteaireacíon.
las célulasserecogieronpor centrifugaciónx scresuspendieronen 400 ml de
BtvIMY, incubándolosdurantedos clíccs más -a la misma temperatura.en
matracescon muescas‘y tapadoscondoscapasde tela \-liracloth(Calbiochemí.
reponiendoel metanola unaconeentraciondel 0:% (vv) hastadosvecesal
cha.En algunade las purificaciones,las céltílasincitícidasdurantedosdías,tras
recogerel caldo de cultivo, sc resuspendieronen otros 400 inI de BMMY
tresco,repitiendola inducciónpor otrosdos días.

La puri u c<icion se hizo con el misnro escíuemaq ~ parala protelna
producidacli 1 gmgonícns- a partir dc todo cl medio extracelularde la(s)
índucciónks) Pítaello, tras pararel cultivo. secentrifugó -para separarlas
células ‘y el medio cxtraeelularsc dializó tambiénfrente a tampónfosfato de
sodio 50 miAd, ph 7,0, con 0,1 M NaCí, realizandoel restode los pasosde
purificaciónde forma idéntica,exceptopar-aitt concenttación.que se llevó a
caboporultrafiltración.utilizando Centriprep—1O de Amicon (con un tamaño
de selecciónestimadoen 10 kDa).

Producciónde RNasaLJ2 en Esúherichiacdi

Unacepaderivadade W31 lO. transformadacon piNOl.?, secrecio.
trasun precultivo enmediode triptontí (TB) contetraciclina.en2 1 dci mismo
medio, hastaque el cultivo alcanzóuna (7)0<-» cíe 0.4. en cíue se indujo la
producciónde RNasa02 añadiendo20 ml de L—arabínosaal 10%. Se incubó
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a 37 “0/ hasta el día siguiente en que se recogió el medio de cultivo,
separándolode hs células por centrifugación.Se analizó la producciónde
RNasa112 medianteensayode actividadfrentea RNA y zimograma.

Parii intentarpurificar laRNasaU2 producida,sesiguieronlos mismos
pasosque para la purificacióna partir de U sphaerogenoo de P. pos/cris:
cromatografíade intercambioiónico en DEAE-ceiulosay de penetrabilidaden
Biogel Pb. Además.se llevó a cabo una cromatografíade penetrabilidad
adicionalde tipo FPLCen Superdcx75 HR 10/30(1 x 30cm).equilibradaen
fosfatode sodio50 mM , pH 7,0. conteniendoNaCí 0,2 M, utilizandoun flujo
de 0.5 mí/mm.

Produccióny purificación de RNasaU2 en Pichiapastoris

La primeraproducciónde RNasa122 en E. pos¿crtssehizo de forma
similar a la de u-sarcina,utilizando la mejor cepaproductoray los medios
semimínimostamponadosBMGY y BMMY. Sin embargo,la dificultad de
purificarladecomponentesno proteicosquepermanecíandespuésdelas etapas
cromatográficashahechoquelasdemásproduccionessehayanllevadoacabo
utilizrtndo mediosmínimostamponados,BMG y BMM. Enestecaso,el tiempo
de inducciónduró 2 o 4 días,al final del cual serecogióel caldo de cultivo
separándolodel-ascélulasporcentrifugación,perono sevolvierona inducirlas
mismascélulas.Se-analizóla producciónde RNasa122 medianteensayode
actividadfrentea RNA y zimograma.

Para la purificación de la RNasa122 obtenida,se utilizó el mismo
esquema,condosetapascromatográfleas,queseutilizó paralapurificaciónde
la proteínade U sphoerogene,y quey-aseha descrito.

Fermentación
lambiénseha intentadola producciónde la RNasaU2 por partede la

mismacepa.mediantefermentación,lo quese llevó a caboen un fermentador
Biostat E. con una vasijade cristal y acerode 5,8 1. del Departamentode
Microbiología 11 de la Facultad de Farmacia de esta Universidad, en
colaboracióncon los Drs. HumbertoMartín y MaríaMolina. Se siguieronlas
directricesde Strattonet al. (1998)y de la empresaInvitrogen.

Se crecióun preinóculo de 200 ml de YPD con la cepaque se había
utilizado en los ensayosde producción,incubándolodurante24 h. Con este
cultivo seinoculó el fermentador,enel quesehabíanautoclavado41 demedio
BSM, -añadiéndolesen frío 20 ml de PTM1 y NH4OH -al 25% hastaajustarel
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pu a 5.0 (unos100 mí).Durantetodala fermentación,se fijó la temperaturaen
30 “0/, cl pH en 5,0 (con adición automáticade NHOH al 25%), se añadió
antiespumante(pluriol) cuandose Formó espuma,y se mantuvo la agitacióny

aireacíonnecesariasparaqueel oxigenodisuelto fuera al menosdel 20%. Se
sacaron~tlicuotasa lo largode la fermentación,evaluándosela concentración
celularmediantepesohúmedoy dispersiónóptica(OD>J. ‘¡ comprobandoque
no habíacontaminacionesmedianteobservaciónmicroscópica.Li medio de
cultivo, separadopor centrifugación.se guardó a -20 “0/ para dctermmar
posterIormentela actividadribonueleolítica(frentea RNA de levadura)y la
concentraciónde metanol.

En la primera fasede crecimientola fuentede carbonofue el gí icerol
incorpoí-ado en cl mecho. 1.-a cantidadde glicerol presenteal principio del
cultivo es la máxima(4%) paraqueno seatóxica. Cuandoestese anotó,se
realizó unasegundafase,en quesefue alimentandocon un flujo continuode
0,5 ml/irÁn de glicerol al 50%(con un 1% de PTM).añadiendoen total 250
ml. Conesta-alimentaciónadicionalseconsiguemtíltiplicar la densidadcelular
en el cultivo. La tercerafasees la alimentacióncon metanol(con un 1% de
PTM[), queesel inductorde la expresióndcl “cn recombinante.Esta fasees
distintasegúnel fenotipoMut de la cepautilizad En estecaso,scutilizó una
cepaN4uts, y se aplicó un flujo de metanolde 0 ~ mí/mm durantetoda la fase
(le Indluceion. Esta se llevó a cabo diur ant 110 h. al cabo(le los cualesse
recogióel ctíltí\’o.

ti determinacioncíe la concentíit ion dé metniiol la realizaronNuria
Peñay el Dr. Julio Reviejo. dcl Departamentode QuímicaAnalitíca de esta
Facultad,utilizandoelectrodosanaperométricoscompósitosde grafito-ceFlón
en cuya matriz se incorporaronperoxidasade nabo y alcohol oxidasade 1’.
paWorrs-, en condiieionessimiLares a las descritaspara otrds biosensores
semejantes(Serraet al.. i 999).

9.- Caracterización de las proteínas purificadas

Espectrosde absorciónen la región 13V-visible

Las medidas espectroscópicas se realizaron bien en tmn
espectrofotómetroBeckmanDL7 o bien en uno ~. ~vikon930. Para ello se
emplearoncubetasde cuarzodcpasoóptico dc 0,1 y 1.0 cm. dependiendodel
volumeny concentracióndc la muestra.La concentraciónde las proteínasse
calculó a partir dc suscoeficientesde extinción(tabla9).
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Tabla9: Coeficientesde extinción de las proteínasutilizadas

Proteííía E0’~ (280 orn, 1g’crn’) Referencia

u-sarcinanativa 1,34 Gavilanes el al., 1983

FISOQ 1,27 Lacadenael al., 1999

E96Q 1,34 Lacadenaet al., 1999

H137Q 1.34 Lacadenaetal., 1995

1-150/H137Q 1,27 Lacadenaci al.. 1999

1-150/1371969 1,27 1.-acadenaci al.. ¡999

AFP 1,76’ Este trabalo

1,590 EstetrabajolttA FP
E««~(278 nrn)

Espectrosde dicroismocircular

Los espectrosde dicroísmo circular serealizaronen un dicrógrafo
Jobin-YvonMarkIII o enun espeetropolarímetroJascoJ-715. Lasdisoluciones
de proteínase analizaronen cubetasde 0,01 a 01 cm de pasoóptico en la
región del 13V lejano (menos de 250 nm) y de 1 cm en el VV próximo
(350-250orn). Los resultadosseexpresancomo valoresde eliptícidadmolar
por residuo de aminoácido(eMRW) en unidadesde erado x cm3 x dmoV~.
tomandoparala u-sareinay la AFP 113 comomasamolecularpromediopor
residuo, y 109 para la RNasa122. deducidode sus respectivassecuencias
(Sacco et al., 1983; Nakayaet al., 1990; Sato y Uchida. 1975a; Kanayay
Lichida, 1986y 1995).La concentracióndeproteínaempleadaparalasmedidas
en 1-as regionesdel 12V lejano y próximo se mantuvo comprendidaen los
intervalos0,1-0,5mg/ml y 0,5-1,0mg/mí,respectivamente.La concentración
de proteínafue determinadapor medidasde absorbancia.o bien mediante
análisisde aminoácidos.

Espectrosde fluorescencia

Los espectrosde fluorescenciase realizaronenun espectrofluorímetro
SLN4 Aminco 8000C,equipadocon unalámparade arcode xenónde 450 W,
empleandocLíbetasde 0,2 ó 0,4 cm de paso óptico. Las medidasfueron
realizadasa 25 “0/. La anchurade rendija Ñe de 4 nm, tanto parael haz de
excitacióncomoparael de emisión. El voltajede los canalesseajustóen cada
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casocíe modo que la señal recibidase encontrasesiempreentrelos límites
óptimosaconsejados.

Análisis de aminoácidos

Los análisis de aminoácidosse llevaron a cabo con tmn analizador
automáticoBeckmanModclo 6300. Las muestrassehidrolizaronen HCI 5.7
N con fenol 0,1% (p, x x ;-un leucinacomoestándarinterno(0.2 mi volumen
total) durante24 horasa 110 0/. entuboscerradosa vacio. Posteriormentelas
muestrasse secaron,lix andosea continuacióndos vecescon 0,2 ml de agua
destihda.Los hidrolmzajos secossedisolvieron en 50 k~1 de tampon N—S
(Becl=man)y se aplicaronen el analizador.

Secuenciaciónautomática

La secuenciadel extremoammno de las distintasformas de u-sareína
producidasen P. pos/oms.así como de la AEP y la lf-AFP, sedeterminóen el
Departamentode Biología Funcionalde la Universidadde Oviedo. por parte
del Dr. C?arlosLópez—Otín.mediantedegradaciónautomáticade lidman,enun
secuenciadorde FasegaseosaApplied J3iosystemsmodelo477A.utilizandoel
programaestándary en presenciade pol ibreno (Farr ct al., 1978+ L.os
derivadosltni Itiohidantoinicos PTI 1) de los aminotiei dios fueroni dientificados
y cuantificadosmedianteun analizadorde Pl FI, modelo 1 20A. de la misma
cas-acomercial(Hewick et al.. 1981).

Llectrotoresisen gelesde poliacrilainida

Se realizaronelectroforesisen gelestic poliacrilamidaen pi-esenciacíe
diodecílsulfatodc sodio (PA(iE--Sl)S) paradeterminarla purezadc muestras
proteicasy la masamolecularde las proteínaspresentes(Shapiroetal., 1967),
utilizando sistemasde eleetroforesisen placade la marcaBio-Rad,con un
porcentajede poliacriiamida:bisacrilamida(30:1) al 15-17%,yenpresenciade
SDS al 0.1” u (p/v). Las muestrasse disolvieron en tampóncíe aplícacion,
compuestoporTris-l-1Cl 50 mN4 pH 7,6. EDTA 2 mN4, SDS 1% (p/v). glicerol
10% (y/y) y a=.ulde bromofenol0.020o (p/x 3. al quese le añadió,cuandose
queríanreducirlas muestras2-mercaptoetanolal 5% (y/y) o ditiotreitol (DTT:
p/v) al 0.2%, y sc desnaturalizaroncalentandoaSO “0/ durante2Q un, en el
casode muestrasque no se queríanreducir.y 15 mm a 95 “0/ parareducirlas.
Las electroforesisse corrieroncon unacorrienteconstantede 25 mA por gel
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hastaque se salíael azul de bromofenol(generalmente45 mm), y setiñeron
con azul de Coomassie.

Inmunodeteccióndeci-sarcinay AFP

Los anticuerposfrentea u-sarcinay AlT seobtuvierona partirde suero
de conejos,a los cualesse les habíaninyectadovariasdosisde 100 ~tgde la
proteína correspondiente,purificada a homogeneidad.Esta obtención de
anticuerposse realizó en la Clínica de la Concepción(FundaciónJiménez
Díaz.) graciasa la colaboracióndel Dr. FernandoVivanco. La purificación
parcialde los mismossellevó a caboen dosetapas.En la primera.se obtuvo
la fracción de lgG mediante una precipitación con sulfato amónico en
condicionesestándar.En la segunda,seprocedióit la inmunoprecipitaciónde
la población «inespecifica».al añadirun usadode E. u-di a una mezcladel
correspondientesuerocon PBS-Tween20 al 0,05%(y/y). La precipitaciónse
realizópor incubacióndurante2 h a 4 “C, durantelas cualessemantuvouna
constanteagitaciónsuave,y posteriorcentrifugacióna 10000g. Estaoperación
serealizódosveces.El lisadode E. cdi se obtuvotrassonicaciónexhaustiva
de un cultivo saturadode célulasconteniendoel plásmidoadecuado,sin el
correspondientegendela proteínarecombinante.Los anticuerposasíobtenidos
seguardaronalicuotadosy congeladosa -20 “0/

La inmunodetecciónse llevó -a cabo mediantetransferenciade las
proteínascontenidasen un gel de PAGE-SDSa una membranalmmobilon
(Millipore). La transferenciase realizó en un -aparatode transferenciaLKB.
durante1 h a 0,9 mA/cn< de gel, en tampónTris 48 mM, Gly 39 mM, SDS
U0375% (p/v) y metanol20%tv/x’). Posteriormente,larnembranrtsesaturóen
PBScon lecheen polvo desnatadaal 3<> u (p/v) durante2 h. A continuacion.se
incubócon anticuerposfrentea u-sarcinao AFP,convenientementediluidos,
durante3 li. Tras un lavado con PBS-Tween¿tI O.5~ o (y/y), se incubó la
membranacon un anticuerpoespecíficoparala fracciónconstantede las lgG
de conejo(Bio-Rad).diluido 1/3000en PBS-lecheal 0,10o (p/v), durante1 h
a temperaturaambiente.Estos anticuerposse eneimentrancombinadoscon
peroxidasalo quepermitevisualizarlosal añadirel reactivocorrespondiente,
quesevuelvecoloreadobajo la accióndela enzima.El reveladoserealizópor
adición de la solución de revelado que contiene terrahidrocloratode
3,3-diaminobeneimidina(DAB) 0.03%(p/v) y LEO. 0,0160o (y/y) en tampón
PBS. Un-a vez aparecidaslas bandascoloreadas,la reacción se paró por
ínmersmonen aguadestilada.
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Deteccióndc proteinasglícosiladas

Esteexperimentosellevó acaboparadetectarla presenciade proteííns
glicosiladasen mediosextracelularesobtenidosa partir de cultivosde Pichio
poswris-. Esteensayosebasaen la reacciónde la concanvalinaA con los
restosde manosa dc las proteínas ¿licosiladas (Hsi et al., 1991). Las
condicionesen cítie sehizo son las descritaspor B-ttaneroet aL. (1994).

Las muestrasde los mediosextracelulanÁsc iplícaron en gelesde
poliacrilamidaal 17%, en presenciadc SDS -al 1 o Despuésde realizadala
electroloresis,uno de los gelessetiñó con azuldc0/oornasste.y concl otro. en
el que se habíanaplicado por duplicado las ni uestias se procedió a una
transferenciaa immobilon como va ha sitio descrita. Esta membranade
lirmobilon con las proteínastransicrídasse dividió en dos partesiguales.ls-ti
unit de ellasse llevó a cabounainmunodetección,revelandoaqtíellasbandas
que reaccionancon los anticuerposfrente a la u—sarcina.La otra parte de la
membranasesumergióensoluciónfijadora (TBS con2% polivinilpirrolidona)
dLmrante tmna hora, incubándosedespuésuna hora con concanavalinaA
biotinilada (10 ag/ml) en 135 con 2% polivinilpirrolidona. La membranase
lavó entoncescon TBS con 0,1%Triton Y-lOO. y sc incubócon el reactivo
ABC de Vecíastain(avidinay peroxidasadc nabobiotinilada).diluido 1:400
en 1135 con 1% pol~vín~lpirrolídona.durante30 mm. La concanavalinaA.
unida a las gí icoproteinas.se reí-el(5 con «05%( p/v- ) 32 —dlialninobencidina—
1-IGl yO.03% (y/vI FEO2en TBS. li-asta observarlas bandasde color. Sc detuvo
entoncesla reacciónsumergiendoLa membranaen agua.

Reduccióny carboxiamidometilación

Parareducir los cuatro puentesdisulfuro tic la AP?. y mantenerlos
sep¿uadosmediante la carboxiamidometilación(le los urupos tiólícos
expuestos,scclesanturalizola AlT (a 10 mg/ml) medianteincubacióndurante
1 h a. 37 “0/ cii tampónTris-MCI. pl-! 8.0. conteniendoEDTA 2 mM y cloruro
de guanidinio 6 lvi. Para reducir los puentes. se anadió Dfl a una
concentraciónfinal 70 mM (aproximadamente10 vecesmáscantidadmolar
que los puentesa reducir). incubándosea fl - C dtmrantc90 mm. Se añadió
entoncesyodoacetamidaa una concentíacionfinal 0,7 NI. ineubándoseen
oscuridad ¡20 mm a 37 “0/. La proteína se purificó entoncesmediante
cromatografíade penetrabilidaden una colLmmna dc Biogel P2 (Bio—Rad)
etítmilibracla en 1—JAcO 50 mM. y sc 1 Ji izó. El contenido de
carboximetilcisteinaen la proteínamodificadascdetermmnómedianteanálisis
de aminoácidos.
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Digestión con proteasas

Entre 10 y 50 nmol de AFP nativa se utilizaron en cadatratamiento
proteolítico,segúnlascondicionesexpuestasen latabla10, utilizandoenzimas
compradasa Boehringer M¿tnnheim, excepto la tripsina, que era de
Worthington.

Tabla 10: Condicionesde digestiónde AFP con distintasproteasas

Proteasa Relación en
peso
enzima:sustrato

Tampón Incubación Otros
trata
mientos

Tripsina ¡ :100 Nl ¡4HCQ 0,3 M, pf-l &0 37 ‘C. 24 h

SV-8 1:20 NH4I-1C030,1 M, pH
8,0, EDTA 2 mM

30 ‘C, 24 h

Termolisina 1:6 NH4AcO 0,5 [vi, CaCI,
0,2 mM

65
0C-, 3 h ó

80”C, 16 h

Proteinasa 1< 1:5 37”C24h *

Pronasa 1:5 37”C,24h *

Pepsina 1:20 TFA 0.1% 37 ‘C, 16 h **

Carboxi-
peplidasa Y

1:50 N-n-ietilmorfolina 0,2 M,
pH 8,1

37 ‘C t

.3 ubti lis i na 1:2 37 “C, 3 hN11
411CO~ 50 mM, pl-l

8.5, sin Ca
2

* la AFP se disolvió en Tris-HCI 50 mM, pH 8.2. CaCI. lO mM NaCí 150 mM, y se

hirvió dtirante 30 mm, tras lo cual se enfrió en hielo antesde echarla enzima.
* * Previamente,la AFP se hirx-ió durante30 mm.

Sc cogieronalícuotasa2, 15. y 24 h de reacción,que seprecipimaronpor adición de
sulfosalicilato al 50% y NaQil 1 M, analizándoseel contenidoen aminoácidosde los
sobrenadantes-

HPLC en faseinversa

La cromatografíamediantel{P-HPLC. tanto de la AFP como de las
formasde u-sarcinapurificadasde P. postoris,sc llevó a caboen un aparato
Svstem(icídde Beckman.con unacolumnatlltrosphere(5 am) de Beckman,
eluyendo1¿tproteínacon un gradientelineal entreO y 25%de B en 30 mm, con
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un flujo dc 1 mí/mm. 1-II disolvente inicial eraTEA al 0, i%. B era TEA al
0,1% en acetonitrilo.

Determinacióntic la masamolecularporcromatografíade penetrabilidad

Se determinólamasamoleculardc la AFP y la lf-AFP nativasmediante
cromatom¿í-aFíade penetrabilidaden un sistemaLPLC (¡‘harmacia),con una
columnaSuperdex75 HR 10/30 (1 x 30 cm). equilibradaen fosfatode sodio
50 mM, ph 7.0. conteniendoNaCí 0,2 M, utilizando un flujo de 0,5 mí/mm y

unamezcla(le protetnasde masasmolecularesconocidas:albúminade smero
bovino (66,2 kDa), ovoalbúmina (45.0 RDa). mioglobina (1 7.8 kDa) y
citocromo0/ (le caballo(12,3 kDa).

Programasbioinformáticosutilizados

Las estructurastridimensionalesde las proteínasse visualizaron y
estudiaroncon los programasRasmol (www.umassedti/microbio/rasmol),
(lime (www.mdhi.eom/download/chime20clownhtml). 8w/ss PDB viewcr
(0/mex y Peitsch, 1997: ww-w.expasy,ch/spdbv/).¡nsight 11 (Biosym
Technologies)o N4olMol (www.mol - biol .ethz.ch/wuthrich/softvare/molmol/).
utilizando las coordenadasdel PI)B o las proporcionadaspor el Grupo cíe
Lspectroscopíade RXIN del Instituto de ítstrLlctura de la Materia del 0/SIC.
antesdc que fuerandepositadasen dichabasede (latos.

El alineamientode secuencias(le DNA o proteínassc llevó a cabocon
el paquete(KG 9 (Wisconsin (-iroup), o medianteel programa0/lustalW
(Thoínpsonetal., 1 994a) instaladoenel servidordel BicopeonBíoiui/brtnotics
!nsíiLu/c (FBI: ‘~ wxx-2.ebi.accmk/clustalw/i.El alineamientosegúnla estructura
tridimensionalsc ha hechocon el Svuís-s Ff313 v/c’a-er (Gtme< y Peitsch.1997;
www.expasy.ch/spdbx-/) - La edición gráfica cíe los alineamientosse ha
realizadoconel programa(ienct)oc(\-vwwcrikcomuí---ketchcmp/genedoc.slltnt.

Se construyóun árbol filogenético con las secuenmasdc DNA de las
ribotoxinasobtenidas,y con los fragmentosequivalentesde las va conocidas.
utilizando el programaWET (JavierDopazo, IDI SA). medianteel método
UPEiMA a pam-tir de unamatriz de distanciasde JuResy Cantorrealizadapor
el mismo programa.

El árbol filogenético de las RNasasmicrobianasextracelul¿tres,se ha
realizadoen el servidor del FBI, al realizarel alineamientocíe las secuencias



Métodos 91

de proteínasde las proteínasmadurascon ClustalW (www2.ebi.ac.uRi
clustalw/).

Lapredicciónde La existenciade un péptidoseñaly su sitio de cortese
hizo con el servidorSignalP(Nielsenet al., 1997;www.cbs.dtu.dk/services/
SignalP/),utilizandolared entrenad-aconsecuenciascucariotas.La predicción
desitios de glicosilaciónen Oserealizó con el servidorNetOGlye(Hansenet
al., 1908:www.cbs.dtudk/services/NetOClyc/)

10.- Ensayosde actividad antifúngica

Los ensayosde-actividadantifúngicay antibaeterianade la AFP y la lf-
AEP los llevarona cabola Dra. BelénPatiñoy la Prof. CovadongaVázquez,
dcl Departamentode Microbiología de la Facultad de Biología de la
UniversidadComplutense,medianteel métododcdilución en agar,utilizando
distintosmediosenfunción delos organismosensayados(tabla 11): PDA (agar
de patatay dextrosa)parahongosfilamentosos,YMA (agarde morfologíade
levaiduras)paralas levaduras,y agarde Muller-Hintonparabacterias.

Se prepararonsuspensionesde los microorganismosen aguaestéril
conteniendo lO> cfu/ml (cfu: unidadesformadorasde colonias), que se
utilizaron parainocular los cultivos. Se utilizaron concentracionesde AFP
desde0.006 hast-a1,133mg/mí, incubándolascon los hongosy levadurasa30

C durante48-72h, o con lasbacteriasa 32 “0/durante24 h. La concentración
mínimainhibitoria (MJC) sedefinecomo la concentraciónde antimicrobiano
quecausabala inhibición completadel crecimientodespuésde estosperiodos
de incubación.

11.- Ensayosde actividad ribonucleolítica

Se han utilizado dos tipos de ribonucleasa.sen estaTesis: unas,las
ribotoxinas,sonmuyespecíficas,peropocoefectivasfrenteaRiNA «desnudo»;
la otra, laRNasa122.esmuchomenosespecífica,peromuchomásactivafrente
al RNA en general.Por ello, a pesarde que compartanun mismo tipo de
actividadcatalítica, ha habido que emplearuna muy diversavariedad de
ensayos.a~daptándolosparalos dos tiposde RNasas.
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Tabla ti: Microorízanisu}osusadosen ensayesde actividadantitúnaica

Organismo Número(s) de colección

1,-whodennaKOi-iitig¡¡ U FN] A2 19

ha /io&1&wniói ¡ictrz¡antíui IbM A2 1 7

Peow¡//iuín¡>UP/)tttO <É?uIIIdI liB [vi A 575

ÉuYat,iírn oxvspO¡-um Fet la, Fbi 1 tj, FoL 2, <en 13 x’ Fol 39—87

Pen¡ciffium/i-equenums fi FM A 569

Pe;¡ic¿¡¡i-¿ut-í chi-i’.so<etIlo-a 11 FM .4.575

Peilld-ñ/iUtti CIlt35Y)genuní ti/ECl 2306

-lspergul/zísníger 11PM A48 3

~4spw—gí1¡us/iuvus lB 1147

.4S2&i4.’i¡¡iíS fiar-as .13 1 057

Asperp¿¿¿esp«aa/en» MDII ¡ 8894

CUíIÚICI¿I ¿l¡hIC>ÁI+S C Y C 1146

f¡hocíouíLí¡a í¡e±vynosa ti/Y ti 1 ti)24

Piehia ínemnI9l-anaJúc-iens GYC 1 070

Sacóbatcnn cercvi,s-¡ae tiY C 1058

Sa<~hc,roní C.01411U5 c~c 1 057

SaIníone¡iaen/eri¿ttis

L?a-zIh¡s síí¡,/dís

issCfaiU [liii ¿0/1

[‘se lío/otilo! 711% C1Ct~UgitlO5Ci

A-ho-rocaú&-ii.~ ¡tite ¡¿Y

Seo-al¡a ti-; ¿¡reesceas

Staphy-¡o-oc.cu.S- dureII»

Io¿loslos mi cIoorQai>ismos sc ohLiv i erende la colcccien del t)cpartanientedc
Microb:ole<¡oí de la flocuLad de 3loleciadc la Univursidad Complutense.exccpto-1
g4íole¿¡s.quefíe unadonacióndel Dr. >7 EndeIt :í:ix’ersicfríd de LIíime. Japeíu.

No es fácil disponerde un ensayode actividadsencillo y cuantíkitivo
paralasribotoxinas.FA sustraronatural seríaen esecasoel ribosoma,en el que
rompeun sólo enlacefbsfodidster.Estareaccioncon el ribosomaes.cíe hecho,
su ensayomásespecíficoy caractenstico,\‘ setú-ti en nuestrolaboratoriodesie

hace tiempo como control de la. ¿tetividad específicade las ribotoxinas
pí-oducidas. anto silvestrescomo muradas.Duranteel trabajo dlue aquí se
presenta.sc ha adaptadoesteensayo,además,paradetectarla producciónde
ribotoxinasencultivoscíe hongos.Otrosgrctposutilizan tambiénun ensayocon
un oligorribonucleotidosintéticode 35 bases,que comitiene la secuenciadel
lazo dc sarcina/ricina(SRL), s’ que se marcaradiactivamenteal sintetizarlo.
Iras la reaccióncon la ribotoxina.. se separanlos dos Ñamzmnentosde RNA
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mediante electrofoí-esis. pudiendo cuantificarse las bandas de la
autorradiografia(lindo et al.. 1990 y 1091). Sin embargo.es un ensayomuy
laboriosoen su realizacióny muycaro.ademásde no -aportarapenasventajas,
por lo queno seha usadoen los experimentosdescritosen estaTesis.

Las ribotoxinas, aunquealgo especiales,son ribonucleasas.Y este
grupo de enzimas ha sido ampliamenteestudiado,por lo que se han
desarrolladomuchosensayosdeactividadposibles,quehanpermitidoademás
estudiarcondetallesumecanismocatalítico.Sin embargo,estetipo de ensayos
con sustratosribonucleicosmenosespecíficosno se habianusadoapenaspara
las ribotoxinas,por lo queunade las tareasdel trabajoqueaquíse describeha
sido la de adaptaralgunode ellosparasu utilizacióncon las ribotoxinas.Por
ejemplo,la reacciónfrentea.homopolinucleotidos,combinada-ademáscon la
electroforesisenpresenciadc SUS,¡oqueresultaenel Llamadozimogram~uEl
otro es la reaccióncon el sustratomássimple,un dinueleotido,en la quepara
detectarlos productosformadosha habido querecurrir a la separaciónpor
crom-atografia..

Actividad frentea ribosomas

La actividad ríbonucleolíticade ¡a u-sarcínase determinó por la
liberacióndel fragmentou, tras incubaciónde la a-sarcinacon un usadode
reticulocitosde conejolibre de células(de la marcaPromeg).comodescriben
La.my y Davies(1991).Estelisado(50 al) setratócon 20-100ng de u-sarcina
nativa en ÉamnpónTris-HCI 40 mM. KCI 40 mM, EDTA 10 mM, pl-l 7,5,
durante15 minutosatemperaturaambiente.La reacciónseparóporadiciónde
0.25 ml de Tris-HCl 50 mM, SDS 0,50o (p/v). pH 7,5, incubándosela mezcla
5 minutosa temperaturaambiente.La extraccióndel RNA serealizó en fenol
saturadoen aguay posteriormenteseprecipitócon alcohol isopropílico.Este
RNA se analizó en gel de agarosaal 2,40o (p/v) en tampón TAL con
formualcíehídoal 16% (y/y) y sevisualizó mediantetinción con bromuro de
cli dio,

Adaptaciónparaesporasde hongos

Con estaadaptaciónse pretendió desarrollarun método rápido de
análisis de la presenciade ribotoxinas en cepasde hongos filamentosos,
intentandodetectarsuactividadespecífica,por la liberacióndel fiagmentou
(Sehindíery Davies.1977), -aunquea. vecesestono esposiblepor la presencia
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de otras actividadesribonuclcoliticas,menosespecíficas.que degradenen
mayormedidael rRNA.

Para. recogerlas conidiosporas.se a~gitarorcultivos de los hongosen
Pt)A en tubos inclinados con tmna solución de Twcen-80al 0.01%. Las
suspensionesasí formadasse acitaron exhaustivamentey se centrifugaron
brevemente Se incubaron 3 V1 (leí sobrenaclantecon 3 ~t1dIc lisado cíe
reticulocitos dc conejo (Promega.).durante5 mm a 37 “0/, pa.rándosela
incubacióncon 0,5 LII de 51)5 al 10%.Paraextraerel RNA, seañadieron7 4
de PCi y 20 V1 de TE. pl-l 8.0, siempremezclándolobien. Trascentrifugar,se-
cogieron15 ul de la faseacuosasuperior,que se mezclaroncon 0,5 V1 de
tampóndeaplicaciónde electroforesis,incubindiolo a 95 “0/ duiante~mm.con
la lapaabierta(procurandosiemprequeno sc scquela muestra) 1 ~smuestras
así preparadassc aplicaronen un gel dc a’arosaal 2 % paraclccrrokresís,
observándoselos distintosRNA. inclimido cl ¡ra”mentoa. Se hicicí on también
controlessin muestra,y-con 50 ng de mitomlína purificadasecunestadescrito
(Kaoy Davies, 1995).

Zimogramafrentea homopolinucleotidos

La detecciónin situ de la actividadde enzimaspreviamenteseparadas
por electroforesisen gelesde poliacrilamidaseha utiliz ido desdehacevarias
décadaspara proteinasmuy distintas.F.ste tipo cíe cnsa\os se conocencomo
«zímogramas».Este método presentavarias veiiita.~as pucs un sólo ensayo
puedie servir para.analizar,ademásdc la cantidaddc cnnmapresente,su
homogeneidado stí posiblecontaminaciónpor acto,íd ides similares,aunqtme
esténpresentesen muy pequeñaproporción.Además septmede usartantopara
extractosbio lo fi coscrudoscomoparalas enz mas purificadas.

Sin embargo,cuandola electroforesissehaceen presencia(le SDS.en
condicionesdesnatcmralizantcsthay unadificultad añadidaparapoder realizar
estetipo dedetección,quees la necesidadderenaturalizarla enzima,lo queno
siempre es posible. En el caso de las ribonueleasas,especialmentelas
secretadasy consideradascomo«dioestivas»(p. ej. las dela superfamiliade la
RNasaA en mamíferoso las de la TI y T2 enmicrooruanísmos).como suelen
serenzimasmm— establesy fácilmentereplegables(al menos,si no sereducen
sdms puentesdisulibro).sehanpodidodesarrollarcon ciertafacilidad estetipo
cíe ensayos.

Se habíandescritoen la décadade los- ochentade forma detallada
(aunqueya se usabandesdeantes)dostipos dc zimogramaparaRNasas.En



Métodos 95

uno de ellos secolocabaencimadel gel, tras la electroforesis,una capade
agarosacon el RNA embebido.Trasunaincubación,se detectabael RNA no
degradadoquepermanecíaenla agarosa([‘homas y 1-lodes,1981).Estemétodo
ha sido aplicadoduranteestadécadaparazimogramastrasisoelectroenfoque,
utilizandobromurodeetidio embebidoen1 agarosacon el RNA, paradetectar
las actividadesde RNasa(Yasudaet al., 1992; Nadanoet -al., 1993) o de su
inhibidor, poniendo el contactoel gel y la agarosacon una niembr~tna
impregnadade RNasa(Nadanoet al., 1995).

El otro métodoconsisteen embeberel RNA directamenteen el gel de
poliacrilamida donde, dado su gran tamaño, no se desplazadurante la
electroforesis.tras la cual hay que eliminar el SDS pararenaturalizarlas
proteínas,e ineubrloen un tampóny atina temperaturaadecuados.El RNA
no degradadosedetecta.portinciónconun colorantedeácidosnucleicos.como
el azul de tolcmidina. Estemétodofue descritoen detalleporBlank et al., que
utilizaron el isopropanolen disolución acuosatampona&para eliminar
eficazmenteel SDS (Blank et al., 1982). Estos autorestambién utilizaron
distintosRNA paradetectarRNasasde distintaespecificidad(Blank et al.,
1975). Más recientemente,el grupo de ribonucleasasde la Universidad
Autónomade Barcelonaha desarrolladomásposibilidadesprácticasde este
ensayo(Bravo et al.. 1994)

Se planteóla posibilidaddeadaptaresteensayoparala u-sarcina,lo que
seríade utilidad, tantoparadeterminarla presenciade la enzimaal producirla
en sistemasde expresiónnuevos,como E. cdi o E. pastoris, como para
determinarsu gradode pureza,especialmenteen lo queconciernea pequeñas
contaminacionespor otrasRNasasmenosespecíficasperomuchomásactivas
frente a RNA (esto eraespecialmenteimportanteparapoder llevar a cabo
ensayosde actividad catalíticacon sustratosdistintos del ribosoma).Este
ensayo también permitió evaluar la capacidadcatalítica de los distintos
mutantesden-sarcina(siemprecontandoconLas limitacionesdel método,entre
las cualesestáel necesariopasode renaturalizciónde la enzima),así como
compararlacon otrasribotoxinas.

El método descritopor Bíank et al. ya se habíausadoen nuestro
Departamento para detectarRNasas.tanto ácidas como alcalinas(García
Segura,1985),por Jo quefue un buenpunto de partidaparaaplicarloal caso
de las ribotoxinas. A la hora de elegir el sustrato,habíaque considerarla
especificidaddelaa-sarcinafrenteaRNA «desnudo»,en el quecortatrasbases
púricas,adeninao guanina(Endoet al., 1983).Por tanto, parecíamejor,para
intentaratmmentarlacapacidaddedetección,utilizarun homopolinueleotidode
basespúricas.en vez de RNA aisladode fuentesbiológicas.Así, ha usado
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sobre todo ácido poliadenílíco, poli(A). aunquetambién se ha probado
recientementeácidopollinosínico.poii(Q, cuyarespuesta.esmejor(Kao etal..
1998). En los primerosensayosse hizo la incubacióncatalítica.(paso4) a pH
7.5: desdequesedescubrióquela a-sarcinaeratina RNasaácida,sehanhecho
incubandoapH 4,5. Así, sehanconseguidodetectarhasta0,1 Vg dc (t-sarclna.
pura. aunquelas bandasseven mejor aplicandoentre0,5 y 1.0 pa.

Tambiénse ha utilizado esteensayopa.rael estudiode la RNasa122.
Como éstatambién tiene especificidadpor basespúricasy su plí optimo es
ácido, se ha usado tambiénpoli(A) y tampón acetato a pM 4.5, aunquese
obtiene una sensibilidad mayor, dada su mayor actividadespecíficafrenteal
RNA.

Procedimiento
Los gelesse prepararon como habitualmente para PAGE—SDS.pero

rtnadiendo el homopolinucleotido. polí(A ) o poli(l), a 0.3 mg/mI en el gel
separador. Las muestras sc preparai-on en el tampón de aplicación de
electroibresishabitual. pero sinagentereductor, x’ se calentaron aSO “0/durante
20 mm, y la aplicacióny desarrollode la electroforesisfueronlos usuales.Para
la detecciónde las actividadesribonucleoliticas,el gel se sometió a las
siguientesincubaciones,utiliz~tndo unos 100 mnl cíe cada solución:

- 2 x 15 mio en Tris—MCI 10 mM pH 7,5. temperaturaambiente.
2. 2 x 15 mm en Tris-MCI lO mM pH 7.5. 25% isopropanol.
temperaturaambiente
3.2 x 15 mio en Tris-lid It) mM pH 7.5, temperaturaambiente
4. 1 h, en Tris-HCI 0,1 NI. pH 7,5. óNaAcO0,1 M, pH 4.537 00/

5. 10 mm, en Tris-lIC 1 10 mM pH 7.5. temperaturaambiente
6. 15 mio en azul de toluidina 0,2% en Tris—liC! 10 mM pil 7,5.
temperaturaambiente
7. Lavadosconac’uaparadestenir,hastaconseguirel gradodecontraste
adecuado.

Se ha. observadoqueel primerpasosepuedeeliminar, sin peijuicio de
los resultadosobtenidos.

Actividad frentea RNA de levadura

Este ensayode actividadribonucicolítícase basaen la medidade la.
producciónde pequeñosoligonueleotidoso mononucleotidossolubles en
medio ácido,enpresenciacíeacetatodeamollo, ya qrmeel RNA degrantamaño
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precipita (MacFayden,1934). El sustratoempleadofue RNA de levadura
repuriñeadomediantesucesivasprecipitacionesen acetato de sodio. Este
mmsmo ensayose puede hacertambiénsin la sal de uranilo. en cuyo caso
precipitanoligonucleotidosde mayortamaño;de hecho,el tamañolímite por
encimadel cualseproducelaprecipitacióndependedela acidezdcl medio,de
la concentraciónde la sal de uranilo y de la composición de basesdel
oligonucleotidoconcreto(I)ickmrtn y Trupin, 1959).EnestaTesis,esteensayo
sehautilizado únicamenteparalaRNasaU2, yaque la u-sarcinapresentauna
respuestamuy pobre (Martínezdel Pozoet al., 1989).

Procedimiento
Enesenciasehaseguidoel métododescritopor Blackburnct al. (1977)

con ligerasmodificaciones,parapodercompararmejor laactividadespecífica
con la descritaanteriormenteparala RNasa122 (Rushizkyet al., 1970). La
muezcíade incubaciónestándarestabaformadapor 50 V1 detampón0,5 M KCI,
0.25 M Na.AcO,0,25 M Tris-IlCí, 25 mM EDTA (normalmentea pH 4,5, para
medirla actividadde la RNasa122;cuandosemidió actividadde RNasa121 en
la purificacióna partir de Ustilagosphoerogcna,se hizo a pH 7,5), 25 V1 de
aguay 25 V1 de unadisolución dealbúminade suerobovino al 0,10o (p/v) en
aguadestiLada.A estamezclase a,ñadieron25 V1 de la muestraa medir.
Siempresehicieronduplicadosde cadamuestra.

La mezcla(125 Vi) sepreincubóa 37 “0/ duranteal menos5 minutos.
Despuésse comenzóla reacciónporadición de 125 V1 de unadisoluciónde
RNA de levaduraa 4 mg/ml en aguadestiladay una rápida y enérgica
agitación,traslacualseincubó a 37 “0/ durante15 minutos.Transcurridoeste
tiempo se detuvola reacciónañadiendo250 [tI de ácido perclóricoal 10%
(y/y), conteniendoacetatode uranilo al 0250/6 (pív). mantenidoen hielo y
usado como agente precipitante. La suspension resultante se acitó
vigorosamentey se mantuvoen bañode hielo duranteal menos30 minutos.
Transcurridoestetiempo,los tubossecentrifugarona 14 000 gdurante15 mm
a 4 “0/. Se tomaron400 gtl del sobrenadanteobtenidoy se diluyeron10 veces
conaguadestilada,midiéndosesuabsorcióna260 mm A estevalor se le restó
la absorbanciade unadisoluciónresultantede sustituir,enel procesoseguido.
la muestraporacuadestiladao tampón(quesueledarunaA

960 en tornoa0,15).

Unidadesdeactividad
Se definen 100 unidadesde actividadcomo la cantidadnecesariade

enzmmaparaproducir una variaciónde A,60 de 1. en las condicionesarriba
descritas.Estoes,paracalcularlas unidadesde-actividadsemultiplicó por 100
el valor de la variaciónde absorbanciaobtenidorespecto-al ensayoen blanco.
La linealidaddel ensayosemantenía.al menoshastavaloresde A960 bruta(sin
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restarla dcl ensayoen blanco)dc 0.6 (ficura 18). Cuandola. A0~,1, esmayorde
esevalor. sepuedeevaluarel ensayoparacompararunasmuestrascon otra.sdel
mismoensayo,pero no se puedecuantificarbien la actividadípresente.
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Figura 18: Linealidad
camitidadesde RNasa1J2.

del encavo de actividad frente a RNA de levadurapara distintas

La actividíadíespecífica.se caiculódividendo por la A=,~>cíe la mnuestra.
o por la concentracionmasica de proteína, determinadapor análisis de
ammnoacidos.

Preparacióndel sustrato
Con el un cíe optimizar las condicionesdel ensayode actividad,el

st;stratose sometióa un procesocíe purificacIón(García-Secura,1985). (ion
ello sepretendeeliminar los contaminantespresentesen el RNA comercial
(iones. glucanos.etc) así como fragmentosde RNA de pequeñotamaño
molecular,quealteranla valoracióncíe la actividadde RNasa.

El métodode íiurificación esel quesedetallaa continuación:100 g de
RNA de levaduraTora/o(tipo VIde Sigma)sedisuelvenlentamenteen500ml
de ¿tenadestilada,Paraposibilitarlo seañadenalícuotasde NaOl-l 1 Nl. de
maneraque el pH final seapróximo a la neutralidad,y procurandoque en
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ningún caso el pH sc elevepor encimade 9.0. Durantetodo el proceso,el
medio se mantienea 0-4 “C en bañode hielo. La disoluciónneutralizadase
enrasaa 1 Litro con aguadestiladay se sometea precipitación salina,por
adiciónde acetatosódicoy ácidoacéticohastaunaconcentraciónfinal 3 M de
acetatosódicoy un pH de 5,5. De estaforma se obtieneuna suspensiónde
color pardo.que se mantienea -20 “0/ duranteuna noche.El gel formadose
recogepor centrifugación(13000g, 30 minutos,-20 00/) y scredisuelveen 1
litro de aguadestilada.El procesode precipitaciónserepite dosvecesmás.El
precipitadofinalmenteobtenidose redisuelveen 500 ml de aguadestilada,y
se le añadeL litro de etanol, previamenteenfriadoa -20 “0/. La suspensión
resultantesc mantienea estatemperaturaduranteunanoche.El precipitado
blanco screcogemediantecentrifugaciónen las condicionesya descritas,se
redisuelveen EDIA 25 mM y se dializa frentea 20 volúmenesdel mismo
medio(2 cambiosx 6horas).A continuación,sedializafrentea20 volúmenes
de NaCí 0.15 M (2 cambiosx 6 horas)y. por último, frente a QQ volúmenesde
aguadestilada.(3 cambiosx 6 horas).LI material dializadoselioliliza (se
obtuvieron2,8 g) y seconservaen esteestado,a -20 “(/, hastasuutilización.

Actividad frentea dinucleotidos

Paracuantificarla actividadde las RNasasutilizadasen estetrabajo
también se han empleadodinucleotidos(ApA y 0/pA) como sustrato.Es
importantedestacarqueen estetipo de ensayoseestáanalizandolacapacidad
mínima de estasenzimas para hidrolizar un enLace fosfodiéster. Ambas
enzimas,en condicionesnaturales,actúanfrentea un polirribonucleotido.Es
decir, scdebeasumirquecuandoseemplearonestosensayoslo queseanalizó
fueron las característicasesenciales,mínimas,que permitena la RNasaU2 y
a. la u-sarcinaromperenlacesfosfodiésterdcl RNA.

Enel casodeutilizarel ensayopar-adeterminarlasconstantescatalíticas
de la RNasa122 purificada. se usó la reaccióncon ApA, registrandola
variaciónespectrofotométricade la misma,segúndescribenYasudae Inoue
(1982). Estadeterminaciónno esposible con la u-sarcina,dadala escalade
tiempo en quetranscurrela reaccion.

Las reaccionessellevarona caboencubetasde cuarzode 1 cm de paso
óptico,registrandolaA ~. en ofotómetroBeekmanDU640,equipado

unespectr
con un portacubetascon sistemaPeltier.paratermostatizarla cubeta,a25 “0/.
Fi volumen total de reacciónera de 800 V1~ aplicando primero400 4 de
tampónNaAcO 50 mM, pH 4,5.conteniendoNaCí 0.1 M, la cantidaddeseada
de ApA entampónNaAcO50 mM. pH 4,5 (sin NaCí),y el volumendelmismo
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tampónneceasrioparasumar780 V
1. Sc registró la A-)~

2 duranteun minuto
aproximadamnenteparacomprobarque eraestable,tras lo cual se añadióla
enzimaen 20 4 del tampónsin NaCí, registrándosela A9<, durante10 mm. Se
usaronconcentracionesde enzimaen la reacción en torno a 200 nM. 1.a
concentraciónde ApA se determinóa partir del espectrode absorbanema,
utilizando un coeficientede extinciónmolar ~ \,t¡cm, y seusaron
en lasreaccionesconcentracionesentre1 t) y 60 gM y cubetasdedistintospasos
opticosparaevitarque la absorbanciafuesemayorde 1,0.

La velocidadde cadareacciónsecalculóapartirdela pendiente.según
la variación del coeficIentecje extinción,An,«,r4320 ,VL

7cm1. calculadoen
condicionessimilares (Vasudae lnoue, 1982). Sc hicieron reaccionespor
duplicado para distintas concentracionesde sustrato.manteniendotija la
concentraciónde la enzima.Previamente,se habíacomprobadoqueparaese
intervalo de concentracionesde sustrato la velocidad era directamente
proporcionala la cantidadde enzimaaradida,La. constantede Michaelis (K~

1)
y La. velocidad máxima(vj se calcalaí-onsecrunel modelo de tvtichaelis—
Menten.ajustandomedianteregresionno lineal, usandoel programaSiumaPlot
v5.0 (Jandell.los valoresobtenidosa [aectiacionhiperbólica.

En el caso de la o.—sarcinay cíe sus diferentes mutantes.como se
describeene]apartadode resultadosy discusión,huboqueadaptarun método
de separaciónpor l-IPLC, a partir del descritopor Shapiroet al. (i986>. Esta
forma.de medir la reacciontiene el ineonveniente de dIme lleva muchotiempo
pero presentala ventajade quese puedecuantificarla apariciónde cadauno
de los productos.por separado.

Los tamponesempleadosparala. reacciónfcteron Fris-HCI. fosfatode
sodioo acetatode sodio en concentración50 mM, conteniendo0,1 lvi NaCí y
=mM EDTA, ajustadosal pH necesario.En el tampónse disolvía la enzima
(entre (.5 y 10 ttM) y el dinueleotido(ApA o GpA). la concentraciónde
dinucleotidosecalculósegúnlos coeficientesdeabsorcióndescritos(Osternían
y Walt 1978). Se realizaron siempre los correspondientescontrolessmn
enzima.Las reaccionessellevaron a caboa temperaturaambiente,durante
distintostiempos, en el rango dc 10-20 h. deteniendola reacciónmediante
congelaci~nen aire iícíuido. La separaciónde los productosse hizo en un
cromatoerafode i-IPLC/ Sus-tun<SoId de l3eckman,equipadocon un detector
modelo 166 y unacolumnaKromasil lOO 0/18 (5 qm, 0.46 x 15 cm). de fase
inversa.La eLación se llevó a caboa temperaturaambientecon un gradiente
lineal de 35 mm en el quesepasaba,con flujo dc 1 mí/mm.de ta.mpónfosfato
dc potasio 100mM. p¡-l 7,0. a. tttmpón fosfatode potasio90 mM. pH 7,0, con
32.5% de metanol.la detecciónde los picosse llevó a cabopor absorbanema
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a 254 nm, cuantificándolosconel programaBeckmanSywternGoid. El árcade
los picos se relacionócon la cantidadde los diferentesproductos,mediante
calibraciónconcompuestosestándarescomerciales.Laconstantede Michaelis
(KM) y lavelocidadmáxima(v~,¿secalcularonsegúnel modelode Michaelis-
Menten,ajustandomedianteregresiónlinealdeunagráficadedoblesinversas.
segúnel procedimientode Lineweaver-Burk.
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN

A - Deteccióny caracterizaciónde nuevas
ribotoxinas

Unade las principalescuestionesquequedansin resolver,respectoa
las ribotoxinasfúngicasrepresentadaspor la u-sarcina,esla de dilucidarcuál
essufunciónbiológica.Esdecir.¿paraquéproducenlos microorganismoseste
tipo de proteínas?Con el fin de contribuira la resoluciónde estapregunta,se
decidióabordarun estudiosistemáticoacercade su distribuciónen el reinode
los hongos. En este sentido, aunquelas primerasribotoxinas, «-sarcina,
mitogilina y restrictocina,fuerondescubiertasen los añossesenta,hasta1990
no sehabíadescritoningunaotra. En estosúltimos años,sin embargo,se ha
avanzadode forma muy significativa en estesentido.graciastanto al trabajo
que se presentaacontinuación,como al anteriormenterealizadopor nuestro
grupode investigación(Wirth eta).,1997)y porotros(Arrudaetal., 1990;Lin
et al., 1995 y 1997; Parenteet al., 1996; Huangel al., 1997). Como se
demuestraa continuación,se puededecirquelas ribotoxinasson un grupode
proteínasextendidoentrelos hongosfilamentososy. por tanto, no pareceque
seansimplementeunararezaevolutivacomo secreíaanteriormente.

El interésde estetrabajode descubrimientode nuevosgeneshayque
enmarcarlo,además,dentrode la consideraciónde queestasproteínasseanun
ejemplode ingenieríanaturaldeproteínas(Kao y Davies,1995 y 1999).Según
estahipótesis,a partirde unaribonucleasaciclanteno específica,comopueden
ser la RNasaTI o la U2. se habríanido adquiriendoelementosañadidosde
estructuraque les permitirían aumentarsu especificidad hastadirigirse
específicamentea la inactivacióndel ribosomae, incluso.translocarsea través
de algunasmembranascelulares.Seriaprecisamentela adquisiciónde estas
nuevasfuncionesbiológicaslo quehabríadirigido la evoluciónde estosuenes.

Con estepropósitose estudiarontodaunaseriede distintascepasdel
géneroAspergil/ns, y de otrosrelacionadoscon él (Peniciflium,Necsartorya.
Hémicavpente¡es).con respectoa sucapacidaddeproducciónde ribotoxínas.
Estas cepas estabanconservadasen el Departmentql Mierchiology and
Immunologyde la UniversityofBrítíshColumbiaporlos Drs. lidian Daviesy/o
Barbara Diii. El resumen de los resultados obtenidos, explicados a
continuación,se muestraen la tabla 12
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Tabla 12: Resultados dc la detección de ribntoxinas en diferentes cepas de bongos
filamentosos. Los números de las cepas son los mismos que en la tablaS.

In muno-
Cepa Southern PCR Agtividad ensayo

1 Ispc¡ afluí cr¡ gunwí.ís MDII 1 8894 -r + -~ vid
2 Aspee gP/vs sp”cintcus NRRL ¡0 + *

3 Aspe; gui/vs gzyinreus NRRL 1780 nd +

4. Aspe; g¡//uá <pan/cus NRRL 4763 vid —

5. Asper pi/luí vwídinnrans + (1)
6. >Is¡>ii <~//¡n /t¡mflígútUs 4 - vid
7. Aspe “¡Pus SP ~ ml
8 , Aspergí/las sp vid vid
O 4spc’¡ crí//vi ‘Jisclic¡1 — mi
Itt Aspergí/luí tesIs/oua MII)l-1 ¡34621. vid ¡ vid vid
II .A spc¡ pi/tus ahíncas 2 vid
12. Neos ¿ir/o; tú; glabra vid
Ii 4 pse ¡ “i¡ñis nÑ/ulcsvis (C52008) — - vid (2)
4 4 5/201 Vil/lIs flUVSI» — vid nd

1> 4spe¡ “-<tus vii~ sc NRRL 447 - - od vid
16 4 wc¡ “¡llus JíuIJ&N - - vid vid
17 1 ‘pu gi//vs aluiaceus NRRL 398 — - - mi
18 Ispe;g¡lbn ¡u/cus — vid vid
lo. Hcmicúupen/e/cs - - vid nd

LIC ¿¡vi ¡II ).
430pL.íS

20. Penictiltun; /iOlú¡/2.¡ttl — ¡íd ¡íd

21. /‘iitlWl¡t¡ilIl1 Huí ¡e uní vid nd
vid: no dctcvininado. >-: detect.ado. —: vio detectado.

1) presencia dc ribonuclcñsas no-especiticas
(2) bandas de alta masa molecular

En primer lugar, se aisléel DNA genénsicode todasestascepasy se
hibridé,mediantetransferenciade tipo Southern.con el gencodificantepara
la u-sarcinamadura(sin el intrón) marcadoradiactivarnente.Esteexperimento
reveló la presenciade un solo gen. que podriaserel cte tina ribotoxina. en II
de las 20 cepasanalizadas(figura 19). Algunasde ellas,queya sesabiaque o
expresaban.comola cepaMDH 18894,la productoradeu-sarcina.o la NRRL
10. productorade gigantina.se usaroncornocontrole: positivos.

Paraconfirmar la presenciade estosgenesde ribotoxina.sediseñaron
dos oligonucleotidos.correspondientesa zonasaltamenteconservadasen la
secuenciade las ribotoxinas conocidashasta entonces. Con estos dos
oligonucleátidosseamplificaría, en los geneshastaentoncesconocidos,un
fragmentode 273 ph.que comprendelos aminoácidos38 a 128 en el casode
la a-sarcina(figura 14). fa amplificación mediantePCR se llevó a cabo
bajando en sucesivOs ciclos la temperatura de hibridación (estrategia
íouchdown: Don el al., 1991: Roux y llecker. 1997). para aumentar la
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Figura 19: Transferencia de tipo Southern de los DNA fúngicos digeridos con las enzimas
indicadas, usandocomo senda la secuencia que codifica la u-sarcina madura marcada con 32P.
En el caso de las especies no identificadas de Aspergí//ns, el número entre paréntesis es el
mismo de las tablas 8 ‘y 12. En el carril «sar» se cargó el plásmido conteniendo la sonda,

probabilidad de qute los oligos empleadoshibridasencon las zonasdeseadas.
attnque la coincidenciade secuenciasno fuese absoluta.Los resultados
obtenidos(figura 20) fueroncoherentescon los experimentosde hibridación.
detectándoseunabandadetamañosimilará ladel fragmentodel gensaren las
mismascepasen quesebabiadetectadopor hibridación.Lascepascuyo DNA
no reaccionabaa la hibridacióndabanbandasdistintas, inespecíficas,tras la
PCR.

Ademásde ensayarla presenciadel gen, tambiénsequiso probar la
producciónde las ribotoxinaspor partede las distintascepas,no sólo para
confirmar los resultados,sino para estudiarsi el gen correspondientese
expresabaen condicionessimilaresa las del gensar. Fi ensayomás fácil era
la inmunodetecciónde las ribotoxinasproducidasen el medio líquido en que
se detectéoriginariamentela a-sarcina(Olson y Goerner,1965).Se hicieron
estoscultivos líquidos,por duplicado,utilizando 6 cepasen las cualesya se
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habiadetectadoel gen, ademásde lacepadeÁ. ni¿luíanscomocontrol Figura
20: Análisis de las PCR dc detección de ribotoxinas. La banda correspondiente a la secuencia
de las ribotoxinas está marcada con una flecha. .1 gig. esA. gigaínew=.

necativo.Con alícuotasdel medio extracelularrecotidoal cabode 70 horasde
cultivo (tras dos preinóculos de 24 horas) sc llevé a cabo una
inmunotransferenciade tipo Westernusandoanticuerpospoliclonalesfrentea
la o.-sarcina(figura 21). Sc detectéunabandasimilar a la a-sarcinaen las 6
cepasen que sc habia detectadoel gen. También se detectéuna banda
Inmunorreactivade menormasamolecularenel cultivo deA. gi~anÍcusNRRL
4673,quesepodríaexplicarporla hidrólisis parcialdela proteína.Quiza mas
curiosaes la presenciade una bandadébilmenteinmunorreactivade mayor
¡nasamolecularenel crUJíyo de A. ;-zi¿í¿í/úínx..Dadoqueen estacepano sehabLi
detectadoel gende ribotoxina.estosepodríadeberaotraproteínaextracelular
quecompartaalgúndeterminanteantigénicoconla u-sarcina.Dehecho,enotro
estudiosimilar llevadoa cabopor el grupode Alan Lin en Taiwan(Lin et al..
1995), los cultivos dedoscepasdc Aspergí/las(/1. asperesccnsCCRC32I17
y A. jiavusCCRC32140)dabantambiénunaligera inmunorreaclividadfrente
al sueroanti—o.—sarcina,aunqueno se detectabala presenciadel genen dichas
cepas.
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Figura 21: Ivimunodetección de ribotoxinas en medios extracelulares de cultivos de las cepas
indicadas. Se han utilizado anticuemos obtenidos frente a la u-sarcina. A. gig. es A. g/gantevs.

Finalmente, los resultadosse contrastaronmediante un ensayode
actividad específicade ribotoxinas. consistenteen hacer reaccionarcon
reticulocitos una suspensiónque contienemayoritariamenteesporasde los
hongos.Posteriormente,seextraeel RNA y se compruebala presenciadel
fragmentou, producto de la hidrólisis específicadel RNA 285 por las
ribotoxinas. La producciónde restrictocinase ha asociadoa la fonnaciónde
conidióforos(Brandhorsty Kenealy,1992;Yangy Kenealy,1992b);poreso,
al recogertas esporasen una suspensión,era muy posible que se pudiera
detectarla actividad de las ribotoxinas. Se analizaronlas suspensionesde
esporasde6 cepas,tantode aquellasen las quesehabíadetectadoel gencomo
de las queno (figura 22). En las cepasen las queno sehabíadetectadoel gen
(P. nahauun.A. aluweeus)tampocoseobservóel fragmentou. En el resto,sc
detectéclaramenteel fragmentoen cuatrode ellas(A. giganteasMDIJ18894,
A. giganteMíNRRL 10, A. fumiga/us),aunquetambiénse observabaalgo de
degradacióninespecífica.En el caso de A. viridinutans, lo único que se
observabaesla degradacióninespecifica,por lo queno sepudo observarsi se
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producíael fragmentoa. Estadegradacióninespecíficase podríaexplicar de
varias formas. Por una parte, ya sc sabeque las propias ribotoxinas.que en
co.ncentracionespequeñassonaltamenteespecíficas,~oncapacesdehidrolizar
extensivamenteel RNA citandoestánen mayoresconccntracio.nes(Endoet al.,

1983). Por otra parte, también hay que considerarque sc manejaron
suspensionesde cultivos,enriquecidasenesporas,enlasquepodríahaberotras
RNasas no específicas. De hecho, para A. ci¿¿vatus. hongo cercano
filogenéticamentea;1. viridinutansy del cualsehandescritocepasproductoras
de clavinay c—sarc¡na(Parenteetal.. 1996; 1 luanaet al. 1997).tambiénseha
descritola produccióndeotraribonucleasaextracelular,específicade guanina
y dc lasubfamiliadc la 1 1.. laRNasaCC (Bezborodovaetal., 1983).Por tanto.
la mayor deeradacién que se observaen el casode U riridinu/ans se puede
debera la presenciade otra RNasaextraeclularmenos específicaque la
correspondienteribotoxina.pero másactiva.

fragmento u

Figura 22: Ensayo de actividad de esporas dc las cepas indicadas. La flecha señala la banda
correspondiente al fragmento u liberado especiticamente por las ribotoxinas. ..••¡. gcíg. es A.
gí.g«Míe¿¡.5.



Resultados y discusión 109

Esteúltimo ensayotiene el valorañadidode serla primeravezquese
demuestraque es posible detectarla presenciade ribotoxinasmedianteel
empleode esporas.Se trata, pues,de un métodoválido,sencilloy reproducible
de detecciónde la presenciade ribotoxinasen hongosfilamentosos,aunque
presentael inconvenientede laposibledegradacióninespecíficadc los rRNA.

El sicuientepaso.de caraa analizarlos genesdetectados,fue el de
secuenciarlos fragmentosobtenidospor PCR. Se hicieron reaccionesde
secuenciacon los fragmentospurificados y los oligos usados para la
amplificación. Todos los fragmentosobtenidosresultaronser de la misma
longitud, y sin ningún intrón, lo que estáde acuerdocon los fragmentos
similares de los genes que ya se conocían(figuras 23 y 24). La mayor
diferencia observadafuc de un

12n o, lo que muestra también la poca
variabilidad presenteentrelos distintosgenesde la familia.

Finalmente, estassecuenciasse utilizaron para realizar un análisis
filogenétiende todos los fragmentossimilaresconocidos(figura 25). Según
este análisis, se puedenestablecertres grupos dentro de la familia dc
ribotoxinas. En uno de ellosestaríanla restrictocina,la mitogilina y AspE.
junto con algunasribotoxinasnuevas.deA. Jischeri,A. glaucusy Neosar/orya
glabra (queson idénticaso muyparecidasa la mitogilina). Un segundogrupo
seríael de las ribotoxinasdeA. elavatus.clavinay c-sarcina.asícomo ladeA.
víridína/aus.El tercergruposeríael delasribotoxinasproducidaspordistintas
cepasdeA. giganteus,siendola u-sarcinay la gigantinalasmáscaracterísticas
deestegrupo.Unode los resultadosmásllamativosde esteanálisisesque las
seisseevtenciasde ríbotoxinasdel géneroPenicillium obtenidasporel grupode
Alan Lin (Em etal., 1997)estaríandentrodc esteúltimo grupo,lo que sugiere
queestoshongosdel géneroFcnieillíum estaríanmáscercanosa algunosdel
géneroAspergillusque los miembrosde estegéneroentresí, o al menoslos
genesde susribotoxinas. --
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Figura 23: Alineamiento de las secuencias de DNA de los fragmentos de riboíoxinas
obtenidos por PCR, así como de los fragmentos equivalentes de los genes de ribotoxinas
publicados anteriormente. (.) representa residuos que están conservados respecto a lasecuencia
del gen de la u-sarc¡na.
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publicadas anteriormente. (.) representa residuos que están conservados respecto a lasecuencia
de la a-sarcina.
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La hirsutelina A, ¿un intermedio evolutivo?

La hipótesisde que estasribotoxinasseanun productode ingeniería
natural(Kao y Davies,1995)esbastantesugerentey, a la vista de los datosque
se van conociendoacercade estafamilia, parece ir confirmándose.Sin
embargo.,si estamosviendorealmentelos productosfinalesdcdichaevolución,
y si, efectivamente,estosgeneshanevolucionadoa partirde un genprimitivo
correspondientea tina RNasa de la superfamilia de las ribonucleasas
microbianasextracelulares(quizáde tina RNasaespecíficade guaninao de
purinas),seríalógico pensarquedebehaberintennediosevolutivosquehayan
ido adquiriendosólo algunasde las regionesextraqueles hanproporcionado
las actividadesafiadidasque presentanlas RNasas.

Un estudioevolutivosimilar seencuentrabastantemásavanzadoen el
casode las RNasasdemamíferosde la superfamiliade la RNasaA, dondese
han establecidodesgrandesfamilias de genes,la de la RNasaA y la de la
RNasaseminalbovina (Benneret al., 1997).Estaúltima familia de proteínas
presenta@ancionesbiológicasañadidas(al igual quelasribotoxinas;D’Alessio
etal.. 1991),y el análisisde la evoluciónentrelasdosfamilias (queincluyela
p)-esenciade mutacionesque no se manifiestanfuncionalmentede modo
inmediato,puestoquehay genesduplicadosqueno se expresan)hapermitido
identificar, por ingenieríade proteínas,los determinantesde la secuenciaque
son responsablesde la diferenciaestructuraly funcionalentrelas dosfamilias
(Ciglie et al., 1998; Opitz et al.. 1998).

lino de estosposiblesintermediosseencontróal analizarla secuencia
de la hirsutelinaA (HtA). una proteínaextracelularproducidapor el hongo
entomopatégeno 1-1/rstite/La tl-zonipsonii. De acuerdo con los trabajos
publicados,setratariade unaproteinacon propiedadesbiológicassimilaresa
las de las ribotoxinas(Veyet al., 1993; Liu et al., 1996).Enconcreto,estaba
descritasu actividad citotóxica. su capacidad para inhibir la biosíntesisde
proteínas.y su actividadribonueleolíticaespecífica queproducíaun fragmento
de unos500 pb al ensayaríafrentea ribosomascucariotas(Liu eL al., 1996).El
cDNA quecodifleaparaestaproteínasehabíadonadoy secuenciado,perolos
autoresde esetrabajo,aunconociendoestashomologíasfuncionalescon las
ribotoxinas.no dedujeronningunahomologíade secuenciacon ningunaotra
proteína, incluyendo a las ribotoxinas u otras RNasas microbianas
extracelulares.

Sealineéla secuenciadeaminoácidosdeducidade lasecuenciadescrita
delcDNA de la HtA con las de las ribotoxinasmásrepresentativas(cz-sarema.
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gigantina.clavinay restricto cina), así como con otras RNasasmicrobianas, la
11 y la U2. y sise encontró una homolociamuy sianificativaentrela IltA ylas
otras RNasas (figura FOL). De hecho,la 1-itA presentamás del 25% dc
identidaddesecuenciaal compararlacon las ribotoxinas Además.los residuos
catalíticos de toda la superfamíliaestánalineadosen la HtA. en la que
corresponderían a His4~ 01u66. l--lisl 13. También se alinean las cuatro
cisteinas supuestamente implicadasenlos dosímen.tÉ~disulfuro(Bouciasetal..
1998)con las de las ribotoxinas.y las cinco hebrasde la potenciallámina 9
principal, presente. en todas las proteínasde la superfamilia.

* 20 * 40 *

Sarcia VT~M LnDqKZWECTflnETKRLLYNQNE&ESNSHRAPLS KTGSSr F 52ir
Giga~t ---‘ “iT ~ LNEQKl4IKT¡&Y~TKRLLYNQDRKESNSHRAPLS 52!tTGSS< Ére
Ciavin AW?~y NEQKNPKT’C]CYENIffiLLYNQN!<ESNAHHAPLSD KTGSS F 5
Restrí TÑI ENQQLNPKT KTAEDICMLLYSQAt< ES~TSMHAPLSD TCSS E

4-StA 21V P—FLDGREI=PEFtVDVAT-QAQAFtKAGLTT KSGD R 44

60 * IRPDNI02 CDIPQSTtq e 3- VYSNDDINTAIQG LODVAN Q 4Ti COY” £4 5 CYSSSDVSTAQAAS—YQLHEDGETV~SNE El 4
* 100

Sarcia TNGWGDGKLPRGRTPCREtKSDCDR2P1CMSI0)TGNGKTDH?LL~F TE’PDEM 0 05
Gigant Tt~GYDGEGECILKGRTKFSDCOEg,PKHSBDCflGEttfDflYLL~r FPO’FH--D 105
Cíavin TgGy0GDXLKTEVWG&S0COR~PKRSElNt3R£4ElflDH?~L 2~ FP U--Q 105
Restrí T¡~0YOGN0KLTE<CETP ÚKFGKADCDWPECRSQNGNGK00HYLL~F FPD E O . 104
StA PAGOS ‘:RWGVNNCDECA D----AXLt~YIYV’.’VtgNAE 77
02 YO-PASEO ‘TLCCCS--G WS~rLVYN~P--Y 71
TI NN—YEG FDESVS 7Y ~rLSS --y 67

120 * 140 * 160
Sarcia :‘ElE’DSKK—-PKENt~.< . r-<rY——P1411vr<tI RE—-— Q ‘,E-—LRL SM 150

Is”rY——PMRVEVIIGigant }RFDSKK PKED~ • ., TRE~<Q ,ELEZL SM 150
Ciavin NFOSKK PElEO I~TY--~flRVE’i’ÁV TRE—--~:Q D—-LEIL SM 150
Restr: .¿RF’DSKR PElEN X’,yY—-PEIRVE <TV QflG—--tQ’D—-LRL- SM 149iiiStA

TMEcflVKTSQQEG T 1 LANERO - -AVQY&;VMT SFZVUKN 9,REFFE - 130132 SEMON V/S O ~QT——NTCEF’fATVT TGAAS?-&-—-4’TQ S— 114Ti 5005 ~AO PN----ENNQLASVITI TGASGN< FVE T— 104

Figura F015: Alivicamiento de las secuencias dc aminoácidos de ribotoxinas representativas
(u—sarciya. g i cantina. c mv ma x- restrictoci na ), !~ i usatel ion A 11-1 tA) y las RNasas no c itotóxicas
J2 y TI - Los recuadros gases y negros indican los es iduos conservados cvi al menos cuatro

o las siete secuenckus, respectivamente.

Sin embargo.si se considerala secuenciacompleta,las diferencias
frente a las de las ribotoxinasson grandesen comparacióncon las existentes
entre éstas. Estasdiferenciasseencuentranen los lazosañadidosa laestructura
general de las RNasasmicrobianasextracelulares.en lo.s quela HtA presenta
también diferencias con las RNasas inespecílicas.Por tanto, quiza nos
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encontremos ante un intermedio en la evolución de estasproteínas,aunque
también podría tratarse de unaproteínaquehaadquiridosimilaresfunciones,
pero por evolución independiente.

Por último, hay queañadirqueseha encontradounaproteína,también
con las funciones de una ribotoxina, en otro hongo entomopatógeno,
Mcu¡rhizizmni anisopline. aunque se desconocen más detalles sobre ella
(Raymond StLeger, comunicación personal), por lo queno sepuedeprecisar
todavía si sería también un intermedioevolutivo o quizá una proteínamás
cercana a las ribotoxinas.
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B - Mecanismode producción y secreción

Clonación y producción de u-sarcina en Pichiapastoris

Una de las cuestionesmásintrigantesquepermanecensin resolveres
aquella de cémose protegenlos hongosfilamentososfrentea la acciónde las
propias ribotoxinas que producen. 1-fax que recordar que la secuencia
conservada del lazosarcinalricina(SRL). estápresenteentodoslos ribosomas
conocidos, incluidos los de distintosAspergilil. ~ se ha demostradoqueéstos
son sensibles a la acciónde las ribotoxinas(Miller y Bodley. 1988). liastael
momento cíe la realizaciónde estetrabajo.se habíanplanteadotres hipótesis.
Por un lado. se postulabaque los hono=osproducían unos precursores
ribonucleolíticamente inactivos y que. tras la proteolisis.sólo la forma final
madura sería activa: a esta conclusión se habíallegadotrasla donacióndel gen
s’ su expresión heteróloga en distintos hongos (Lamv x’ Davies, 1991: L-amv et
al., 1992: Kao y Davies. 1995). Alternativamente, los mismos autores
proponían que sc coprodujese un inhibidor especifico.de formasimilara como
sueedecon laproducciónde laeolicinaE3 (Boon. 1972; Bowmanetal.. 1971)
o de la barnasay su inhibidor, barsíar (Harrley. 1989 y 1997)y como también
ocurre con la familia de las RNasasde mamíferos(revisadoen Hot’steenge.
1 otra a expresíon en S?í¿-charúnzvúes0(1.0 vLsiae de997). Por parte. y tras 1
distintos mnutantes de restrictocina en los que se modificaba su péptido señal,
se apuntó que el paso determinante podía consistir en la óptima
compartirnentación celular (Yang y Kenealy, 1992a); estos autores, sin
embargo. no fueron capaces- de producir proteína activa en 8. cerevíszae.
Tampoco sc habíaconseguido purificar hasta la fechaningunadc las formas
precursoras para poder descartar alguna cíe estas hipótesis.

Cuando en nuestro grupo se abordé la producción de wsarcina en E.
0<)!!, inicialmente se intentó con el cDN~-\ original completo.incluyendo stt
péptido líder. Sin embargo. no fue posible la expresión de este gen hasta que
no se modificó dicho péptido por cicle la proteína bacteriana OmpA(Lacadena
et al.. 1994), lo que está de acuerdo con los distintos requisitos que conforman

procariotas (Von 1-leíjne y Abrahamsén. 1989).los péptidos señal cucariotas y
Pero lo más destacado era que la imposibilidad de producir la proteina se

correspondía con la muerte de tas bacterias cuando se inducia el promotor que
regulaba el gen. lo que sugería que la ribotoxina sin procesar sería activa, va
que se estaría produciendo pero, al no reconocerse el péptido señal, no se

secretaría y permanecería en el citoplasma. actuando sobre los ribosoinas. A
una conclusión similar habían llegado Yan« y Kenealv (1 992a) tras la

donacióndel gende restrietocinaen 5. ecrevisiae. Para confirmar aleuna de
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estas hipótesis. y para poder disponer de un sistema alternativo de producción,
más parecido al original, se planteó la donación y expresión del gen de la
ct-sarcínaen un sistemacucariota.Ya se habíandescritovarios intentosde
producción de ribotoxinas, tanto en hongos Aspergi/h(Lamy y Davies, 1991;
Wnendt el. al., 1993; Brandhorst et al., 1994) como en 2. cerevisiae(Yang y
Kenealy, 1992a), pero con muy escaso éxito. Por eso, se decidió abordar la
producción heteróloga de u-sareína en la levadura metilotrófica P. pastoris.

Para conseguir la producción en P. pas’/oris,se amplificó mediante PCR
la secuencia codificante de la a-sarcina, sin intrón y con su péptido líder, a
partir del plásmido pOMPAuS(Lacadena et al., 1994). Primeramente se
hicieron dos construcciones, denominadas pHJLD2preaS y pHILS 1 preuS, que
se detallan en el esquema (figura 25). La primera de ellas, pHILD2preuS,
incluía el cDNA codificante para la cí-sareina entera, con su péptido líder
original (prepro-u-sarcina) y su codón de iniciación, colocado bajo el control
del promotor del gen AOl’] de P. pastoris. En la segundade ellas.
pHlLSlpreuS, la seduencia señal de la fosfatasa ácida de la levadura estaba
fusionada a la secuencia codificante de esta prepro-u-sarcina. Esta segunda
construcción se hizo con la pretensión dc que se produjera en el medio
extraceluiar el precursor completo de la proteína, para así poder purificarlo y
caracterizarlo, ya que se ha descrito que las levaduras generalmente inician la
traducción en el codón ATO más cercano al extremo 5’ del mRNA. Sin
embargo, esto no fue así, como se explica más adelante.

laOS dos vectores descritos, pHILD2preuS y pH1LSlpre~S, se
l.ineahzaron con ?votl y Bg/Il. respectivamente, para obtener fragmentos cuyos
extremos fueran los del gen ¡¡OX] de la levadura y que incluyeran el gen a
expresar y el gen marcador, 11124.De esta forma, al transformar la cepa 05 115.
que presenta una mutación en el gen 11124 (genotipo his4),se favorece la doble
recombinación homóloga en la que se sustituiría el gen AOXL de la levadura
por la construcción insertada en la célula. Se brtsca favorecer este tipo de
integración frente a otras que son siempre posibles (y que en algunos casos
también podrían servir para la producción de la proteína), conao la integración
por recombinación en HIS4 porque, si sc da la sustitución en AOX]. se anula
la funcionalidad de este gen y cambia el fenotipo de la levadura, que pasa a
depender sólo de un segundo gen de alcohol oxidasa. AOX2, para su
crecimiento en metanol, que se hace mucho más lento. Por eso, se habla de un
fenotipo MuÚ(de medianolutilization - slow)en vez de Muí. Lo que se hizo,
pues. tras la transformación y selección de las células transformadas en medio
mínimo carente de histidina, fue crecer las colonias obtenidas en placas de
medio mínimo con glucosa o metanol como fuentes de carbono. Las levaduras
que crecían más lentamente en metanol pero crecían normalmente en glucosa,
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eran las que presentaban un fenotipo Mut~, debido en principio al
reempiazamiento del gen AOX].

El siguiente paso fue ensayar la capacidad de producción de u-sareina
recombinante por parte de las cepas seleccionadas, lo que se hizo creciendo las
células en medio con glicerol como única frtcnle cíe carbono y transflriéndolas
después a un medio con metanol sustituyendo al glicerol. En este segundo
medio apenas crecen (sólo tienen el producto del gen A 07<2 para metabolizar
el metanol), pero se induce el promotor que regula la proteína recombinante.
La detección de las proteínas producidas se llevó a cabo mediante
ínmunotransferencia. tras PAGE-SDS. de los medios extracelulares de
producción. En todas las cepas de fenotipo (His’ Muí) ensayadas, se
observaron dos bandas inmanorreactivas. Una cíe ellas migraba como la
u.—sareína funníca madura y la otra. era ligeramente mayor (figura 26V pero no
o suficientemente grande eonío para que pudiera corresponder a la forma

prepro—u—sarcina con su péptido senal completo. La única diferencia observada
entre ambas construcciones genéticas fue que las células transformadas con
pi-llLD2preriS producían más proteína recombinante, ya que las bandas se
podían obserx ar también tras tinción de los geles con azul de Coomassie, Y no

sólo mediante inmunodetección.

LIna deestascepastranstbrmadasconpl--llLDZprerxS seseleecionópata
llevar a cabo una producción a mayorescaía de la proteínas.Con un esquema
de purificación prácticamente idéntico al utilizado para la proteína fungica
natural, y- partiendo del medio extraceluiar obtenido después de inducir en
medio con metanol. se obtuvo una fracción que contenía la mezcla de ambas
proteínas inn.~unorreacfivas y- ribonueleolitieam.ente competentes (figura 26).
Sin embargo. no fLte posible separarlas en cantidad suficiente tras la utilizacion
de distintas alternativas eromatográficas. ni siquiera mediante RP—l-IPLC. Se
opto entonces por caracterizar la mezcla. con el propósito cíe averiguar a qué
se o y- asi poder eliminaría dedebía la presencia de la proteína cíe mayor tainañ
las preparaciones.

Aunque la u-sarcina fúngica natural no está glicosilada, no se podía
descartar a priori la adición de azúcares corno una de las posibilidades para
explicar la presencia de la banda inmunorreactiva de mayor tarnaúo, ya que la
ruta de secreción en levaduras está muy relacionada con los mecanismos de
glicosilación (C.regg el. al.. 1993:.Kukuruzinska et al., 1987). y éstos n.o son
iguales en los hongos filamentosos y en las levaduras: ni siquiera se conservan
entre las distintas levaduras. Sin embargo, finalmente se descarté esta hipótesis,
puesto que la secuencia consenso de N-glicosilación no se encuentra en la
u-sarcina(Kukuruzinskaetal.. 1987: Saccoet al.. 1983)y, además,ningunade
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las dos proteínas recombinantes reaccionó con la concanavalina A, lo que
indicaba que no había tampoco modificación por manosas.

A B

12

e
— —

12345
Figura 26: Caracterizaciónde la u-sareinapurificadadel cultivo de células deP. pastoris. .4:
ccl resultantede P.AGE-SDS,Unción con azul de Coomassie: 1: patrones de masa molecular
preteñidos(Bio-Rad); 2: 1.0 ug de u-sarcina fúngica;3: 0,5 sg de las proteínasaisladas de
cepas transformadascon pHlLD2preu.S; 4: 0,5 ‘g de ta proteína aislada de cepas
transformadasconpHILD2preuS(A-2K);5:1,0~igde la mismaproteina.B: lnmunodetección
con anticuerposfrente a u-sardinade las muestras3 y 4 del panelA. C: Zimogramafrente a
po¡i(A) a pH 2,5 de las muestras 3 y 4 del panel A.

Se pensó entonces que la explicación más plausible debía ser algún
defecto en el procesamiento proteolítico postraduccional de la proteína. Por
este motivo. se obtuvo la secuencia del extremo amino de la mezcla de las dos
proteínas, que reveló la presencia de la proteína madura y de otra forma con
seis aminoácidos más en el extremo amino. Estos seis aminoácidos forman
parte del péptido pro de la u-sarcina (fi gura 27). Este procesamiento parcial se
podría explicar por la saturación de la proproteina convertasa encargada de
llevarlo a cabo. Normalmente, esta enzima seria la homóloga de Kex2p de 2.
d-etúvisiaQ. aunque este paso no parecía haber sido un problema en otras
sobreproducciones de proteína que necesitaran de un corte similar (lluecas et
al., 1999). Otra explicación posible era que tuviese lugar un reconocimiento
sólo parcialmente efectivo de la secuencia de corte por dicha endoproteasa
análogaa Kex2p. Comoseexplicarámásadelante.Kex2psuelecortartras un
sitio dibásico Lys-Arg (Julius et al., 1984), aunque estos no son los únicos

1 2
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elementos de reconocimiento para su actuación. Así, todo sugería que la 
presencia del par Ala-Arg en el extremo carboxilo del pkptido pro de la 
a-sarcina hacía que no fuera bien reconocida por la convertasa de la levadura, 
aunque sí debe reconocerla la convertasa propia del hongo, como se discute 
más adelante. 

¿DPAP? 
(Golgi) 

‘AlK...TA 
secuencta secuencia 

seiíal 
a-saxmadura 

Wasa 
Pro 

Kex2p 

Figura 27: Esquema del procesamiento proteolítico del precursor de la cc-sarcma. En cursiva, 
la numeración de la secuencia del precursor; en letra normal, la numeración de la secuencia 
según la proteína madura. La secuencia señal sería cortada en el retículo endoplásmico (RE) 
por la peptidasa señal (SPasa) entre Ala 19 y Val 20, dirigiéndose la proproteína al aparato de 
Golgi, donde quizá se corte por una dipeptidil aminopeptidasa (DPAP) y, seguro, por una 
proproteína convertasa, probablemente homóloga a Kex2p 

Para comprobar esta hipótesis, se construyó un tercer vector, 
denominado pHILD2preaS(A-2K), en el que se reemplazó la Ala en posición 
-2 respecto a la secuencia madura de la proteína por una Lys, en el vector 
pHILD2preaS, con lo que se establecía el par dibásico Lys-Arg en la secuencia 
de corte por la proproteína convertasa (figura 27). Al transformar células 
GS 115 con este vector, seleccionar las que presentaran fenotipo Mut” e inducir 
su producción, ahora sí que se obtuvo en el medio extracelular exclusivamente 
la a-sarcina madura (figura 26). 

Una de las colonias obtenidas por transformación con este vector se 
escogió para producir, en medio compuesto (BMGY y BMMY) y a mayor 
escala, proteína madura recombinante. Se purificó a homogeneidad de acuerdo 
con su comportamiento en electroforesis y HPLC, y por presentar una sola 
secuencia del extremo amino, con un rendimiento de aproximadamente 1 mg 
de proteína pura por litro de cultivo de inducción. Dicha secuencia, además, 
se correspondía con la descrita para la a-sarcina madura. La proteína así 
purificada mantenía su integridad estructural con respecto ala a-sarcina nativa, 
de acuerdo con sus espectros de absorción UV, de dicroísmo circular (figura 
28) y su composición de aminoácidos. Asimismo, se ensayó su actividad 
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ribonucleolitica específicafrentea ribosomas(figura 29), en la quese produce

el fragmentoa trasreaccióncon retículocitosde conejo,en la mismamedida
quecon la a-sarcinamadurafángica.
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Figura 28: Espectrosde CD en el LV lejano (A) y próximo (B) de la u-sardina fúngica (línea
continua) ~ obtenida a partir de una cepa de E. pastorís transformada con
pHll<fD2preuS(A-2.R) (línea discontínua).
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Figura 29: Ensayo de actividad específica de la u-sarcina purificada de E. pastoris. 1: 60 ng
de u-sardina fángica; 2: 60 ng de u-sarcina de ana cepa de E. paswris transformada con
pl-itt.D2preuS(A-2K);3:120ng de la mismamuestra;4: control negativode a-sarcina

Todos estos resultados, además de permitir la sobreproducción de
P. pastoris, sirvieron para extraer una serie de

A

rí-sarcina madura en



122 Resultados y discusión

conclusionesacercade su mecanismode producción, que se discutena
continuación.

La secuenciaseñaldcAspergilluses reconocidaen Piehia

A la hora de plantearsela producción y secreción de proteínas
heterólogasen un organismocucariotacomo P. pas¡oris. es importantetener
en cuentala secuenciaseñalquese hadeutilizar. Si bien las secuenciasseñal
tienen un patron comun a todos los organisn.~oscucariotas.no tOdias SO!)

intercambiablesentreellos (Von bIci jne y Abrahamsén,,1989).De hecho,sc
handescritocasosde secreciónenJi pastorisusandola propiasecuenciaseñal
de la proteínaheteróloga.perotambiénotroscasosenqueno sehaconseguido
secretarla proteínamás que usandoalgunasecuenciaseñalya probadaen
Píe/ifa. lJna reglaque pareceríalógica esaquellasegúnla cttal euaiito más
relacionadosftlogenéúeamenteesténlos organismosimplicados,irásprobable
seráque seareconocida].a sectíenciaseñal,aunquela experienciadiceque.en
realidad,no sirve de muchosi no se compruebaparacadacasoparticular.

En lo que a la situación aqul descritase refiere, hay que comenzar
recalcandocómoel único intentode produccióncíeunaribotoxinaen levadura.
la restrictocinaen Sac¿harornveescejevi.s-iae.falló precisamenteporqueno se
eonsetruíala secreciónefectivay cuantitativade la proteína.Esta resultaba
tóxica para las células píodueiioras,exceptoectando se prodctcianmutanres
catalíticamenteinactivos(Yang y Kenealy, i992a).

Por el contrario, del trabajo aquí presentadose despretídeque la
secuencíaseñalde la (í-sarcina.provenientede un hongo Aspergílius-,sí es
efectivamentereconocidapor la levadura/‘. j.x<sÑ.nís.La proteínanacienteen
el ribosomadebe ser dirigidia. por tanto. mediantela ruta dic tí-auslocacion
cotradt.iccional.al retículo endoplásmicoparacontinuarallí la traducciónx
poderseguir la ruta de secreción.Poreso las célulastransformadlascon los
plásmidos pUlí .D2preuS y pl-liLD2prenS(A-2K) producen rí-sareina
cxtracclularsin problemasdic toxicidad.Enel casodIc lascélulastransformadas
conpI-IILS 1 preuS.hay dossecuenciasseñalfusionadas,porlo quela cuestión
no es tan sencilla.En primerlugar, pareceobvio que. en contrade lo que se
pretendía,la producciónde prcpro-ri-sarcinano tiene lugar., por lo queno se
reconocesimplementelasecuenciaseñalsituadaen 5’. la de la fosfatasaácida.
Porotraparte.tambiénhayquedescartarquesc reconozcaunasecuenciaseñal
queseauna«fusión»delas dossecuencias,pueslassecuenciasseñalpresentan
un patrón.biendelimitadodIc longitud, incompatiblecon la longitudde lasuma
de las dos secuencias(Von l-i.eijne, 1985). Si sólo sc obtuvierala proteína
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madura,no sepodríadiscriminarcuálde lasdossecuenciasseñaleslautilizada,
puestoquelasproproteinaconvertasassoncapacesdecortarsecuenciaspro de
muy distintalongitud,siemprequepresentenunasecuenciade corteadecuada.
Sin embargo,en estecaso,al obtenerla formamaduray unaformapro,similar
a la quesehadetectadoen el casode la proteínaftingiea(Endoet al., 1993ay

es lógicopensarquela secuenciaseñalqueseutiliza es lapropiadel hongo,
por lo queno se traduciríala secuenciaseñalde la fosfatasaalcalina.Se han
obtenidoresultadossimilaresusandoel plásmidopHlL-Sl con la secuencía
señaldc la enzimaconversorade angiotensinatesticular(ACE.~-) fusionadaen
Uásecon la seeuenciaseñalde lafosfatasaácida(Sadhukanet al., 1996).Estos
resultadoscontradicenla hipótesisgeneralaceptadadade que la secuencia
reconocidaeslacorrespondienteal ATGmáscercanoal extremoS’delmRNA.
En cuantoal menorrendimientoobtenidocon pHILSlpreaScon respectoa
pHlLD2preaS,sepuededeberalapresenciadela secuenciaseñalañadida,que
hace que el codón de iniciación utilizado, el provenientede la secuencía
fúngica,se encuentremásalejadodel promotor.

El procesamientodel precursorde la a-sarcinaseda envariospasos

Aunqueyahabíatrabajosanterioresqueestudiabanlaproduccióndela
rz-sarctnaen el hongoA. giganteus(Endoet al., 1993ayb), estosse limitaban
a detectarlas distintasespeciesintermedias,sin aislarlas,ni caracterizarlasy,
por tanto, sin entrar en el detalle de la posible estructuraprimaria de los
distintosprecursores.

El primerpasoen el procesamientose debedar en la translocaciónal
retículo endoplásmico,donde se produceel corte del péptido señal.Están
estudiadasendetallelascaracterísticasquereúnenlos péptidosseñalcucariotas
(von Heijne. 1985).Estascaracterísticassedanen el casodel péptidoseñalde
la a-sarcinaque. como ya se ha dicho, es reconocidoefectivamentepor la
levaduraP. pastoris. El sitio de cortede la peptidasaseñal,que delimita de
forma precisala separaciónentre un péptido señal y la proteína que es
translocadaal retículo,tambiénestáestudiadoen detalle(Von Heijne, 1983,
1985 y 1986).Recientemente,se ha desarrolladoun programaparaanalizar
tantolapotencialidadde unasecuenciacomopéptidoseñaldesecreción,como
su sitio de corte(Nielseneta!., 1997),y quemejoralas reglasque ya expuso
VonHeijneanteriormente(1986).Aplicandoestemétodoal casode laprepro-
cx-sarcina,lapeptidasaseñaldeberíacortarentrelos residuosAlal 9 y Val2Odel
precursor(figura 30). Sin embargo,la secuenciapro que se encontrótras la
producciónenPie/ifacomienzaen el residuoSer22,lo quesugierequeel corte
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se daría entre Pro21 y Ser22, en un enlace «prohibido» según los métodos 
deductivos expuestos (figura 27). 
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Figura 30: Predicción de la secuencia señal del precursor de a-sarcina. La puntuación C (en 
rojo) indica la probabilidad de que un residuo sea el del sitio de corte (en posición P-l) por la 
peptidasa señal. La puntuación S (en verde) indica la probabilidad de que un residuo 
pertenezca a una secuencia señal. La puntuación Y (en azul) combina las dos anteriores para 
que sea máxima en aquellos residuos que tengan una alta probabilidad de ser un sitio de corte, 
y en los que se dé una transición de alta a baja probabilidad de pertenecer a una secuencia 
señal (Nielsen et al., 1997). 

¿Cómo se explica esta divergencia? No se puede descartar que la pareja 
constituida por la a-sarcina y P. pastoris constituya una excepción a la regla, 
pero parece más probable que a explicación resida en la posibilidad de que 
haya una dipeptidil aminopeptidasa (DPAP) en la ruta de secreción de P. 
pustoris, que cortaría tras algunos residuos de prolina. De hecho, está descrita 
la presencia de una dipeptidil aminopeptidasa, la DPAP-A, producto del gen 
STE13, anclada en la membrana del aparato de Golgi de 5’. cerevisiae, e 
implicada en el procesamiento de proteínas que siguen la ruta de secreción 
constitutiva (Julius et al., 1983; Jones, 1991). Su descripción se llevó a cabo al 
estudiar el procesamiento del factor CY. de apareamiento y observar que se 
liberaban dipéptidos Glu-Ala y Asp-Ala situados en el extremo amino de los 
fragmentos proteicos (Julius et al., 1983; Fuller et al., 1988). Esta misma 
función ha sido descrita también como parte de la ruta de secreción de P. 
pastoris, en la que en muchos casos se utiliza este mismo espaciador, 
proveniente del precursor del factor (Y, para producir proteínas heterólogas 
secretadas en P. pastoris. obteniéndose un procesamiento correcto. Sin 
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embargo,ni el correspondientegenhomólogode P. pas/oris,ni suproteína,
han sidoaisladoso caracterizados,Portanto, en levadurasesbienconocidoel
procesamientodelos dipéptidosX-Ala enprecursoresdeproteínassecretadas:
pero no así los dipéptidosX-Pro. comoel quenos ocupa.

Sin embargo,aunquesólo seaunahipótesisel cortede esedipéptido
por una DPAP de E. pa~toris. esbastantesugerente,puestoque sí que está
descritoel papel de dipéptidos X-Pro en el procesamientode proteínasde
secrecion(revisadoen Kreil, 1990).Porejemplo,es el casode los precursores
dc lamelitina(principalconstituyentedel venenodeabejas;Habermann,1972;
Suchanek1972; Vlasaketal., 1983)y de algunasceeropinas(producidaspor
polillas en respuestaa infeccionesbacterianas;Doman y Hultmark, 1987;
Lidholín el. al.. 1987; Doman et al.. 1989). En estos precursores,entre el
péptido señaly el péptido maduroseencuentranvarios dipéptidosque son
hidrolizadossucesivamente,y quesondeltipoAla-Pro,Glu-Pro.Asp-Pro,Glu-
AlayAsp-Ala. Tambiénestádescritoenproteínasdeotraslevaduras,comoel
propio factora de Kluyverornvcesladis (Egel-Mitani y Hansen,1987),o una
proteasaextracelularde 1’arrovt’ia lipolytica(MatobayOgrydziak,1989;Fabre
et al.. 1991>. También es conocido el caso de las DPAP de tipo IV de
mamíferos,quepresentanespecificidadpordipéptidosX-Pro, ademásdeX-Ala
(McDonaldy Schwabe.1977;Mentícin etal., 1993; Paulyet al., 1996).

En cuanto a los hongosdel géneroAspergillus,se han aisladodos
arninopeptidilpeptidasas.Unade ellas esdel tipo IV, y libera dipéptidosX-
Pro- (Beauvaiset al.. 1997b). La otra formaríaun tipo nuevo,por lo que se
llamó Di~AP y. y cortatras SAla-, aunquetambiéntrasHis-Ser-y Ser-Sir-
(Beauvaiset al.. 1 997a) La mayorpeculiaridadde estasdosDPAPes queson
extracelulares(a diferenciadel restode DPAP descritas),lo quecomplica la
posibilidaddc queparticipenen el cortedeun dipéptidoen unasecuenciapro
que se encuentraen la rutade secreción,aunqueno cabedescartarsedel todo,
dadoquetambiénutilizarían dicharuta. En cuantoa resultadossimilaresen
Aspergidos,al producir una proteínade fusión entre la glucoamilasay la
interleukina6 humana,con un péptidoespaciadorqueproporcionaun sitio de
cortepor Kex2p, e] primero de los dos dipéptidospresentesen el extremo
aminode la interleukina(Ala-Pro-Val-Pro-)síescortado,tantoen2. eerevisiae
comoenA. nidulans(Guisezetal.. 1991;Contreraset al., 1991).Por tanto,de
los resultadosde estaTesisno sepuedededucirqueel cortepor la DPAP, que
scdaenP. postoris, sedéasimismoen el hongooriginal,A. gigcrntcus,aunque
sí sepuedesugeriresaposibilidad.

El siguientepaso en el procesamientosí que estaríaclaro, y es
precisamenteel quefalló parcialmenteen la producciónen Pie/ñautilizando
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las construccionespl-IILD2preuSy pHILSlpreuS. Se trataríadel cortede la
secuenciapro (o de parte de ella, si va ha sido parcialmentecortada)en el
aparatode (ioloi porpartede unaproproteinaconvertasa.Deestepasose habla
másen detalleacontinuación.

La especificidadde la proproteinaconvertasadcPie/ñapastoris

Las modificacionespostraduccionalesde las proteínasson unade las
formasde que disponenlos ort=anismospara generaruna mayor diversidad
funcional a partir de un limitado repertorio genético. Una de estas
modificacioneses la proteolisis limitada, en la que un precursorpolipeptídico
es cortadoparadíar péptidloso prtteíííasmáspequeñas,y que puedenser asi
activadaso cambiar de función. Estetipo dc modificaciónes especialmente
importanteen el casode las proteínassecretadasal medio extracelular,donde
sc conocenejemplosdesdehace bastantetiempo. como en el caso de las
enzimasdigestivaspancreáticas,tripsinayquimotripsina(revisadoenNeurath.
1989), o de hormonascomo las lípotropírias(Chrétícn y 1 ñu 1967) o la
insuiin.a (Siciner et al., 1967; Chance el. al., 1968). De aquí vino la
díenominacionde «proproteina»para el precursor,ya que en el casodic las
hormonaserauna«prohormona»,unamoléculaprecursoradc la hormona.En
estos printeros precursores,el procesamientoimplicaba la ruptura dc la
proproteinapor sitios dondehabíaun par de aminoácidosbásicos.Con el
tiempo, el concepto del precursor se ha ido extendiendo,al encontrar
numerososeíemplosentrelas proteínasqueutilizan la rutade secreción.como
pueden ser hormonas,neuropéptidos.receptores,glicoproteinasde virus,
toxinas,moléculasdc adhesión,proteusas.cte.

Convtene aclarar aquí, antes dle continuar con la discusión, la
y l3crg

nomenclaturaque introdujeronSehechier sr (1 967) paralas proteasas.
Según esta convención, los subsitios en que sc colocarían los distintos
arnu-i.oacidlosdel péptido ahidrolizarsedíenorninancon la letra P (de péptido),
x’ los subsitiosen la proteasa.queinteraccionancon dichosresiduos1?, con la
letra 5 (dc subsitio). Los residuossituadoen cl lado amino dci enlacea
hidrolizarsenumeranconcifraspositivas,contandohaciael extremoaminodel
péptido: P ~, P..P3.etc. (es decir, el residuocuyo atapocarboxiloformaparte
del enlacea hidrolizares cl Pr). Los residuosdel lado carboxilo del enlacea
hidrolizar se n.ctmeranigual, contandohaciael extremo carboxilo, pero sc
señalancomo P1’. PV. P3,etc. Los subsitioscorrespondientesa cadaresiduosc
nombranigual. perocon la letraS: S3, 5> S~. Si’, ~l. Sa’, etc. (figura 31).
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Figura 31: Esquema de la nomenclatura de subsitios en proteasas (tomado de Benyon y Bond,
1989). Seisailebatid: enlace a hidrolizar.

En 1984 se identificó, dentro del reino de los hongos, en
S’accharomvcescerevisiae,la primeraenzimaresponsabledel cortede estetipo
dc precursores,productodel gen KEX2, dcl que se ha derivadoel nombre
«kexina» o Kcx2p (EC 3.4.21.61; Julius et al., 1984), al estudiar el
procesamientodel factorudcaparemíento.Posteriormente,entre1989y 1996,
sehandescritohastasietegeneshumanosdistintosquecodificanserinproteasas
dependientesdc calcio similares a la kexina y a la proteasabacteriana
subtilisina.quesehandenominado«proproteinaconvertasas»o «subtilisin-like
propro/cinconvertoscs>o.y quecortanen el extremocarboxilode lasecuencia
consenso(RIK)-X-(RIK)-, donden 0. 2,4, ó 6, segúnla convertasa.Muchas
de ellasprefierenun aminoácidobásicoen P2. lo que secorrespondecon la
observacióninicial sobrelos sitios dibásicos(algunasrevisionessonSeidahy
Chrétien, 1997; Z-hou et al., 1999). Tambiénsc ha descritootra familia de
proproteinaconvertasas,quesonaspartilproteasas,entrelascualesseincluye,
porejemplo,unade lasproteasasresponsablesdel procesamientodel precursor
de la proteínaamiloide(Yanet al., 1999; SiMm et al.. 1999)

El mutantekex2 en 2. cerevisiaefue identificadopor la ausenciade
expresióndc la «toxinaasesina»(kl/lcr roxin) madura,perotambiénse asoció
a la esterilidado falta de apareamiento,debido a que no se producían
feromonasu. maduras(Leibowitz y Wickner, 1976; Wickner y Leibowitz,
1976).Tambiénseasociécon el fallo en uno delos pasosnecesariosen la ruta
de procesamientode proteínassecretadas,queaparecíanconmayortamañoen
el medioextracelular(Rogerset al., 1979).Finalmente,el trabajodel grupode
JercmyThornerpermitió su identificacióncomo la endoproteasanecesariaal
menosparacl procesamientodcl factorudcapareamiento(Juliusct al., 1984).
Estees un tridecapéptidoque secretauno dc los tipos de célulashaploidesde

PS P2

~NHCH - Co -NH - CH

Pl Pl P2’ PS

co -NH - CH-CO -NH - CH- CO-NH - CH - CO -NH . CH - CO -

4
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S. cerevisiae (MA%), y que tiene función feromónica, al ser necesario para el 
apareamiento con el tipo celular MATa. Se descubrió que la célula produce un 
gran precursor, que incluye cuatro copias del péptido, en donde además de un 
péptido señal y una secuencia pro en el extermo amino, las cuatro copias están 
separadas por unos «espaciadores)). El procesamiento necesariamente tenía que 
incluir el corte por una endopeptidasa para rendir cuatro fragmentos, que 
después tendrían que ser «pulidos» para dejar exclusivamente los péptidos 
maduros (figura 32; Kurjan y Herskowitz, 1982). Poco a poco se fueron 
identificando las proteasas responsables del procesamiento del factor ~1: 
primero fue la dipeptidil aminopeptidasa, producto del gen STEl3 (llamado así 
precisamente por fallar el apareamiento y ser «estéril»; Julius et al., 1983); 
después la endoproteasa, del gen KEXZ (Julius et al., 1984) y, finalmente, una 
carboxipeptidasa, producto del gen KEXl, que elimina los residuos básicos que 
quedan en el extremo carboxilo de los péptidos tras el corte por Kex2p 
(Wagner y Wolf, 1987). 

PfFalfa : 
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:* 

100 * * 

4 
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* 
KexJC, Stel3p 

MFalfa : WI+@ r*Q 'iF&@Wi : 165 
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Figura 32: Esquema de los pasos del procesamiento del precursor 1 del factor CY. de 
apareamiento. Sobre la secuencia de aminoácidos (Kurjan y Herykowitz, 1982) se indican los 
cuatro péptldos maduros (en azul), la secuencia señal (en amarillo) y los trozos que se procesan 
en el aparato de Golgl (en verde). Se indican también los sitios de corte de las distintas 
proteasas. 

La función de Kex2p como convertasa de distintos precursores 
secretados se confirmó rápidamente, primero al estudiar el procesamiento de 
la toxina asesina (Bostian et al., 1984), y después otras proteínas propias de S. 
cerevisiae, pero también se vio su papel en el procesamiento de proteínas 
heterólogas producidas en la levadura (Bitter et al., 1984; Brake et al., 1984), 
incluida una glucoamilasa de Aspergillus (Innis et al., 1985), o en proteínas 
humanas aisladas (Bathurst et al., 1987) o producidas en células humanas que 
expresan Kex2p (Thomas et al., 1988), lo que, unido a la secuenciación del gen 
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KEX2 (Fuller et al., 1988; Mizuno et al.. 1988) abrió el camino parael
decubrimientode las convertasashomólogasen la especiehumana.

En cuantoa la especificidadde Kex2p,desdeel principio seapuntóal
sitio dibásicoLys-Arg- o Arg-Arg- como requerimientodel sitio de corte
(Juliusetal.. 1984),sin dudaconla influenciade los numerosossitios decorte
dibásicosquese ibanencontrandoen proteínasde mamíferos,y todavíahoy
se simplifica diciendo que Kex2p es una convertasaque corta en sitios
dihásicos.En esta línea parecenapuntarlos experimentosen 1’. pastoris
descritosenestaTesis,puestoqueal introducirla Lys en P2seobtuvoun corte
eficazpor la Kcx2pputativa.Sin embargo,mi opiniónesque la especificidad
de Kcx2pesalgomáscomplicada,y másaúnenAspergí/Ns,comosecomenta
másadelante.De hecho,asícomoenel precursordel factorudcapareamiento
sólohaysitiosdíbásicosdeprocesamiento(L-D-K-R- parael primero,M-Y-K-
R- paralos situadosentredos copiasdel factor u), en la otraproteínamodelo,
la toxina asesina,ademásde un sitio dibásico(V-A-K-R-), hay al menosotro
monobásico,L-L-P-R-, quebienpudierasercortadoporKex2p(Bostianetal.,
1984).En estamismalínea,han ido apareciendotrabajosen los queseha ido
demostrandoquelaespecificidaddeKex2pesefectivamentemáscomplejaque
cl merocorteen sitios con secuenciasdibásicas.Por una parte,medianteel
estudiodirectode la proteínapurificadadc£ cerevisiae,seapuntaa unadoble
especificidadpara residuosbásicos o alifáticos en P4, que ayudaríaa la
especificidadprimariaen PI (Rockwell y Fuller, 1998);porotraparte,seha
visto la capacidadpara cortar tras una sola arginina proteínaspropias o
heterólogasproducidasen 5’. cerevisiaeo P. pastoris (Rourkeet al.. 1997;
Rockwell y Fuller, 1998; Wertenetal., 1999).

Se ha caracterizadounapro-u-sarcinaactiva: la protecciónfrente a la
toxina dependede la transiocaciónefectivaal retículoendoplásmico

Como se ha expuesto,se ha conseguidocopurificar, junto con la
u-sarcinamadura,unaformapro quepresenta6 residuosextraen suextremo
amino. Aunque.comoscha dicho,no sepuedeafirmar queseala únicaforma
intermediaenel procesamientodel precursor,puespodríahaberotraformacon
8 residuos dc secuenciapro, sí es muy significativo que esta fon~a sea
ribonueleolíticamenteactivafrenteaun homopolinueleotido(figura 26).

Esteresultadopermiteobtenerconclusionesacercadela protecciónde
los ribosornasdel organismoproductor.Se puededescartarla hipótesissegún
la cual tendría lugar la coproducciónde un inhibidor específico(Lamy y
Davies,1991;Lamyetal.,1992;KaoyDavics.1995),yaquelaslevadurasno
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producenríbotoxinasy, portanto,eshartoimprobableque1>. pasiorisprodrtzca
un inhibidor especifico para estasproteínasque le proteja de su accion
ribonucleolítica;ntracclular.

También se puede descartarotra de las hipótesis, que mantenía
precisamenteque el procesamientodel precursorde la ribotoxina se tendría
lugaren varios pasos.de tal maneraque la tbrmapro seríainactiva(L.amy y
Davies,1991;Lamyet al., 1992:Kao y Davies.1995). La pro-u-sarcinaqttese
hapurificado mantieneigual aetiv~diadribon.ucleolítieaque la brmaníadura,
al menosen un zimot=ramafrentea homopolínucleotidos(figura26).

Portanto, la protecciónde los organismosproductoresdc ribotoxinas.
tanto los hongosque las producennaturalmentecomo aquellosen los quese
expresa de forma transgéniea. parece darse mediante una eficaz
cotupartimentacióncelular dc la ruta de secreción.Es decir, mediante cl
reconocimientoefectivo del péptido señal, que conlieva la translocación
cotiraduccionaldc la proteínaquesc estásintetizandoen el ribosoma.Paraesta
translocaciónesnecesarioel reconocimientodel péptidoseñaly la formación
dic un compício. denominadoiranslocón. que es el encargadode dicha
translocación.

Producción de otra proteína extracelular por Aspergillus
giganteus,la proteína antifúngica (AFP)

Ya en la descripción inicial de la puri iLación dc la u-sarcinase
comentabala producción extracelularpor parte de la miisttta cepa cíe
A.s-pergiliusg4ganteu.s-deotraproteína,queinhibía el crecimientode algunos
hongos,por lo quesedenominóproteínaantifúngica(..XFP; Olsony (loerner,
1965).Estaproteínaespequenay muy básica.por lo quesecopurilicacon la
u—sarcína en la primera etapa, de intercambio iónieo, separándose
cuantitativamenteenla eroniato”rafíadcpenetrabilidad;deestaforma,a pesar
de cíue no sc conocíamuchosobresu actividad o propiedades.se. obtcnia>~
grandescantídíadíes.No sc estudiómctcho más sobreestaproteína hasta
principioscíe estadécada,en que se describiósu estructuraprimaria(Nakaya
etal..1990)y la secuenciadel gencorrespondiente(Wnendtetal., 1990, 1994).

Los cultivos que se realizanparala obtencióndc u-sarcinase suelen
detenerdespuésdc 80 ó 100 horas.cuandola cantidadde estaproteínaen el
medioextracelulares ttíáxinía. Sin embargo.se observó,en las alícuotasque
sc extraíanpara realizarel seguimientodcl cultivo, que tras tiemposmás
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cortosde incubación,en torno a 40 ó 60 horas,habíauna formaligeramente
mayor de la AFP, que se observabaen electroforesis(PAGE-SDS)y que
reaccionabaen las inmunotransferenciascon anticuerposfrenteaAFP (figura
33). De estaforma,si sereduceeltiempodccultivo sepuedepuri Elcarestaotra
forma mayor (que sedenominósegúnla abreviaturaen inglés. largerforrn,
lf-AFP). queseseparatambiéncuantitativamente,tanto de la u-sarcinacomo
de laAIT. en la cromatografiade penetrabilidaden lacolumnade l3iogel PíO
(figura 34).

1234567

Figura 33: l’AGF-SDS del medio extracelular de un cultivo de -1 g¿gcntcus- MDII 18894
tomado a distintos tiempos: 1: 24 h; 2: 48 h: 3: 60 h; 4: 75 E: 5: 120 Ir 6: u-sarcina pura; 7:
patrones de masa molecular (Bio-Rad).

Las dosproteínasasípurificadassonhomogéneassegúnlo observado
tanto en la electroforesis(figura 34; las bandasmásdébilescorrespondena
formasdiméricas),comotras la secuenciacióndesusextremosamino. Estadio
comoresultado,parala proteínamenor.Ala-Tlu--Tvr-Asn-Gly,queeslamisma
secuenciadescritaparala AFP (Nakayaetal.. 1990);y Asp-Glu-Ser-Ala-Val-
Leu-Ala~lhr,en el casode la formamayor. Estasecuencia,al compararlacon
la deducidadel cDNA. secorrespondecon unaproteínacon seisaminoácidos
más en el extremo amino. El análisis de aminoácidosde la lf-AFP, al
compararlo con el de la AFP (tabla 13), confirma la presenciade seis
aminoácidosextra(Asx. Ser,Clx, Ala, Val, Leu),quesecorrespondenconlos
setsaminoácidospresentesen lasecuencia.Lasmasasmolecularesdc la lf-AFP
y de la AFP seestimaronen 7.0 y 6,0 kDa respectivamente,mediantePACE-
SDS, lo quesecorrespondecon la masadeducidadc la secuenciay del análisis
de aminoácidos.Sin embargo,cuandosc estimanmediantecromatografíade
penetrabilidaden unacolumnaSuperdex75 con el sistemaFPLC,seobtienen
valoresdc 8,1 y 6,0 kDa (figura 35).
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Figura 34. A: perfil de eluc ión de la cromatogralía en Ojoecí 1>— lO de la fracción conteniendo
-sarcina. lf-AFPv AFP.provenientedelacromatografiaenÁmberlitalRCSO.B: PAGE-SDS

de al icuoras, reducidas con DII, de los dos picos de la cromatografía, marcados corno 1 y 2.
C: lnrnunodetección de las muestras de II con anticuerpos frente a AFP. ml patrones
preteñidos de masa molecular (l3io-Rad). En ambas muestras se ve una banda minoritaria de
mayor masa molecular,correspondientea una forma dimórica,

Tabla 13: Coniposi con de aun i noác idos obten ida para la
AFP lt~AFP
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Todo indicabaque se tratabade otro ejemplo de procesamientode
toxinas proteicasextracelularesen e] mismo hongo.por lo que, dentro del
contextode los objetivos planteadosen estaTesis.resultóinteresanteestudiar
tambiénestesistema.
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Figura 35: Estimaciónde la masa molecular de MW y lf-APP nativas mediante FPI..C de
penetrabilidad en una columna de Superdex 75. Se muestran dos cromatogranías de muestras
conteniendo una mezcla de proteínas patrón y lf-AEP (arriba) o AFP (abajo). Las proteínas
patrón son: 1: BSA (66,2 kDa); 2: ovoalbúrnína (45,0 EDa); 3: inioglobina (17.8 kDa); 4:
ditocromo E equino(12.3 kfla).
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La AFP representa un nuevo grupo de péptidosantifúngicos

Graciasa los estudiossobrela estructuraprimariadc la proteínay su
gen (Nakaya ct aL, 1990; Wncndt el. al., 1990 y 1994) se sabíava que
presentabacuatropuentesdisulfuro entresus51 aminoácidos(lo quesupone
unamasamolecularde 5780),así comoabundantestirosinasy lisinas(6v l~
residuos, respectivamente).Estas características,así como su carácter
antifúngico, recuerdanotros gruposdc proteínassimilares,Por ejemplo,las
tioninas(Bruix et al... 1993), unafamilia de proteínasde unos5 kl)a (Bloch y
Richardson,1991). ricas ca puentesdisulfúro y muy básicas(excepto la
craínbina;leeterci al., 1981).que seencuentranen cl endospermade vanas
Gramíneas(Bóhímany Apel. 1991) y queparecentenerun importantepapel
en la defensade estasplantas.ya que son toxicas para bacterias,hongos
filamentosos.levaduras. célulasanimalesy vegetales.Tambiénse parecea
las defensinas,otro grupo de péptidoscatiónicos,que tienenentre29 y 34
aminoacidosy tres puentesdisulfctro,x- quesonel componentemayoritariode
los gránulos azulófilos (Ganz ci al.. 1990); son tóxicas frente a distintos
organismoso ststemascelulares como bacterias,hongos, virus. y líneas
celularesneoplásicas(Rao ct al., 1992; Fujii el. al.. 1993). Sin embargo.sí se
comparansusseueneías,no existeapenassimilitud entreellas.

De hecho,hastahacepoco sólo sc conocía la estructuraprimaríay
génica dic otra proteínahomóloca a la AFP de A - giganteus-, la proteína
antifúngica dic Pcní¿-ílhwnch¡vsogenun-i(abreviadaPAF), cuy-a existencia
había sido descritapor dos gruposdistintos(Vollcbrcgt et al.. 1994:.N4arxel.
al.. 199.5.). La proteínamaduradic este genpresentaun 43%dc identidiad con
la AFP (figura 41). Muy recientementese acabade publicar la secuenciade
aminoacídosde otra proteína antifúngica similar, purificada del medio
extracelulardc .4. níger.queseha cien.ommadoAnafp (Leeet al., 1999).

Por tanto, la AFP no pertenecea ninguno dc los dos grupos
mencionarlos(tioninas y clefensinas).pero sí puedeser considieradacomo un
miembrotuásdel grtipo dc toxinasproteicasde pequeñotamaño,organizadas
estrueturalmenteen torno a un núcleocon tres o cuatropuentesdisulfuro, en
el quehabríaqueincluir tarnbtentoxinasde arácnidos.insectos,anémonascíe
mar y venenosde serpientes(N4atsuyanaet al.. 1990; Wilcox et al.. 1993:
Blandin ct al.. 1994; Garcíaet al., 1994; leect al., 1994).
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Figura 36. Estructura de la AFP A. Sccuencla del precursor (Wnendt et al , 1991). B. 
Esquema de los puentes dlsulfilro propuestos ongmllrnentc (Naka‘a et al , 1990). la 
numeración es la del precursor. C Modelo dc cmta de una conformación de la estructura 
tndmcnslonal cn disoluclón. determinada por RMN (Campos-Olivas et al . 1993a y b) 

Esta hipótesis pareció confirmarse cuando se determinó la estructura 
tridimensional de la AFP en disolución, mediante RMN. Ésta se organiza en 
torno a cinco cadenas p antiparalelas que forman una barril p pequeño y 
compacto, con cuatro puentes disulfuro internos (figuras 36 y F028; Campos- 
Olivas et al., 1995a y b; Campos Olivas, 1997). En el momento de su 
determinación, no se conocía ninguna estructura similar, salvo uno de los 
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dominios de la nucleasade Siaphyloccocu.s aureus, y ya se vio que no se
parecíaa la de las tioninasy defensinas(Campos-Olivaset al., 1995a). En la
actualidad,existetodauna colecciónde proteínasparecidasagrupadasen un
patrón de plegamiento, denominado «OB-/oid» (por
O/igOlIiIc/(3O/ide.o/¡gosacchar¡dc—bmding). A pesar de la extraordinaria
similitud estructural,ningunade ellas presentasecuenciasparecidasa la de la
MW. Es más, la mayoría no contieneresiduosde cisteina. La posibilidad de
quela AFP ejerciesesu acción a travésde su capacidadparainteraccionarcon
ácidosnucleicos,comohacenalgunasde estasproteínas,seestáestudiandoen
estemomentoen nuestrolaboratorio.

Caracterizacióndelas dosformasextracelularesdelaproteínaantifúngíca

Cuandose emprendióel trabajodescritoa continuación,se conocíala
secuencíay la estrutura tridimensional de la AFP, pero no se sabía
prácticamentenadaacercade sus fimción biológica y de sus características
bioquímicasy espectroscópicas.Ciertamente,esteplanteamientoespocousual,
y no se habríallevado a cabo la caracterizacióndescritasi no se hubiese
observado,al determinarsu estructura(Campos-Olivaset al., 1995a),que se
tratabade unaproteínacon característicasmuy sugerentes,y si no se hubiese
detectadola presenciade la forma de mayor masa molecular (lf-AFP).
Inicialmente, se optó por llevar a cabo una caracterizaciónfuncional, en
términos de su actividad antiffingica, y posteriormente,se completó su
caracterizaciónbioquímicay estructuraL

En cuantoa la actividad biológica,y en colaboracióncon el grupode
la Dra.CovadongaVázquez,del Departamentode Microbiologíadela Facultad
de Biología de estaUniversidad, se estudió & efecto de la AlT (hastauna
concentración0,2 mM) sobre21 especiesde microorganismos,incluyendo
procariotasy eucariotas.No se observóningún efecto frente a levadurasy
bacterias,y sí frentea algunasde las especiesde hongosexperimentadas,en
concentracionesmínimasinhibitorias(MR) entre6 y 25 ~tN1(ó 127 1iM para
‘Irichodermaharzianumn;tabla 14). Hayquedestacarqueno seobservóningún
efectofrenteaA.giganteas,A. u/ge’ o Penici//iumchysogcnurn,por lo quese
puededecir que los hongosproductorestambiénestánprotegidosfrentea la
acción de estastoxinas. Entre los hongosafectadosse encuentranalgunos
fitopatógenos,lo que abrela puertaa la posibilidad de utilizar estaproteína
como un agentede controlbiológico frente a plagasde determinadasplantas,
lo que ya seestáestudiandomediantealgunacolaboraciónya comenzada.
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Tabla >4: Concentraciones mínimas inhibitorias de AFP y lf-AFP frente a aquellos
microorganismos, de los descritos en la tabla LI, que fueron sensibles en las concentraciones
ensayadas

Orgat is mo MW frente a
AFP(p.NT)

MW frente a
Ir-AS>

Tr¿choderrnu kon ingil 6 rna

?hchodermahwc¿anu,n ¡27 -

Pen¡cdlíun¿ purpurogcnutn 10 —

7-25 maFnsw-íumoxysporurn
ma: MíE mayor que las concentraciones ensayadas (hasta 0,2 mM)

Laactividadantifúngicade lalf-AFP seanalizóúnicamentefrentealas
especiesmássensibles.Fu.s-ariza¡zoxy-sporumy Triehoderniakoningii, yaque
se purifica en mucho menor cantidad. Los valores de inhibición (MV-)
obtenidosparala l±LAFPson,por lo menos,30 vecesmayoresque los de la
AFP, lo quesugieríaque la lf-AFP fueseun precursorinactivode la proteína.

En cuantoa la caracterizaciónestructural,seempezóporestudiarsu
sueepúbilidada la degradaciónpor parte de muy diversasproteasas.Como
parecíaaugerir su estructuratridimensinal, la AFP nativa resultó ser muy
resistentea la proteolisis.Encondicionesno desnaturalizantesy a 37 <C, no se
observadegradaciónpor tripsína.pepsina,termolisinao laproteasade SV-8.
Con pronasasólo seobservaunadegradaciónparcial. lo quetambiénsucede
con la subtilisina.En el casode estaúltima enzima,si se digierela lf-AFP, y

se consiguió. además,la eliminación de los seis aminoácidosdel extremo
amino (figura 37). La proteinasaK degradala molécula,pero los fragmentos
permanecenunidos por los puentesdisulftiro (cl patrón en HPLC de fase
inversaes idéntico a la AFP sin digerir, pero la separaciónse observaen
PAGE-SDSsi la muestrase reducepreviamentecon 2-mercaptoetanolal 5%.
Estagran compacidadde la moléculapodríaserleútil para«sobrevivir»en el
medio extracelular.dondela presenciadc proteasasesfrecuente.Sin embargo,
la ALT reducida y carboxiamidontetiladasí es sensible a las proteasas
experimentadas,por lo queestacompacidadde la moléculaparecerequerirla
integridad de los puentesdisulfuro u otras interaccionesde la estructura
terciaria quepuedanserafectadaspor la disrupciónde los mismos.
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con sin
subtilisina subtilisina
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4- 4-

Figura37: PA(iE-SDSde lO ~xgdeAEt’ o lU-AFP tras digestióno no con subtilisina.

Tambiénsellevó a cabola caracterizaciónespectroscópicadc la AEP.
En primer lugar, sc registréel espectrocíe absorciónVV-visible, donde se
observaun máximo a ~76íim y un hombroen torno a 283 tun, típicosde los
residuosdetirosina(la proteinanotienetriptófano).El coeficientecíeabsorción
(EÚ>t) a 278 nm resultéserde 1.76 lg.cm<. algo mayor que el calculado
teóricamentepara los cromóforos presentes,sets ttrostnasy dos puentes
dlisulfuro <1.49 PC cm ). Sin embarco,al reducir y carboxiamidometilarla
proteína.el coeficientereal (1,37 I’g’cm) si se itsuala al teórico paraseis
tirosinas(1,39 lg cm%. En cuantoal espectrode emisiénde fluorescencia
cuandose excita a 275 ant. sc observaunabatidacentradaen 303 nm. como
cabeesperardc la contribuciónde lasOrosínas,pocosensiblesa variacionesen
la polaridadd.c suentorno.No se observaemisióncuandose excitaa 295 nm
como correspondeala ausenciadc triptéfano.La emisióndc fluorescenciaes

1 ,7 veces mayor en la proteínarcdt.tcida y carboxiamidoníetilacfrt,lo cicle

muestrala existenciade unadesaetivacióndependientede l~ conformaciónde
la proteina.quepodríaclarsepor la presenciade enlacespeptidícoso grupos
amino o carbonilo participandoen enlacesde hidrógenoo transtetenciade
protonesco.n el grupo fenólico de las tirosinas. En la tabí 1 t sc recogen

posiblesgruposimplicadosenestadesactivaciónestructural segcu~sededuce
de las coordenadasde la estructuraobtenidamedianteRMN (Campos-Olivas
etal.. 1.9911v b).
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Tabla 15: Posibles erupos desactivantes de la fluorescencia, localizados a una distancia de
entre3 y ‘4 Á de cadaresiduode tirosina en la AFP.

Residuo Grupos desactivantes posibles

Tvr3 Enlace peptídico Ala 18-GIn ¡9
Enlace peptidicoDIn 19-Ser20

FyrS c~H;Nk de Lys 15
y-COO~ de Asp 36

Tyrl6 Enlace peptídico Thr 23-Ala 24
Enlace peptidico Ala 24-líe 25

•1yr29 Ninguno

fyr45 u-t-1>N~ deAla 1
Enlace peptidico Ala 1-TEr2

TyrSO y-GQ& de Asp 43

En el espectrode dicroísmocircular(CD) enel 13V próximode la AFP
seobservaun máximode elipticidada 280 nm, y un mínimo a253 nm (figura
38). Esteespectrosedebea los cronióforosdelaproteinaqueabsorbenen esta
regióny parecelógico pensarqueel pico positivo correspondea las tirosinas,
y cl negativo a los puentesdisulfuro, por las longitudesde ondaa las que
aparecen.El espectrode CD en el VV lejano sueleser muy útil paraestudiar
la estructurasecundariade una proteína,ya que generalmentela elipticidad
puederelacionarsecon la conformaciónde los enlacespeptídicos.En el caso
de la AFP, sin embargo,no es posible. El espectroestádominadopor un
máximo a 230 nm (con una elipticidad media por residuo de 6000
grado~cm2dmoL1;figura 3 SA). La reduccióny carboxiamidometilaciónde la
proteína(RC-AFP) elimina estabandapositiva, por lo queestacontribución
estárelacionadacon la proteínanativa. Es bastanteinfrecuenteque se den
bandaspositivasa estalongitud de onda,aunqueel éster N-acetil-etílicode
t.-Tyr tambiénpresentauna bandapositiva en estaregión (figura 38C). De
hecho,otrasproteinaspresentanbandassimilares,quehansido atribuidasa las
cadenaslateralesde las tirosinas(Schechteretal., 1971; Cann,1972;Woody,
1972; Day. 1973). Más concretamente,seha atribuido esta característicaa
proteínascon bajo contenidoen hélice a y con Tyr y Phe cuyas cadenas
lateralesesténagrupadas(Manning y Woody, 1989; Freskgardeta).,1994).
Segúnla estructurade la AFP,estopodríasuceder,puesno tienehélicea,y los
residuosTyr3, Tyrl6 y Phe42estánbastantepróximos(Campos-Olivaset al.,
1 995ay b). Este resultadose corroborócon el estudiode la variación del
espectrodeCD en funcióndel pH,comoseexplicaacontinuación.Porúltimo,
cuandose estudiósu desnaturalizacióntérmicamediantecalorimetría(DSC),
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no se observóningunatransiciónconformacionalen el intervalode 25-80<C
(i)SC), lo que indica que se trata dc una proteínaextraordinariamente
termorresístente.La presenciade los cuatropuentesdisulfuro explica esta
observación,dadoel pequeñotamañodc la AFP.
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Figura 38: A: Espectro de CD en el DV lejano de AFP <línea continua) y RC-AEl~ (linea
discontinuo). 13: Espectro de CD en ci LV próximo de AFP, E: Espectro de C.D en el LIV
lejano del áster eti lico de N ~aceti 1—li—ti -os i n a - l.,os va lores de cli pt i cidad (e)) están en
grados.cnídmol<por residuo de aminoácido.

La variacion conformacionalinducidapor el plí era especialmente
interesante,dadala granresistenciade la AlT a la desnaturalizacióntern3ica
y a la proteolisis. Paraello. seanali=.aronlas variacionesobservadasen su
absorbancia.su emisiónde fluorescenciay el CD en cl LV lejano (figura39).
Como sepuedeapreciar,la conformaciónnativade la proteínase mantiene
entrevaloresde pH dc 3 y 8. Se observaclaramentela titulación dc los seis
residuosde ívr en el intervalo de pl-I entre 9 y 13. El incrementodc la
absorbanciaa295nm estípico de iaaparicióndetirosinatos.El fenol de laTyr
libre tieneun pK5 cercanoa 10, queaumentacuandoesteresiduoseencuentra
poco accesibleen el interior de la proteína.Así. dadala curva de titulación
obtenida,pareceque habríadistintoseradosde accesibilidadde las Tyr de la
AP?.Estoconcuerdacon los datosde laestructuradela proteínaen disolucion.
obtenidamedianteRN4N, en la quelos residuosl’vr3, Tyr8 y Tyrl 6 presentan

¿uu ~..‘ 220 230 240
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valoresde accesibilidadentreel 13 y cl 25%, mientrasque Tyr29, i’yr45 y
Tyr5O tienen valores entre cl 35 y el 43% (Campos-Olivaset al., 1995a).
Tambiénpor emisión de fluorescenciase observaestatitulación dc las Tyr,
dándoseunadisminuciónde la emisióna 303 nm ala vez que un aumentode
la emisióna340 nm (estaúltimadebidaal tirosinato,y de menorrendimiento
cuántico).A pH mayorde 11 se observamuy pocaemisiónde fluorescencia,
lo quepodríaindicarquela poblacióndeTyr menosaccesiblea la titulación es
tambiénla másdesactivada.En cuantoal espectrode CD, tambiénpermite
observarestatitulación yaque, apH mayorde9, la bandade elipticidada 230
nmva desapareciendoprogresivamente,desplazándosehacia245 nrn cuando
la titulaciónprogresa.lo queconfirmalapreponderanciade los residuosdeTyr
en dichoespectro(figura 39B).

e

o

o

Figura 39: Estudio espeetrofotométrico de las transiciones conformacionales de la AFP
inducidas por el pH. A: Emisión de tíuorescencia a 303 mu (E303, e) eaunidadesarbitrarias,
para excitación a275 nm; relación molar tirosinato/proteína(R, .) deducida de la absorbancia
a 295 nn]; variación de la elipticidad molar por residuo de aminoácido a 230 nm (0230, E). en
eradoscnl-dmo ¡ - 13: Espectros de CD en el liv lejano de A FP a [ospH indicados.

En cuantoa la lf-AFP. tambiénse caracterizóespectroscópicamente.
aunqueno con tantodetalle,yaquepresentaidénticosespectrosdeabsorbancia
y de emisión de fluorescencia,y sólo se observanpequeñasdiferenciascon
respectoa la AEP en el espectrode CD en el 11V lejano(figura 40), atribuibles
a la presenciade los seis residuosadicionales.En cuantoa la disposiciónde
éstosen la estructurade la proteína.seprediceparaellosunaconformaciónen
hélice u. Teniendoen cuentaque la AFP esunamoléculamuy compaeta,con
forma de barril ¡3, muy resistentea la hidrólisis, es lógico pensarque los
residuosextraen la lf-AFP formenun segmentohelicoidal,lo quefacilitaríasu
hidrólisisen el medioextracelularparadar la AFP. Es muy probableque este
pequeñosegmentohelicoidalno quedebienempaquetado.Probablemente,se

8

pH
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tratadc unaestructuraque sobresalecon respectoa la estructuraglobal dc la
A]??. Ello explicaríalas discrepanciasobservadas(yacomentadas)al calcular
la masamolecularen condicionesnativaso desnaturalizantes.así como la
mayorsusceptibilidadde esteextremoamino de la lf-AFP a la hidrólisis por
subtilisina.
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Figura 40: Espectros de EH en
discontinua).ambas a 0,1 mg/ml.

el LV leian(>

X(nm)
de A 5 1’ (1 inca cont intia)

Finalmente,¿cómoexplicar la presenciade esta forma mayor dc la
AFP, que desaparececon el tiempo. y que es mucho menos activa? La
explicaciónque parecemásrazonablees quela li-Ahí> esla formaquesecreta
el hongo.ciuiz.ácomo un precursorinacl.ivo,quese hidrolizaexiraeelbilarnoente
paraproducirla AP?activa.No esfácil predecirsi la hidrólisisextracelularse
producede formaespecíficao quizápor algún mecanismo general.dadoque
la AFP esunaproteínamuy resistentea laacciónde proteasasu otrosagentes
descstabi1 izantes. Los hongos Aspergillus producen varias proteasas
extraeclularessimilaresa la subtilisina(Jaton-Orgaxetal., 1992;Moutaouakil
ct al., 1993),porlo queno seríararo quela hidrólisisdiel precursorsereahzara
por unade esasproteasas.

La forma precursoracompletade la AFP contiene94 aminoácidos
(Wnendt et al.. 1990: figura 41). Si sc quitan los 57 aminoácidos

r --II----,

200 220 240 260

lf-AEP (¡inca
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correspondientes a la lf-AFP, quedarn’a un péptido líder de 37 residuos. A la 
vista del mismo, y teniendo en cuenta lo que ya se sabía sobre la a-sarcina,se 
puede discutir cuál debe ser el procesamiento que sufre esta proteína hasta 
completar su secreción. En primer lugar, la peptidasa señal cortaría la proteína 
tras la Ala 2 1 (figura 4 l), dejando una proproteína de 73 aminoácidos, que se 
translocaría al retículo endoplásmico para incorporarse a la ruta de secreción. 
En el aparato de Golgi se hidrolizaría la secuencia pro por una proproteína 
convertasa. que cortaría tras la Ar, Q 37 (figura 41). El sitio de corte de la 
proproteína convertasa sería, de hecho. muy similar al de la a-sarcina y al de 
otras proteínas de Aspergillus, como se describe a continuación. Quedaría así 
la lf-AFP, que es la proteína que se secreta al medio extracelular, donde es 
finalmente activada al hidrolizarse la secuencia hexapeptídica del extremo 
amino, quedando la AFP madura. 

AFP : 

PAF : 

secuencia 
señal 

LI 
rmiu 

SPasa Kex2p 
Corte 

(RE) secuencia (Golgi) extracelular 

Pro * 1 
J 

, --- ~~~~ ; 4; 
; 

:P 

Figura 41: Alineamiento de las secuencias de los precursores de la AFP y la PAF, y esquema 
de los pasos del procesamiento proteolítico. SPasa: peptidasa señal; RE: retículo 
endoplásmico. 

De la secuencia del precursor descrito de la PAF? la proteína antifúngica 
de Penicillizim chrysogenum, se puede deducir que el procesamiento sería 
similar (de la Anafp: la proteína antifúngica de A. niger, sólo se conoce la 
secuencia de la proteína madura). El alineamiento de las secuencias de ambos 
precursores, deducidos de los correspondientes cDNA, revela que también 
puede existir una forma mayor extracelular de la PAF, R-PAF, con seis 
aminoácidos extra; ya que la secuencia pro que quedaría entonces presenta el 
mismo sitio de corte, tras -Leu-Asp-Ala-Arg-. que en la AFP (figura 41). 
Incluso, observando los geles de electroforesis publicados en el trabajo original 
sobre la caracterización de la PAF (Marx et al., 1995), se puede ver la presencia 
de una banda mayor que la PAF madura, si bien los autores del trabajo no 



1 44 Resultados y discusión

realizanningúncomentarioal respecto.Porlo tanto,pareceserquela presencia
de estaforma mayor,extracelular,podríaser comúna las proteínasde esta
familia querepresentala AlT.

La especiticídaddc la proproteinaconvertasadc Aspergillus

Así comodelprocesamientode lau-sareinaenPichia sepodíanobtener
conclusionessobrela especificidadde la proproteinaconvertasahomólouaa
Kex2penesteorganismo.del procesamientode lasproteínasextracelularesen
»Ispergillus podemosextraer conclusionessobre la especiliciclací de la
couvertasahoniologa.

En efecto, si bien la secuencwpro de la u-sareínasólo es cortada
parcialmenteen P. pas/oris,enA. g~aníeusescortadacompletamente,como
parecelógico. Tambiénpasalo mismoconel precursordela AFP, quetieneun
sitio de cortemuy similar parala proproteinaconvertasadcl tipo dc la Kex2p,
unícamentecambiandoel tipo de residuoácido en 23 (figura 41). Por eso.
cuandoseobservóla presenciade estesitio de cortesimilar en la lf-AFP, se
decidió analizarcómo eran los sitios de procesamientoen precursoresdc
seereciondc secuenciaconocidaen hongosAspergilus.lo que se muestraen
la figura 42. Dc estaobservaciónsedeclrtjo la existenciade un motivo comun
como sitio de procesamiento.definido por la secuencíaconsensolle’Leu-
Asp/Glu-Ala-Are-.

Por otra parte, desde que se empezarona utilizar los hongos
filamentosos para la secreciónde proteínasheterólogas(pues presentan
ventajaspor sugran capacidadde producciónde proteínasdc secreción),se
sabequelos sitios «clásicos»dc cortepor Kexp. en los queestápresenteun
sitio dibásico. son reconocidos en Aspergillus. y son insertados
intencionadamenteparaque se produzcael procesamientoproteolitico en la
ruta de secreción(Contreraset al., 1991; Punt et al.. 1998). Así, se puede
concluir qu.e la especificidaddel sitio de corteporproproteinaconvertasases
másampliaen bongosAspef;gilZus.lo que podríaserdebidoa la existenciade
unaúnica proproteinaconvertasamenosestricta,o a la presenciade varias
convertasascon especificidadesligeramentedistintas.
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Figura 42 Secucoctaobtenida del extremo amino de la II AFP y estructura prtmaríaen la
zona de límite entre la proteína madura y el péptido líder para diferentes proteínas
extracelularesde hongosAspergillus. segúnlassecuenciasde DNA descritas,Estásubrayado
el primer residuo de la proteina madura. Recuadradaestála secuenciaconsensopropuestapara
el corte por la proproteina convertasa.
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C - Actividad ribonucleolítica

l~a secuenciade la tJ-sarcinase conocedesdiecl año 1983 (Saccoet al..
1983). Ya desdeentonces.y medianteestudios dic alineamientocon las
estructurasprimariasdeotrasribonucleasas.sehasupuestoquesu mecanismo
catalítico sería análogo al de la mayoría de las RNasas conocidas,
especialmentelas superfamiliasde la RNasaA y la RNasaTí (Saccoet al.,
1983; MartínezdelPozoetal.. 1988;Manchefloetal., 1995a).De acuerdocon
ello, la reaccióndel enlacefosfodiéstertranscurriríaen dos etapas,con la
formacióndIc productointermediocon cl fosfato unidocíclicamenteen 2’ y 3’.
como se explica en la introducción (figura 45). La determinacióndc la
estructuratridimensionaldc la (L—sarcina (Campos-Olivaset al., 1 996a y

Pérez-Cañadillaset al.. 1999 y 2000) abundóen esta previsión, pues los
residuos consideradoscomo catalíticosen las ribonucleasasmicrobianasno
tóxicasde la familiadc la RNasaTI sepuedenalinearestrueturalmentecon los
ecíuivalentcsdc la u—sarcina<fi unía3). como se habíapredicho(Manche~oet
al.. 1995a).

Sin embargo,lacarenciade un ensayorihonucleoliticosuficientemente
simple y cuantitativo había impedidio la caracterizacióndcl mecanismo
enzimáticode la (1-sarcina.Por razonescasi idénticas,en las fechasen quese
comenzocl trabajopresentadoenestaTesis,no sehabíaconseguidodemostrar
dc forma directa cl papel de los residuos potencialmente catalíticos.
linicamentese habíadescritoquela stí.stituciónde la Hisl 37 porCfln (H137Q)
resultabaen la producciónde una proteínaestrueturalmenteidéntica a la
u-sarcínanativa, pero incapaz de hidrolizar los ribosomaso deuradarun
homopolinucleotidoen zimograma(I~acadenactal., 1995). Esteproblemasc
resolviomediantela produccióndic nuevosmutantes.así como aradasa a
adaptaciónde un ensayo nuevo a la caracterizaciónde la u—sarcína. Los
resultadosobtenidos,quescpresentana continuación,permitieronconcluirque
estaproteínaes un ribonucleasaciclanteáciday. además,permitieronasignar
papelesconcretosa los residuosmasimportantesdel centroactivo.

La ii-sar-cina es una rihonucleasa ciclante

A la horade adaptarun ensayoribonucleolíticosencillo x fácilmente
cuantiticablepara la a-sarcina,había básicamentedos posibles sustratos:
dinuelcotidoso nucleotidoscíclicos 2.3’. Es decir. los sustratosde la primera
o de la segundareaccionesque llevan a cabo las ribonucleasascielantespara
romper el enlace Íoslbdiéster.Se optó por utilizar dinucleotidoscon base
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púricas.concretamenteApA y GpA, porquemimetizanmejorel sitio de corte
natural,obteniendoademáscomoproductoel sustratode la segundareacción.
En algún estudio,tambiénse ha utilizado directamenteel nucleotidocíclico
2’: 3’.

En cuantoa cómodetectarel avancede la reacción,hayesencialmente
dosprocedimientos.Unoconsisteenel registrode la variaciónde absorbancia
de la mezcla de reacción, determinandopreviamente la variación de
absorbanciaqueexisteentreel sustratoy los productos;estasvariacionesestán
descritasparala mayoríade nucleotidos.Estemétodotiene la ventajade ser
muy sencillo y relativamenterápido.Con laRNasaU2 sí se ha utilizado, con
el ApA comosustrato,perono sepuedeaplicara laa-sarcina.porquepresenta
unaeficaciacatalíticamuy baja.y la reacciónesdemasiadolenta parapoder
registrarlaadecuadamente.

Así, la opciónquequedabaerasepararlos productosy cuantificarlos,
con la ventajaañadidade que sc puede estudiaren detalle el mecanismo
catalítico,ademásde los parámetroscinéticosde la reacciónglobal. El mejor
métodoparaseparaciónerala cromatografíalíquidadealtaresolución(HPLC),
detectandoy cuantificandolos productosmediantela medidade suA,54. Por
tanto, se adaptóun gradientedc eluciónparapodersepararcuantitativamente
los distintosproductosde la reacción,comoscejemplificaenla figura43.Para
identificar los picos,y determinarlos coeficientesde respuestade los distintos
productos.se aplicarondistintas cantidadesde los productoscomerciales
correspondientes.

Al tratarsede un tiempode reaccióntan largo (14-16h) sepensóque
podríatenerlugar una hidrólisis no enzirnática,o existir una ribonucleasa
contaminante.Paradescartarambashipótesis,schicierondistintoscontroles.
Por unaparte.en las reaccionessin enzima-nose aprecióla degradacióndel
dinucleotido,ni tampocodel nucleotidocíclicocuandoseensayóéste.Porotra,
sc analizaronlotesde rz-sarcinadistintosy de distinto origen,bienpurificada
del hongo original, bien de Li eoli, obteniéndoseresultadossimilares.Para
descartarefectosdel tampónseprobaron.al mismopH, tampónfris y fosfato,
obteniendoasimismoidénticosresultados,

Por tanto,seutilizó estemétodoparaestudiarel mecanismocatalítico
de la a-sarcina, caracterizandoenzimáticamentela reacción con los
dinucleotidos.Paraello, se ensayarondistintas concentracionesde sustrato
(ApA o OpA) con una cantidadfija de enzima(3 jaM), durante14,5 h a
temperaturaambientey pH 7.5, obteniendolos parámetrosenzimáticosde la
reacciónsegúnel modelo de Michaelis-Menten(tabla 16). Se comprobó,
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previamente, que la respuestaera lineal en el intervalo
concentracionesutilizado.
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Figura 43: Separaciónpor HPI..C dc los productos de la reacción resultantes de la incubación
de ApA 150pM (A) o CpA 2’70 pM (E) en presencia de (2-sarcina 3,8 ~oM.durante 16 h a
temperatura ambiente. Las líneas discontinuas corresponden a la separación dc una incubación
equivalente en ausencia de a-sardina.

Tabla 16: Constantes cinéticas de la o-sarcina frente a dinucleotidos

Sustrato K,~ (~xM) K1 (s<) YIK~ (M<s’)

ApA 40,0 IxiO> 2,5

GpA 3.6 9x10>9 2.5

148
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De acuerdocon estos resultados,se puedededucir que la a-sareina
presentaunamayorafinidadpor (ipA queporApA, lo quesccorrespondecon
el enlacenaturalque cortanlas ribotoxinasen el ribosoma,entreguaninay
adenina,La K0-1 aparentecalculadaparala reaccióncon el ribosomaes muy
parecida,5,3 1aM (Endoetal., 1983).Tambiénhay quedestacarlos muybajos
valoresde la kaí y de la eficienciacatalíticaljk0~/K~). Esto confirmaque los
dinucleotidosno son un sustratoóptimo parala u-sarc¡na,que reconocecon
muchamayor eficienciacl entacepresenteen el SRL. paralo que necesita
otros determinantesañadidos.No sepuededecir, sin embargo,que estemos
ante una reacción no enzimática,puesto que se hicieron, como ya se ha
descrito,los controlesnecesariosparadescartaresaposibilidad.

Los distintos productos de la reacción se cuantificaron en las
separacionespor1-IPLC. lo queaportóevidenciasparadilucidarel mecanismo
catalítico Así, la suma dc 2.3-cAMP y 3’-AMP (o 2’,3’-GMP y 3’-GMP)
obtenidoserasiempreigual a la adenosinaproducida(figura 44),comoerade
esperar.No seobteniancantidadesapreciablesde 2’-AMP (o 2’-GMP), lo que
permitedescartartambiénunahidrólisisno enzimáticadel intermediocíclico.
Al ensayarla u-sareinacon 2’,3’-cAMP seobtuvo únicamente3’-AMP.
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Figura 44: Porcentaje de los distintos productos de la reacciónde
cantidades de u-sarcina durante 18 h a temperatura ambiente: ApA
2’.3’-cAMP (‘-) y 3~-AMP (~).
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Estareacciónla hidrólisisdel intermediocíclico,tambiénsepodríacuantificar,
pero resultaextremadamentelentaen comparacióncon la transesterificación,
lo quetambiénsucedecon las otrasRNasascielantes.hastael puntode quese
ha llegadoa cuestionarsu papelen la reacciónglobal (Cuchillo et al.. 1993;
Thompsonet al., 1994b; Loverix et al.. 1998: Raines. 1998).Además,sí se
incuba 3’-AMP durante18 h con u-sarcina3 1aM. se forma una pequeña
cantidadídel intermediocíclico, lo quemuestrala reversibilidaddela hidrólisis.

Estosresultadosconfirmaron,portanto,que a u-sarcinaactúamediante
un mecanismodc tipo ciclanteanálogoal de la RNasaTI.que transcurriríaen
dos etapas: una primera la transiosforilaciónde ApA (o (ipA). djtle diaria

adenosinay 2.3-cAMP (o 2’,3-eGMP),seguidaporla hidrólisisdel nucicótido
cíclico formadoal correspondientederivado3-monofosforilado(figura45).

A/GpA 2’,3-CAIGMP 3-A/GMP

A/O‘-‘OH
2C A>O HO>- >1> 02 02 H20 F4OHl~C

0 1
Ráp>do >~ fr~~jt~

o oP > , o e -i o oís‘-T.- .9- 0- ¡
- - H--.5 - 0—9n0 .9B ,, o o -> >

< O H—Q H-.-.-C OH -“

A ‘CH + ->

-.9 O A

¡¡S~ OH
<O OH

Adenosina 1

Figura 45: Mecanismo delante de la u-sarcina ejemplificado en la reacción con un
dinucleotido - A seria el residuo que actúa corno ácido ceneral en la traus Iosfori loción, y E la
base general, que se corresponderían en la u—sarciua con Fi is 92 y Q In _ 8. (5 sería la 1-lis 50.

La u-sarc¡na esuna ribonucleasaácida

El desarrollode este sencillo ensayocuantitativocon dinucleotidos
permitió,además,estudiarel comportamientoenzimáticodelau-sarcinafrente
al pH. lo cual esespecialmenteinteresantepuestoque su mecanismose basa
en lautilizaciónde ácidosy basesgenerales.Esteesttídiono se habíapodido
realizar hastaentoncesdebido a la complejidadde su sustratonatural, eí
ribosoma.
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De estaforma, se midió la actividadde la a-sarcinafrentea ApA a
distintos valores de pH, comprendidosentre 3,0 y 8,0 (figura 46), lo que
permitióobservarqueel pH óptimo era5,0. Hayquedestacaresteresultado
puestoque hastaentonces,se realizabantodos los ensayosdc actividadapH
próximosalaneutralidad.Paradescartarunposibledistorsióndelos resultados
por la presenciade otra ribonucleasacontaminante,serealizó un zimograma
con polí(A), peroa pH 4,5. Puestoqueseseguíaobservandouna únicabanda
activa, correspondientea la u-sarcina,se concluyó que efectivamenteesta
ribotoxinase comportacomounaribonucleasaácida.

-4
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o

-5
21

o -6

pH pH

Figura 46: A: dependenciacon el pi-1 de la actividad (ka.) de la u-sarcina (.) y el mutante
1 150Q (‘) en la transesteriticación de ApA. Las lineas con-esponden al ajuste considerando dos
equilibrios de ionización. B: el mismo resultado en forma semilogarítmica.

Einalmente,sedeterminarontambiénlas constantescatalíticasparala
transesterificaciónde ApA a pH 5,0. Al compararlascon las correspondientes
apFl 7.0 seve quela k00)~ seduplica,permaneciendoconstantela KM (tabla17).

El hechodequelaa-sarcinafueseunaRflasadeactividadácidasupuso
unasorpresa.Siempreschabíaasumidoqueel pll neutroerael óptimoparala
actividad de las ribotoxinas.sin dudapor influenciade su similitud con la
RNasaTI, la másestudiadade la superfamilia.Sin embargo,hay querecordar
que la RNasaU2, cuyo pH óptimo es 4,5 (figura 47), es más cercanaen
estructuraprimaria y secundaria,apareciendocomo intermediaen el árbol
filogenéticode la superfamilia.Así, la a-sarcinaseparecetambiénen su pH
óptimo a la RN

tasaU2, lo queaumentóel interésporel estudiode estaúltima
proteína.

3 4 5 6 7 8 468
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Tabla 17: Constantes catalíticas de la u-sardina nativa y su níatante l-ISOQ frente a ApA, a dos
pH distintos

pu 7,0

K~ (pM) k02> (s) kC.,/lKM (M<s<)

Nativa 40±4 (1.0+zO,l)x 10> 2,5±0.4

HSOQ 38’4 (14-o O~)~ 10> 0,3±04

pH 5,0

K~ (¡cM) k,- (st k53>¡K~.1 (Ms’)

Nativa 40-.v4 (2,0±0,1)x íO> 5,01v 0,7

HS0Q 45±4 (1,6±0.2) x 10> 0.3<0,1

100
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20 ~1
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Figura 47: Perfiles de actividad ribonucleolítica en función del ph de u-sarcina frente a ApA
(--.¿ este trabajo). RNasarí frente a GpC (—a—: Ostermany Walz, 1978) y RNasa 132 frentc
a RNA de levadura (-.--»< Arirna cÉ al.. 1 968a). En los tres casos se ha nonnalizado
porcenmalmenrerespectoal máximode actividadcorrespondiente.

——-.1
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La lis 137 y el Glu 96 son los residuos que catalizan la
reacción ácido-base

La RNasaA esuna de las proteínasmejorcaracterizadas,tanto desde
un puntodcvistafuncional,comoestructuraly, porello, constituyeuno de los
modelosenzimáticosde referencia.Enel casode estaribonucleasa,seconoce
inequívocamenteque los residuosdirectamenteresponsablesde la catálisis
ácido-base,queconducea la rupturade los enlacesfosfodiésterdel RNA, son
doshistidinas,la 12 y la 119 (delCardayréet al., 1995;Cuchillo etal., 1997).
La reaccióncatalizadatranscurreporel mismotipo de intermediosque en el
caso de la RNasaTI y la u.-sarcina(figura 45). Sin embargo,los residuos
implicadosen el caso de la F1 sondiferentes.Durantela primeraetapa,la
fonitación del productocíclico 23’ el Clu 58 actúa como la basegeneral,
mientrasquela His 92 secomportacornoel ácidogeneral.Durantela segunda
etapa. la hidrólisis del derivadocíclico, ambos residuosintercambiansus
papeles(figura 45). I)e hecho,estepar Gla/His esel más comúndentrode las
ribonucleasasmicrobianas~Nonakaetal., 1993), incluida la a-sareina.como
se demuestraen estaTesis. Además,se ha descritocómo otra His, la 40,
participaen la estabilizacióndcl estadode transiciónde la primeraetapade la
reaccioncatalizadapor la RNasaTI (Steyaertet al., 1990; Steyaert.1997);
estosaspectosserevisanen la introducción.

Como ya se ha comentado,estos tres residuos se encuentran
conservadosen las ribotoxinas(Mancheñoet al.. 1995a)y, en el casode la
a-sarcina.secorresponderíancon la fis 137, el Glu 96 y la His 50. Portanto,
seasumíaque la rí-sareinaactuaríade maneraidénticaa la RNasaTE en lo
referentea su capacidadde hidrolizar un enlacefosfodiéster,ya que no en
cuantoa su especificidad.Sin embargo,cuandoel grupode RMN del Instituto
dc Estructuradc la Materia (CSIC) calculó los pK41 individuales de estos
residuosmedianteRMN (Pérez-Cañadillasétal., 1998),se obtuvieronvalores
sensiblementedistintos a los obtenidospara la RNasaTí (tabla 18). Esto
concordabaconel hechode queel comportamientoenzimáticode laRNasaTI
en funcióndel pH fuerasensiblementedistinto al de la u-sarcina(figura 47).

Por todo ello sepensóen utilizar el ensayofrentea dinucleotidos,
combinadocon la producciónde toda una serie de mutantes.para asignar
definitivamente un papel a cada uno de los residuosconsideradoshasta
entoncescomo catalíticos,y paraexplicarel comportamientode la a-sarcina
como ribonucleasa.Los mutanteselegidosfueronaquellosen los que la His
137.el Glu 960 la His 50 sereemplazaronpor Gín (llamadosH137Q,E96Q
y H5OQ, respectivamente).Además,sepreparóun doblemutante,sustituyendo
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Tabla 18: pKa aparentes de residuos catalíticos de la a-sardina y de la RNasa TI

residuo

a—sareina

idi vidad enzimatica R MN (Pdrez-Cañadi lías ci

frente a Ap.A al., 1998)

nativa

His 50 7,8 (7,4-8,0) 7,7 ±0,2

13h06 3,7 (3,7-3,8) 52>-O 1

[-lis 137 &2 (5,9-6.4) =8iz 0.1

residuo

RNasaTI

RMN. seeúnreferencias

Inagakiet al., 1981 Steyaertet al.. 990;
MeNutí et al., 1990

t-.lis 40 7.910,01 7.7-7» 0.2

Gín 58 43-.-.005 4.l~02

1-lis 92 7.8 ±0,01 7,4 ±0,2

las dos histidinas (1-150/137Q) y un triple mutante (1150/137/E96Q). La
preparación,produccióny aislamientodeestascinco variedadesmutadasde la
a-sarcína.así como su caracterizaciónestructural y actividad frente a
ribosomas,fueron objeto de otraTesisDoctoralanterior(Lacadena,1997) y

han sido publicadasrecientemente,junto con los estudiosque se presentana
continuacion(Lacadenaet al., 1999). De acuerdocon estosresultadlos,todas
ellasmalitendiríansu estructuranativa,perohabríanperdidosucapacidadpara
hidrolizarlos ribosomas.demostrándoseasisuparticipaciónenla catálisis.Los
resultadosaquípresentados.posteriores,conciernen,al estudiodela capacidad
de estosnoutantesparahidrolizarApA, asícomoa la influenciadel pl-.I en esta
reacción.

Cuandolos cincomutantesmencionadosseensayaronutilizandoApA
como sustrato.tanto a pH 5,0 como a pH 7,0. únicamentese observóuna
hidrólisis siginificativadel dinucleotidoen el casode la variante1 150Q. En la
tabla 17 se resumenlas característicascinéticasdcl mismo, a ambospH,
comparándolascon las de lau-sarcínanatural.Comose puedeobservar,esta
mutaciónreducela k0231 en un ordende magnitud.mientrasqueno se aprecian
diferenciassignificativascon respectoa la KM. Ello indicabaque la llis 50
tambiénestáimplicadiaen la catálisisper se, y no en la unión del sustrato(al

i54
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menosdeformadirecta),si biensupapeldebíasermenosimportantequeel de
los otrosdosresiduos,Mis 137 y Glu 96, ya quela sustitucióndeéstosanulaba
porcompletolacapacidadde laproteínaparahidrolizarun enlacefosfodiéster

El estadode ionizaciónde los grupos involucradosen unacatálisis
ribonucícolíticade tipo ciclanteescrucial,yaquesellevaa cabopor cesiónde
protones.Porestemotivo, se profundizóen el estudiode la influenciadel pl-1
y secaracterizótambiénel comportamientode 1-ISOQ(figura 46). Tantoen el
casode lau-sarcinafúngicacomo en el de HSOQ,cuandoserepresentael log
de k1-3)0 frente al ph, se obtiene una curva en la que tanto las pendientes
ascendentescomo descendentesson igualesa, o menoresque, la unidad, en
valorabsoluto.Ello sugierequeenla reaccióndetransesterificación(laprimera
etapa)estánimplicadosun único grupoácidoy otro básico.En el casode la
RNasaTI, sin embargo,son dos ácidosy dos básicos(Steyaert,1997). Se
admitequela representacióndek00)~frenteal pH reflejalasionizacionesqueson
las etapaslimitantesde la reacciónen el complejoenzima-sustrato(Fersht.
1998). Por ello, el ajuste de esta curva permitió calcular los pK de los
supuestosdos residuoscatalíticos,ácido y base, en dicho complejo, que
resultaronserdc 3,8 y 6.8 paralaproteínasilvestre,y de4,4 y 8,0 paraH5OQ
(tabla 19).

Tabla 19: Parámetos obtenidos del a¡uste de la dependencia de la k~> de latransesterificación

de ApA por u-sarcina frente al ph,y comparación con los valores de pl<, obtenidos por RMN.

Cinética RMN

Nativa l-150Q Nativa con 2’-GMP

pK04 3.8±0,1 4.4>0,1

PRÁ 6,7 1 0.1 8.0±0,2

PIE’? ?,> 41?> -. 7,6

>410, -.4.8

6,8

Determinadospor regresiónno lineal utilizando la ecuacióny> = (k>03’/( 1 -F H/K8 -o 1<~Id),
donde(k>-J es el valorde ka, independientedel pH, Fi es laconcentraciónde protones y K02
y K,~ son constantesde disociaciónmacroscópicas.La depndenciade k>-~ con el pH se ha
analizadotambiénconsiderandola implicaciónde equilibrios de ionizaciónde tresy cuatro
residuos.Se dantambién los erroresestándares.b Constantesde disociaciónmicroscópica
determinadasmedianteRMN (Pérez-Cañadillaset al,, 1998).

En el caso de la proteínanatural, los valoresobtenidosconcuerdan
bastantebienconlos pK41 microscópicosde la His 137 y el (Mu 96, calculados
en el complejo formado entrela rt-sarcinay el inhibidor 2-GMP mediante
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RMN (tabla19; Pérez-Cañadiflasct al., 1998).Esteresultado.juntamentecon
la total falta deactividaddc los inutantesqueafectana estosresiduos,permitió
concluirquela 1-lis 137 actuaríacomoel ácidogeneraly el Glu 96 comola base
generalde la reacciónde transesteriticación.

Por otraparte. los valoresde~k obtenidosen cl casode l-.l5OQ, más
parecidosa lo que seríaesperableparaunaparejacatalítical-.lis/Cilu. indicaban
inequívocamentequela 1--lis 50 modulael microentorno(leí centroactivo ves
uno dc los residuosresponsablesdc las diferenciasde comportamientofrente
al ph con respectoa la RNasaFI. En la figura 46 se puedever cómo el pH
óptimo de estematanteseencuentradesplazadohaciavaloresmayores.

Por último, la diferencia más importante detectada en el
comportamientode HSOQ hace referenciaa la reacciondic hidrólisis dcl
productocíclico intermedio.En el ensayodc actividadfrentea ApA utilizadio
sepuedenevaluarporseparadolos productosdc cadaunadc las dosetapasde
la reacciónribonucleolitica(figura 45). Así, las cantidadesde adenosinay 3>-
AMP, quese puedencuantificarpor separadoapartir de los correspondientes
croniatogramas(figura43).dancuentadela extensiónde la primeray segunda
reacciones, respectivamente. Cuando se representa la relación 3—
AMP/>adcnosinalo queseestáestudliandoesel transcurrirde la segundaetapa.
la reacciónde hidrólisisdel intermediocíclico.Al representarlaen funcióndel
pH (figura 48), se observaque la u-sardinanatural y .l~l50Q sc comportande
manerasimilar a valoresde pH entorno a 5. Sin embargo,alrededordc pH 7,
la reaccióndc hidrólisis es muy preponderanteen cl caso de l-.ISOQ, en
comparacióncon lo queocurreen la proteínasilvestre.Estadiferenciapuede
apreciarsea simplevista en las insercionesde la figura 48.dondesemuestran
doscromatoaramasobtenidosa pu 7,0 pua¿tmbasproteínas.Comoocurreen
la mayoríade las ribonucleasasconocidas(1 »verix ct al.. 1998). la u—sarcina
es poco eficiente a la hora de catalízar la hidírolisis del productocíclico
intermedio; tanto que, de hecho.no ha sido posiblecalcular los parametros
cinéticosdeestasegundiaetapa.Los resultadosobtenidosconcl mutantel—ISOQ
permitenconcluir quela Hís 50 modlula la velocidíaddcestareacciony quesu
sustituciónpor GIn laaceleramuy senstblementc.
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Figura 48: Dependenciacon eí pH de la produccion de 3?AMP (reacción de hidrólisis),
expresada en términos de la relación entre 3’-AMP y adenosina producidos, en la reacción de
ApA con u-sardina&) y el mutante H50Q (‘). Inserción:Separaciónpor H.PLC de los
productos de la reacción de ApA 180 pM con u-sardina (A) o el motante H5OQ (B), en
concentración 3.8 uM, durante 14 h a temperatura ambiente. Los picos 1 a 4 corresponden a
3’-tXMP, 2’,3’-.cAMP. adenosina y ApA, respectivarnente.
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D - Clonación y producción heterólogade la
ribonucleasaU2

Corno ya se ha expuestoen esta Memoria, la RNasa U2 es la
ribonucleasano citotóxicay de amplia especificidadquemásse parecea las
ribotoxinas.lo que seconcretaen vanosaspectos:

- la secuenciaprimariaes la másparecida.lo que haceque sesitúede
forma intermediaen el árbol filogenético(figura 1).

- presentaespecificidadpor una basei9uricaala horade hidrolizarsu
fosfatoen 3’, comoles ocurrea las ribotoxinas,a diferenciadcl restodcRNasas
de Za supcrfamiIta dc la TI (tabla 1)..

- su pí-í óptimode actividades4,5 (figura 47).

Tambiénse debedestacarel hechodc queesproducidajunto con una
enzima,la RNasa131. mucho más parecidaa la RNasaTI. por el mismo
organismo.Esto mismo podríasucedercon las ribotoxinas,como ya se ha
descritoanteriormente,y permite aventurarla hipótesisdc que tenganuna
ciertarelación evolutiva.Porejemplo,que la evolució.nde las ribotoxinassc
basadadoa partirde un gensimilar, duplicadoenel. genoma,lo quepermitiría
mantenerla funciónquerealizanlas enzimascornola RNasaTI. a la vezque
el gen duplicadopuedetomarmás librementenuevoselementosestructurales
quele confierannuevasactividades.De hecho,estomismo sepostulaparael
casode otrasrisbasas(ribonucleasascon funcionesbiológicasespeciales)dc
la superfamiliade la RNasaA (Beintemaet al.. 1997 Reuneretal.. 1997).

Sin embargo,esta enzimano se habíaestudiadocon las técnicasde
manipulacióngenéticatan extendidasLos en día y. dic hecho.no se conocía
nadaacercade su estructuragénica. Y era precisamentela posibilidad de
producirformasmutantesde la proteína,especialmentequimerasen las quese
incorporan los elementosextra que presentanlas ribotoxinas y que las
difrreneiandc lasRNasasno citotóxicas.lo quemásinteresaba.Especialmente
con la ideadedeterminarla responsabilidaddeesoselementosestructuralesen
las funcionesespecialesde las ribotoxinas.

Por tanto, se abordó la donacióny producciónheterólogade la
ribonucleasaU2 paralo cual habíaqueteneren cuentaalgunaspeculiaridades
ya conocidasde la proteína.Algunasestructurales,como su pequeñotamaño
y su acidez, la presenciade tres puentesdisulfuro. dos de ellos con cisteinas
adyacentesen la secuenciade aminoácidos(Sato y Uchida, 1975e), o la
tendenciaa formarenlacesisoaspartato(Uchiday Shibata.1981: Noguehi ct
al., 1995).Otrasdificultadespodíansurgirdecaraa Za producción:la posible
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toxicidad,como ya sucedecon otrasRNasasde la familia de laTI (Hartley,
1988;Quaas,1998; Hartleyet al., 1996), o la dificultad parasuprocesamiento
proteolíticoal presentaren su extremoamino una cisteinaimplicadaen un
puentedi sulfuro.

Obtención del gen

Paraaislarel gen.habíaquerecurrira la fuenteoriginal de la proteína,
el hongo U~ti1agosphaerogena.En la literaturasedescribendoscepasapartir
de las cualesse purificó la RNasa132. Una de ellas es la utilizada por los
gruposjaponeses,tanto de la Universidadcomo de la empresaSankyo,y que
provienedcl Dr. Dekker (Arima et al., 1968a).La otra,queno se sabesi esla
mismaono, fue utilizadapor Rushizkyet al. (1970),y es la depositadaen la
ATCC con el número12412.queasu vezsecorrespondecon la CBS 534.71.
En nuestro caso, se optó por estaúltima cepa. puesto que era más fácil
conseguirla.

rnu2 —*~

U. sphaer. U. mayd¡s
mmm

Figura 49: Amplificación por PCI?. del gen mu?, que codifica la RNasa132, con los
oligonucleotidoss1325 y 1323 (la banda correspondiente se señala con una flecha). Usphaer.:
Amplificación a partir de cantidades decrecientes del DNA genómico de Ustilago
sphaerogene.U. mavdis:Amplificación, comocontrol,apartirde cantidadesdecrecientesdel
DNA genómicode U, mnavd¡s. 100 pb: escalerade 100 pb que se usó como patrón de tamaños.

-o -oo. o-
o oo o
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Así, lacepacorrespondienteprovenientedelaATCC secrecióenPDN
comprobándoseque su morfologia era la correctacon la ayuda del Dr. 1.
Kronstad.dic la L—~iive¡siívofBr!! ¡su Columbia A continuación.sc creció en
50 ml de PDB y sepurificó el DNA genómicosegúnun protocoloadaptado
para Us-tilago.

Comoya seha dicho, no se sabíanadade la estructuranénica,por lo
que. para amplificar el gen, se diseñaronoligonucleotidosespecíficospara
secuenciaspróximas a los extremos amino y carboxilo que fueran poco
degeneradas.deacuerdocon la frecuenciadc utilizacióndc codonesen genes
de Us-tiiago. Dichosoligos, 12-5 y 1)2-3. correspondíana los aminoácidos7

a 14 y- 107 a 113 dc la proteínamadlura. iras la correspondientePCR, se
detectaroncuatrobandas.todasellasmayoresde lo quecabríaesperarparala
secuenciaamplificadasin intrones<figura 49). Estasbandassesecuenciaron,
y sólo la máspequeñadc ellascorrespondíaa la quecodificaría la RNasa1)2
<Satoy Uchida, 1 975a;Kanayay Ltchida, 1 986s1995).El genasíobtenidose
denominómnu2.y presentaun intrón dc 116 pb entrelos codonesdc Pro3óy

Asp37(figura 50).
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Figura SO: Estructurodel gen tau? con la traducción de la conespondientesecuenciade
aminoácidos 1 os recuadios indican la se—cuencia impuesta por los oligonucleotidos. Se señala
el intrón, de 117 ph l-.sÉ-i ddposítada en las bases de datos LIMEÉ 1GeneBank>DDBL, con eí
número de acceso A5004827.
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Unavezcaracterizadoel genresponsabledela síntesisde la RNasa1)2,
y dc caraaprepararlasestrategiasde producciónheterólogade la proteína,era
ademásnecesariodisponerdel cDNA paraasí amplificar exclusivamentela
secuenciacodificante. sin intrón. Para ello, se estudiaronprimero las
condicionesde producciónde RNasaU2 por parte del hongo en cultivos
líquidos, tanto en el medio descritopor Arima et al. (denominado«medio
Us/dago»o MU; Arima et al., 1968a), como en PDB. La actividad que
producíanlos cultivos seevaluórealizandozimogramasfrenteapoli(A) apH
4.5. De estaformasevio queseproducíaRNasaU2 cuandose incubabavarios
días x el hongohabíacrecidosuficientemente,tanto en MU comoen PDB.

Medianteultracentrifugaciónen cloruro de cesio,seaisló entoncesel
RNA total dcl micelio de U sphaerogenacultivadoen MU durante45 horas.
A partirde 50 gg esteRNA total, sesintetizóel cDNA de doblehebrausando
cl k¡t «Marathon»dc Clontech.Se amplificó el gen conlos mismosoligosque
se usaroncon el DNA genómico, obteniéndoseuna bandaprincipal, cuyo
tamaño era el esperadopara el fragmento del gen rnu2 sin intrón. La
secuenclacióncíe dicho fragmentoconfirmóque,efectivamente,se tratabade
la secuenciacodificantede la RNasa1)2, correctay completa.

Estrategias de producción en Eseherichiacoil

A la horade abordarla producciónheterólogade unaproteína,todavía
hoy siguesiendo E. coli el sistemamássencillo. Por ello, y a pesarde las
dificultadesseñaladas,seoptó por intentarladonacióny expresióndel gende
laRNasa1)2 en estabacteria.Paraello. se emplearondos estrategias.basadas
ambasen la secreciónde laproteínarecombinante,ya seaal periplasmao al
medio extracelular.Así, se pretendíaevitar la toxicidad que implicaría la
presenciaintracelularde unaRNasa.

Secreciónal periplasma (estrategiapINOU2)

Laconstruccióndel vectorutilizado,quesedenominópFNOU2,sebasó
en el clonajedel genrnu2. amplificadopor PCR.en el vectorpfNUIOmpA2
(Ghrayebet al., 1984)deformaqueseconseguíala fusióndel péptidoseñalde
la OmpA y la RNasaU2. Se eligió estaestrategiaporqueeraprácticamente
idéntica a la empleada,con muy buenosresultados,parala producciónde
u-sarcina(Lacadenaet ah. 1994).El procedimientoseguidose muestraen la
figura 52 y, esencialmente,consistió en introducir rnu2convenientemente



162 Resultados y discusión 

digerido con ,V#I y RglII. entre los sitios compatibles EcoRI y Bun~H1 de 
pINIIOmpAs. Esta construcción debía producir una proteína que se exportase 
al periplasma con tres aminoácidos más que la RNasa U2 en su extremo amino, 
concretamente Ala-Glu-Leu. En primera instancia no se intentó eliminar 
porque se pensó que el procesamiento postraduccional scría mejor así, que si 
el extremo amino fuera la cisteína original. 

;‘: pINOU / 

‘\ J 
SPasa 

-c 

Figura 52. Esquema de la estratega plKOL’2 

Una ver conseguido el plkmido pIXOU2. se transformaron las células 
de JY:. coli adecuadas para este sistema de producción. RB79 1, y se realizaron 
ensayos de producción piloto. Sin embargo, ni en el medio extracelular ni en 
las fracciones soluble o insoluble de los lisados celulares se apreciaron 
cantidades significativas (con respecto a los controles) de ninguna banda que 
pudiera corresponder a la RNasa U2. Sí se observó una gran abundancia de 
proteínas en los medios extracelulares de estos cultivos, con un patrón de 
bandas electroforéticas bastante parecido al de los lisados celulares. Esto no es 
habitual, sino que lo normal es que el medio extracelular aparezca 
prácticamente limpio de proteínas. Este resultado se mantuvo al cambiar de 
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célulasproductoras,utilizándosela cepaJA22l,porlo queno parecequefuera
unacaracterísticade la cepautilizada. fodoparecíaindicarquela expresiónde
la RNasa1)2 provocabala lisis de célulasdel cultivo, aunqueno parecíaque
el crecimientoglobal del mismo se viera afectado.La interpretaciónmás
probableparaestosresultadosconsisteen atribuir estalisis celulara la acción
citotóxicadc la RNasaU2. Aquellascélulasquela produjesen,moriríany se
lisarían.Esto, enciertamanera.provocaríaqueseseleccionaranlas célulasno
productorasy explicaríaqueno se detectarala RNasaU2 en el cultivo.

Secreciónal medio extracelular (estrategiapINGU2)

Estaestrategiasedesarrollóencolaboracióncon los Drs. RichardKao
y JulianDavies,de la UniversityofBritish Columbia.Se basaen producirla
RNasa[2 utilizandoel mismo vectorqueparala producciónde mitogilina y
susmutantes:el plásmidop[N03552 (figura53; Betteretal., 1988 y 1992;Kao
y Davies. 1995 y 1999: Kao etal., 1998).

En estaconstrucción.la expresióndel gensccontrolacon el promotor
del genaruB de Salmonellatvphiniurium,que estáfuertementereguladoy se
puedeinducir por L-arabinosa.En el plásmido estátambiénaroC. un gen
reguladordedichopromotor.MediantePCRsolapantedefragmentos,deforma
similar a como se hizoparala produccióndc mutantesde mitogilina (Kao et
al., 1998),sc colocó la secuenciade laproteínamaduraa continuaciónde la
secuenciaseflal del gen peiR de Erwinia earo/ovora, otra bacteriagram
negativa.El plásmido incluye como selectorel genresistenciaa tetraciclina.

tina vezconstruidoel plásmido,setransformaroncélulascompetentes
derivadasdc la cepa W3 110 (Better et al., 1992), suministradaspor el
laboratoriodeVancouver.Los ensayosde producciónpiloto demostraronque
en estecasosí seobteníalaproteínamaduray activaen el medioextracelular,
si bienen muy bajacantidad.Como se apreciaen la figura 54. la cantidadde
proteínaproducidaestanescasaqueno seobservótrasunatinción con azulde
Coomassiedel correspondientegel, trasPAGF-SDS.Es necesariorecurrira la
realizacióndc un zimogramaa píl 4,5 paradetectarsu presencia<figura 54C).
Además.seobservala presenciadeotrasbandas,demayormasamolecularque
laRNasa1)2,incluida la correspondientea otraRNasaácidaconstitutivadeE.
col!. Esteresultadosugiereque aunqueen menormedida,tambiénpuedetener
lugar la muertey lisis celularcuandose inducelaexpresiónde la RNasaU2.
En cualquiercaso,a la vistade queal ínenosse podíamedirsuactividad,se
decidió llevar a cabounapurificacióna granescala.
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A B O

Figura 54: Flectroforesis de
una alícuota del medio
extraceltílar de céltílas de E
rol! conteniendo pINGIJ2 ti-as

RNasa 16 h de inducción con

de E. Col! í-arabinosa. A: PAGE-SDSteñidaconazul de Goomassie.
en condiciones no reductoras,
B: parrones preteñidos dc masa
molecular, C: zimograinade la

RNasa U2 misma muestra que en A.
madura

Producción en Eseherichiacdi

Parapurificar la RNasa1)2 de E. col! se utilizó el plásmidoplNGtI2
con célulasW3 lío, segúnel protocoloquesedescribeen el correspondiente
apartadodc métodIos.Resumiendo,seoperó de la siguienteforma. Con esta
cepatransformadaporcl plásmido,secultivaron21 demedio,queseindujeron
con L-arabinosa.Se separóel medio extracelularpor centrifugación y se
dializó.Estedializadosefraccionómedianteunacromatografíadeintercambio
ío.níeoen l)EAE-celulosaa pu 6.0. iras la elución.serecocíeronlas fracciones
cíuc presentabanactividad,tanto en ci ensayofrente a RNA total coñ~o en el
zimograma.

El conjuntode fraccionesactivasrecogidasdel DEAE seconcentrós
seaplicó en la coltuxinade penetrabilidadde Biocel [‘ICEn estacolumnase
consiguesepararla RNasa1)2 dc la RNasade E. col!, peroel espectrode las
fraccionesrecogidasindicabaquehabíaotroscontaminantes;entreellos,otra
proteínamayor. Paramejorar la purificación, se pasó la muestrapor una
columna de penetrabilidad(<sSuperdex»)en sistema FPLC. En el perfil
obtenidotrasestacolumna,demayor resolución.seobservóun pico principal
de absorbancia,que no coincidía exactamentecon el pico de actividad
Asimismo, en la eleetroforesisdc estasfraccionesse observaquehay más de
una banda.aunquees curiosoque en las cromatografías(le penetrabilidad,
realizadasen dossoportesdistintos,las dosproteínaseoeluyan.En definitiva,
no selograbala purificacióneficazde la proteína,y el rendimientoobtenido no
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fue demasiadobueno,por lo que seoptó por intentar la producciónde la
proteínaen otro sistema.

Estrategias de producción en Pichiapastoris

Paralaproduccióndela proteína,seeligió ensegundolugarla levadura
Pichia pastorls, pensandoen que presentaríauna serle de ventajas.Una
primera.de caráctergeneral,esque,al tratarsetambiéndeunaproteínafúngica,
el uso dc un organísmomasparecidopodríaayudara sumejor producción.
Estoseconcretaenquelasrutasdesecreciónseránenprincipio másparecidas,
porlo queel plegamientode laRNasa1)2 puederealizarseenun ambientemás
parecidoal que encuentraen el hongo original. Así, es previsibleque se vea
favorecidala correctaformaciónde los trespuentesdisulfuro.Otraventajaera
la posibilidad dc poder controJarel pH del medio de secrecióndondese
acumula la proteína lo que es especialmenteimportante para evitar la
formaciónde enlacesisoaspartatoen laRNasa1)2. comoya seha comentado.
Todas las estrategiasabordadassuponíanla producciónextracelularde la
proteína,paramimetizarla rutade biosíntesisen el hongoy, además,evitarlos
indeseablesefectoscitotóxicos quetendríasu producciónintracelular.

Estrategia pPICU2

La primera estrategiaque se planteó fue producir la RNasa U2
fusionadacon lasecuenciapreprodelfactorudcapareamientodeS.cerevtslae.
títilizandoparaello el plásmidopPIC9de Invitrogen,construyendoun vector
denominadopPICU2(figura55),mediantela ligacióndcl genr;w2 fainqueado
por los sitios de restricciónSalT y NoiI, en los respectivossitios compatibles
.-Vhol y NoII depPIC9.con la precauciónde colocarlas secuenciasde la RNasa
1)2 y el péptido líder en fase.Estaestrategiase habíautilizado con éxito en
nuestropropio laboratorio,en la produccióndel alergenoprincipal del polen
de olivo. Ole e 1, obteniéndoseun rendimientode 60 mg/l (Huecasct al.,
1999).
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KexZp 
GolgB 

Figura 55: esquema de la estrategia pPICU2. 

Tras construir el plásmido pPICU2 y verificar su secuencia, se digirió 
con B$II para obtener un fragmento lineal cuyos extremos solapasen con el gen 
.4O.Y1. Con este fragmento SC transformaron células GS 115. y se seleccionaron 
aquellos transformantes que presentaban fenotipo Mut”, con los que se llevaron 
a cabo experimentos de producción piloto, evaluando la producción de RNasa 
U2 en los caldos extracelulares mediante PAGE-SDS y zimograma. Si bien no 
se detectaba la proteína tiñendo con azul de Coomassie los geles de 
electroforesis, sí se observaron en varias de las cepas transformadas distintas 
bandas de actividad en el zimograma. Una de ellas correspondía con el tamaño 
esperado para la RNasa U2, pero también aparecían bandas de mayor tamaño 
(figura 56). 
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pPICU2 PHSU2
Figura 56: Zimograma frente a
poli(A) de los medios
extracelulares de cepas
transformadas con pPICU2 o
pl-.15t92.Seseñala con una flecha

la banda correspondiente a la
RNasa 132 madura.

--. RNasa U2
madura

La presenciade estasbandasde menormovilidad electroforéticase
achacóa queen el extremoaminode la proteínamadurahay unacisteinaque
forma parte dc un puentedisulfuro. Con cl vector pPIC1)2,la célula debe
producirun precursorque,trascortárselela secuencíaseñal,sedirige a la ruta
de secreción,dondeesplegadoy enviadoal aparatode Golgi. Aquí actúanlas
proproteinaconvertasas(discutidas en profundidad anteriormente),que
tendríanquecortarla secuenciapro tras los residuos-L-E-K-R-. Sin embargo,
los resultadosobtenidossugeríanque la presenciadel puentedisulfuro en la
queestáimplicada la eistcínadel extremoamino impedíael cortecorrecto,
produciéndose,ademásde la RNasa1)2 madura,especiesmal procesadas,de
mayormasamolecular(figura 56), o inclusoagregadosdebidosa la incorrecta
formaciónde puentesdisulfuro intercatenarios.Estaestrategia,por tanto, se
abandonó.

EstrategiapIISU2

A lavistade los resultadossusodichos,seoptó porutilizar el plásmido
pHIL-S1 deInvitrogen.quetambiénsehabíaempleadoconéxitoparaproducir
la u-sarcina(figura 57). Enestecasosefusionabalaproteínamaduraal péptido
señalde la fésfatasaalcalinade P. pos/cris, incluido en el plásmido.Deesta
forma se pretendíaevitar el problemade procesamientoqueparecedarseen
pPIC9, ya que el péptido señales cortadopor la peptidasaseñalcuandola
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proteína se transloca al retículo endoplásmico y, por lo tanto, la proteína no se 
encuentra plegada y el puente disulfuro no se ha formado todavía. En la 
construcción usada hay tres aminoácidos. Arg-Glu-Leu, que hacen de 
espaciadores, resultantes de la estrategia necesaria para la yuxtaposición de los 
fragmentos de DNA, consistente en la ligación del gen ~~7.242 flanqueado por los 
sitios de restricción M$I y BgnI en los sitios EcoRI y BamHI de pHIL-Sl 
(figura 57). El plásmido así obtenido se denominó pHSU2. 

pCR- ‘\ 
UZMB 1 

‘\ / 
i-l/’ 

SPasa --. 

d 

Figura 57: esquema de la estrategia pHSU2 

Con el fragmento lineal de pHSU2 cortado con BglII se transformaron 
células GS 115, seleccionando una vez más los transformantes que presentaban 
fenotipo Mut”. Con estos se llevaron a cabo experimentos de producción piloto. 
en los que se observó, al hacer el zimograma de los medios estracelulares, que 
se producía una única banda activa. correspondiente al tamaño esperado para 
la RNasa U2 (figura 56). Se seguía produciendo muy poca proteína, al igual 
que pasaba en E coli pero. al no producirse lisis, el medio extracelular de P 
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pastorísteníapocasproteínasextracelularesy enbajaconcentración,comoes
habitualen los cultivosde estalevadura.Además,no seapreciaba,al contrario
que en E. co/!, la presenciade ningunaotra RNasacontaminante.Por eso,se
decidió abordarsupurificación.

Producción en Pichiapastoris

En estecaso,paraproducir la RNasa1)2 en estesistemacucariota,lo
primeroquesc hizo fue seleccionarla cepa05115 transformadacon pHSU2
que produjeramás RNasaU2. Dado que la transformaciónpasapor la
integración¿enómicadel DNA heterólogo(o, al menos,del gen HJS4usado
parala selección).seproducentransformantesmuy distintos,porqueel DNA
heterólogose integradevariasformasy en distintasposiciones,comoya se ha
explicadoen cl apartadodedicadoa la df-sarclna..

Parafacilitar esteprocesode selección,lo quese hizo fue desarrollar
un método para ensayarfenotípicamentela producciónde la proteínaen
múltiplescepas.Esteconsisteen inocularlas cepasen MM con agar,un medio
dondesc incluye el metanol.que esel inductordel promotorutilizado para
producirla proteína,conteniendoademásRNA de levadura(al 2%) y azulde
toluidina, El colorantetiñe de azul el RNA intacto pero. al secretarlas cepas
la RNasa.ésteesdigeridocambiandoel coloranteaunatonalidadroja, quese
puedever a simple vistao con un sencillo filtro azul. Estemétodo facilita
extraordinariamentela eleccióndc la melor cepaproductoray es muy sencillo
de aplicar en el caso de la RNasaU2, una ribonucleasamuy activa, poco
específicay con un pH óptimo ácido.

Paracoínpletarla seleccióncon las cepasquemásproducíansegúnel
criterio anteriorse hicieron ensayosde producciónpiloto en medio líquido,
midiendola cantidadde RNasaU2 mediantela cuantificaciónde la hidrólisis
dc RNA. Trasestasegundaselección,queya seaplicó a un númeromenordc
cepasproductoras.seeligió aquellaque másRNasaU2 secretabaal medio
extracelular.

Producciónen mediosemiminimo

Sc hizo una primera produccióndc RNasaU2 utilizando medio
semimínimo(BMGY y BMMY), comosehabíahechoconlau-sareina(véase
el apartadocorrespondiente)y con Olee 1 (Huecaset al., 1999).Enestemedio,
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ademásde incluir los componentescíe un medio mínimo (la mezclallamada
YN 13. biotina. unafuentede carbonoY otra de nitrógeno)y tampónfosfatoa
pH 6.0 (paracontrolarel pEl dcl medio de producción),se añadenpeptonay
extractodelevadura,queayudana consecuirmayoresdensidadesctecélulasen
el cultivo. y tambiénayudana evitar la acciónde proteasasextracelulares.Sc
trata, por tanto, cte un medio relativamenterico y con el color «miel»
caraeteí-í=-ticodelos calcIosdecultivo queincluyenpeptona,triptonao distintos
extractoscelulares.Se recalcaesteaspectodcl colorporquecuandose llevó a
cabola cromatografíade intercambioíónico quesuponela primeraetapade la
purificación,sedetectóla presenciadecontaminantesdetonalidadamarilla,no

proteicos. cuyos valores de absorbancia.con n.£áximos a 260 orn.
distorsionabantodas las medidas.Además,estassustancias,que estarían
carnadasnegativamente,interferíanconla retencióndela proteínaen cl soporte
cromatográfico.Se intentó eliminarías,mediantela utilización cíe carbón
activo,pero no fue posible.

A la vista de queno sc lograbapurificar la RNasa1)2 por la presencia
dc estos:contaminantes,se optó por utilizar otro medio. minimo e incoloro.

Producción en medio mínínio tamponado

Antescíe realizarun purificación a gran escala.se ensayarondistintas
condiciones.utilizando medio tamponadoo no y variando la adición de
oletanol durante la fase dc inducción, como se expusoen cl apartadode
métodos Estas pruebas indicaron cíue se obtenía mayor actividad
ribonucleolíticaen medio tamponadoy con adición dc metanoldos vecesal
cha, por lo queseutilizaronestascondicionesparaparificar la proteina.

En estaspurificaciones,los espectrosdcl medioextracelulareranva
claramente,tras la diálisis, los de una fracciónproteica,ademásdc queno se
observabael mismocolor amarillo intenso.Trasdistintaspruebasde elución
de la cromatoísrafl’ade intercambioiónico con DEAR-celulosa.sedecidió
utilizar parala elucióndc la proteínaen un gradientede concentraciónsalina.
desdeO a 0,5 Nl de NaCí. Las fraccionescon actividadribonucleolíticaa pH
ácidose concentrarony-se volvierona fraccionarmedianteunacromatografía
de penetrabilidaden una columnade Sephaclcx0—75.
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Fermentación

Con laideade aumentarel rendimientoen la producciónde RNasaU2
con la mismacepa,seensayóel cultivo en fermentación,en colaboracióncon
los Drs.1-lumbertoMartíny MaríaMolina, delDepartamentode Microbiología
II de la Facultadde Farmaciade estaUniversidad.

Esta se llevó a caboen un fermentadorBiostat E, con una vasijade
cristal y acerodc 5,8 1 de capacidad,y 4 1 de medio de cultivo inicial. Se
siguieron las directricesde Strattonel al. (1998), cíue son las que aconseja
tambiénla empresaInvitrogen.En la primerafase,el crecimientodel cultivo
screalizaen cl medio inicial, quecontieneun 40o de glicerol, y scalcanzóuna
densidadcelular(0D6%) de 52. con un pesohúmedode 65 gIl. Despuéssehizo
unasegundafasede crecimientopor alimentaciónexternade glicerol al 500 o.

enla queseduplicóla masacelular(densidadópticadc 115,130gIl). Traspara
la alimentacióncon glicerol, sedejóagotareste,hastaque subió el porcentaje
de oxigenodisuelto.Entoncessc inició la inducciónde las células,lo que se
hizo con un flujo constantedc 0,2 mí/mm de metanol, tal y como está
recomendadoen las citadasdirectrices,en las queseindicaquede estaforma
se compensala pérdidade metanolque se produce,tanto por el pequeño
consumode las célulascon fenotipo MutS. comopor evaporación.

Sin embargo,se observóque a partir del segundodía de inducción la
masacelularempezóa disminuir. 1 laciael final del cultivo se fue observando
que aparecíancélulasde menortamañoy sin refringencia,y al centrifugarel
cultivo aparecierondospoblacionesde células:unasde colorblancoy otrasde
color grisáceo,que sedimentaronantesen la centrifugación,y que no se
reprodujeronapenasal sembrarlasen unaplacadeYPD. Por tanto, estábamos
anteun casodc muertecelular,quepodríadebersea doscausas:un excesodc
metanolen el medio. quepudierasertóxico, o quela producciónde laRNasa
1)2 fuerala causantede la citotoxicidad.

Se valoró la actividadribonucleolíticaa pH 4,5 dc las alícuotasde la
fasede inducción,observándoseque la actividadiba aumentando,pero que
permanecíasiempreen nivelesmenoresque en los cultivos en matraz.En
colaboracióncon Nuria Peñay el Dr. Julio Reviejo. del Departamentodc
QuímicaAnalíticade estaFacultad,sevaloró la concentraciónde metanolen
las muestras,utilizando un biosensorque han desarrollado,y que utiliza
precisamentela alcoholoxidasade P. pastorlÉ. Los resultadosindicaronque,
cuandola densidaddel cultivo empezóa decrecer,la concentraciónde metanol
cocícultivo yaerasuperioral 5%, y quesesiguió acumulandoel metanohasta
lIcuar a nivelesmayoresdel 200 o. Dehecho,la concentracióndcmetanolen el
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mediodecultivo erapocoinferior a la correspondienteala cantidaddemetanol
quese habíaañadidoen cadatiempo,por lo queno seconsumíaprácticamente
nadade inetanol en cl cultivo. Por tanto, estoes lo cíue habíaprovocadola
toxicidad parael cultivo, haciendoque no fuera viable y que, por tanto, no
produjeracantidadessit~nificativasde RNasa1)2.

En estosmomentosse ha abordadoun nuevo ensayode fermentacion.
en ci que sc va a medir la concentraciónde metanolpresenteen el medio
durantetodala fasede inducción. utilizando esosvalorespara‘ajustar dicha
concentraciónal nivel de induccióndeseado,entre0,5 y 1 9/a,

Purificación de la RNasaU2 natural de Ustilagosphaerogena

la R.Nasa 1)2 se descubrióy caracterizóa finales de los años60 y al
comienzode los 70 (Arima et al.. 1 968a;Rushizkv. 1970).Además.scconoce
desdehaceunosañossu estructuratridimensional(.Noguchietal.. 1995).Todo
ello induce a pensarque se trata de una proteínabien caracterizada.Sin
embargo,esto no es así. A pesarde ser pequeñay- catalizar una reaccion
«sencilla», reúne toda una serie de peculiaridades,ya comentadas,que la
conviertenen una enzima muy- sineular.Muchasde estaspeculiaridadesno
estánbienexplicadaso caracterizadas~otras,dluc sehanobservadoclurrintela
realización(leí trabajopresentadoen estaMemoria,ni siquierasecomentanen
las publicacionescon’espondientes.Todo ello obligó a purificar RNasa1)2
natural, a partir del hongo U sphaerogena,para utilizarla como referencia.
Especialmenteen lo querespectaa su comportamientoeleetroforéticoy a su
espectrodc emisiónde fluorescenciaque. comosc discutemásadelante,son
muy singulares.

Con el fin dc llevar a cabo estapurificación, se obtuvo la cepade
t siíhuo sphuerogenaC135 534.71. equivalentea la A.iCC 12421.que se
crecióenPDA. observándoseunamorfologíasimilar. Se rcalizaronpruebasde
produccióndc la RNasa1)2. valorándosela actividada pH 4.5 frentea RNA
total.

La purificaciónse realizóa partir de 3 1 dc MU, quese inocularoncon
un precultivocrecidoen PI)i3, queseincubarona30 >2C durante100 h. Al cabo
de estetiemposerecogieronlos cultivos quecrecíandeforma«desagregada»,
queeranlos queproducíanmásactividad,descartándoseun cultivo quecrecía

r --Ii-.-.. r1 - -

en íurma cte «estreíías»íííarrw.ntosas.i)e estos cultivos se separóci medio
extracelular.al que sc sometió al mismo proceso dc purificación que a la
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RNasaU2 recombinantede P. pastorls. En las eromatografíasse midió
también la actividad ribonucleolíticaa pH 7,5. pues en estascondiciones
también se produce la RNasaUI, observándoseque se separabaen la
cromatografiade intercambioiónico, como sedescribióanteriormente(Arima
et al.. 19684.

Caracterización de la proteínas nativa y recombinante

El análisis eleetroforéticode las RNasasU2 obtenidas,tanto de
Usil/agosphaerogena(natural)comodePich!apaswr!s(recombinante),reveló
que las proteínaseranhomogéneamentepuras,al menosen lo querespectaa
la contaminaciónporcomponentesproteicos.Se compararonlas movilidades
electroforéticasde las proteínasobtenidas,reducidasy sin reducir,con las de
los patronesde masamolecular(figuras 58 y 59). Eso permitiócalcularunas
masasmolecularesde 9,5 kDaparalaRNasaU2 nativa,y de 10.6 kDaparala
recombinaí-yte,cuandono sehanreducido.Al reducirlascon 2-mercaptoetanol,
las movilidadescorrespondena 24,0 kDaparala proteínanativay 24,6 kDa
parala recombinante.

123456
.4~..... 97
~ 66
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Figura 58: PAGE-SDSde RNasa132 purificadade U. sphacrogcnu(2.5) y dep.pas-toris(1,
4), sin reducir (1.2) y reducida con 2-mercaptoetano] (4,5)3: patronesde masa molecular
preteñidos.6: patronesdemasamolecular(en kDa, a la derecha).
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Ambas proteinas sin reducir migran bastante más que lo que
corresponderíaa la masamolecularesperada(12.4kDaenla proteínanatural

12,8 kl)a en la recombinante),por lo que.. aún en presenciacíe SDS. la
proteínapareceser bastantecompacta,no asimilablea la formade varilla que
adoptan.la mayoríacíe las proteínasenpresenciade SDS, lo queseexplicapor
la presenciade los trespuentesdisulftiro. Aun teniendoesto en cuenta,la
diferenciaentreellases bastantemayorquela quecorí-esponderíaal aumento
de masamoleculardebidoa los tresaminoácidosextrapresentesen la proteína
recombinante,lo queapuntaríaa laexistenciade conformacionesdistintas.

Peroel hechomásdestacadoesla movilidaddc lasproteinasreducidas,
que sc comportancomo dímeros,ajustándosemejordíue los monómerosa la
movilidad prevista(24.8kDa parala natural,25,6kDa parala recombinante),
por lo queestaríanen unaconformaciónmásdesplegadaen presenciade SDS.
Hay quedescartarquela dimerizaciónseaproductode un error experimental
por no añadir suficienteagentereductor. ya que se ha probadotantocon
2-mercaptoetanolcomo con D1T. y siempre en condicionessaturantese
hirviedno las muestras,obteniendolos mismos resultados(figura 59). Esta
dimerizacionproducidapor la reducciónno seha conseguidoexplicar,ni se
hanencontradocñrosejemplosenlos quesuceda.Ni siquierase mencionaeste
hechoen los trabajosanterioressobre a RNasa1)2.

1 2 3 4
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Figura59: PAGE-SDS de RNasa 132 purificada deP d con distintos agentes
reductores. 1: con mercaptoetanol al 5%. 2: con ditiotreitol al 0.2%. 3: sin aqente reductor. 4:
patrones de masa molecular (en kDa).
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La purezade las preparacionesse confirmé con zimogramasfrente a
poli(A). en los queaparecíaunasolaactividadribonucleoliticaen la proteína
natural.En las preparacionesde la proteínarecombinanteseobservótambién
la bandade actividadribonucleolíticacorrespondiente.aunqueen algunasde
ellasseobservóotramás.de menoractix’ividad,quepresentabaunamovilidad
electroforéticasimilar a la de laRNasaU2 natural(figura 60).

12

Figura 60 Zimograma frente a

poli(A) de RNasaU2 purificada
de U sphaerogena (1) y de
E. pastora (2). Se han aplicado
0,4 pg de cada proteína.

El análisisde aminoácidosde la RNasaL12 natural y de la proteína
recombinante(tabla 20) se ajustarazonablementea lo esperadosegúnsus
secuencias,incluidos los tres aminoácidosextrade la proteínarecombinante.
Sin embargo.hay quedestacarsobretodo las diferenciasobtenidasen cuanto
al contenidoen algunosaminoácidos.

Si seobservala composiciónde aminoácidosde la RNasaU2 natural
purificada(tabla20) se ve que. en general,-casitodos los residuosseajustan
razonablementebien al valoresperado.Hay pequeñasdiferenciasque,en casi
todos los casos,sonatribuiblesa las deficienciaspropias del método. Por
ejemplo.el contenidoen Val e Ile esrelativamentebajo,peroya sesabequeel
valor correspondienteaestosdos aminoácidossiempresecalculapor defecto
si la hidrólisis ácidase lleva a cabodurantesólo 24 h. Sin embargo,es muy
llamativo el contenidoen Tyr, muy pequeñorespectoal esperado.En nuestro
laboratorio,la experienciadicequela Tyr esunaminoácidoquesecalculamuy
bien trasla hidrólisis ácidade las proteínas,salvoquehayatenido lugaralgún
procesode oxidaciónfuerte o que no sehayaalcanzadoun vaciosuficiente.
Tambiénpuedeocurrir, si no se añadencantidadescorrectasde fenol a la
mezclade hidrólisis,quesedoreel anillo aromáticoy, portanto, semodifique
el aminoácido.No parecequeesteseael casopueslas hidrólisisse llevarona
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cabosimultáneamentecon lasde u-sarcina,comoproteínapatrónenestecaso.
y se obieñieronvalorescorrectos,Por otro lado, tampocoes atribuible a la
presenciade unacontaminaciónproteicayaque los valoresde Met y Lvs. dos
aminoácidosausentesen la RNasaU2. estánde acuerdocon lo esperado.

Tabla 20: Análisis de aminoácidos de las RNasas
Reeowkir~inte

16= ~24

9,3 7.8
12,2

10,7 0,0
72 7.1
10,7 11,3
7,6 6,8
4.9 4.8

0,6 04
4,5 2,7

3,0
7,2 7.3
3,0 2,4
ud nd
2.2 2.8
0.5 0.5

__ 2.7
nd: no detcrnsinado

Número de residuos deducido de la secuencia primaria. En
residuo másde los marcadoscon asterisco.

U2 purificadas
Teórico a

21
9

1 0
9*
8
II
7
6
6
0
1’
*

3

1 0

2

o
3 -k

‘2~álr”
Mv
lb r
Ser
(ji lx

Cl’
A la
Val
Cvs
Met
Ile

1 cii

l\’Y
PEe

‘ftp
FIs
Lvs
A re

la proteína recomb inante Ii ay un

Sobre la composiciónde la proteínarecombinante(tabla 20) sepuede
Herir e mmnnn “ ~n los mismoster.mlnos,que ~ LkJ parala ~ e-o
el párrafoanterior, •l’odos los aminoadidos, en general,scajustana lo previsto
salvola Tyr. cuyo valor coincidecon el calculadoparala proteínanatural.En
este caso,tambiénesmuy baja. sin embargo,la cantidíadí de Asx. No seha
encontrado,por el momento,una explicaciónrazonableque permita aclarar
estaobservacion.

Se podríanexplicartambién las divergenciasencontradasseríaque sí
hubieraimpurezasen la preparación.Sin embargo,comoya seha comentado.
no se deteetaninguna otra proteínaen la PAGE-SDS, ni en condiciones
reductorasni sin reducir(conel grancambiode movilidadqueconilevaen este
caso), por lo que sepodría decirque estápura en másde un 990 o. Es poco
probablequeun componenteproteicoqueno sedetectaen la electroforesisesté
presenteen un a cantidadsuficientecorno paradistorsionarel resultadodel
análisis de aminoácidos.Otra explicación,másplausiblc seriaque hubiera
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alguna impureza de tipo no proteico. Por ejemplo, algún componente
nucleotídico que permanezcaunido a la RNasa durante el proceso de
purificación.De hecho,lahidrólisisácidadcnucleotidosrindeaminoácidoso,
al menos,moléculasque se comportancomo talesal ser fraccionadasen el
analizador(Dr. Martínezdel Pozo,comunicaciónpersonal).

En el espectrode absorciónen el UV-visible seobservaunasensible
diferenciaentrelaRNasaU2 nativay larecombinante(figura 61). Al calcular
los coeficientesdeextincióncon los análisisdeaminoácidos.seobtuvieronlos
valoresdc0,97l~g1 cm~’ paralaproteínarecombinante.y dc2.20l’g’ ~em’para
la natural.en contrastecon los publicadosparala RNasatJ2 natural,de 1,55
l41’em~ (Satoy Uchida. 1975d;Egami et al., 1980)y 1,84 lg~1cm< (Minato
e l-Iirai, 1979). En el caso de la proteínanatural, se podría considerarla
existenciadcotrabandadeabsorciónañadidaa la dela proteína,especialmente
sí seconsideralaabsorciónpresentea másde 315 nm, dondela proteínano
deberíaabsorber. Quizá sea esta otra banda.no debida a componentes
proteicos,la quepropicie un coeficientede extinción tanalto.
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Figura 61: Espectros de absorbancía de RNasa U2 natural
(línea continua).

300

(lineadiscontinua)y recombinante



175 Resultados y discusión

El espectrode dicroísmocircular(figura62), sin embargo,es igual para
ambasproteínas,tanto en el LIV próximo como en el lejano, y similar al
publicadoanteriormenteparala isoforma1)2-A. enla queno sehabríaformado
ningúnenlaceisoaspartato(Uchiday Shibata,1981), lo que permiteconcluir
quelaestructurasecundariasemantieneenambasproteínas,a pesardequetos
resultados electroforéticos sunieran la existencia de variaciones
conlormacionales.
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Figura 62: Ponsrsrno de CD en el. L1V lejano (A) y próximo. (E) de RN
coníi nua) y recomEnante (1inca d iscontin ría).
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Figura 63: Espectros de emisión de fluorescenciade las RNasas ti2 purificadas nativa (A) y
reconibinante (E), para excitación a275 nm (Iineacontinua)y995 nm (línea discontinua). Las
unidades de emisión son arbitrarias

El espectrode emisión de fluorescencia,sin embargo,sí muestrauna
clara diferenciaentre ambasproteínas(figura 63). Hay que recordarque la
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RNÁsa112 tiene un só!oresiduode tríptófanoy diezde tirosina.En laproteína
natural,sólo seobservala emisiónde fluorescenciatípicade las tirosinas.Sin
embargo,en la proteínarecombinante,se observaun aumentode la emisión,
claramenteatribuiblea unacontribuciónde Trp. Estoesaúnmásevidentesi
scexcitaa295 nm(figura 63).Por tanto.el Trp seencuentradesactivadoen su
emisiónde fluorescenciaen la proteínanatural,lo queno sucede,al menosde
formatan intensa,en la proteínarecombinante.El espectrode fluorescencia
quehay publicadoparala RiNasaU2 naturalpresentala mismadesactivación
de la fluorescenciadel triptófano que la observadaen este trabajopara la
proteínanatural (Minato e Hirai, 1 979).

En cuantoa la actividadenzimáticadcambasproteínas,los valoresde
(a actividadespecíficaobtenidossonbastantesemejantes(tabla21). La mayor
actividad específicade la proteína recombinantepuede ser un artefacto
metodológico,puestoque no se han podidorealizarsimultáneamenteambas
determinaciones.Asimismo, no se han comparado con los valores
anteriormentepublicados,puestoquedichosautoresno utilizabanel mismo
métodoquecl aquíempleado.basadoenlaprecipitaciónconacetatode uranilo
(Dickmany Trupin, 1959: GarcíaSegura,1985).

Tabla 21: Actividad especifica frente a
a ApA de las RNasas U2 purificadas.

RNA y parámetros de la actividad enzimática Frente

Actividad
RNasa U2 específica

(u.a.Ig”)

Actividad frente a ApA

K,,, mM) k (n>in<)

Natural 7000 45 ±8 271 3

Recombinante 7600 200±27 3514

Los parámetrosdela reacciónfrentea ApA tambiénsonsimilares(tabla
21),y tambiénenestecasono sepuededescartarun cierto errormetodológico,
puestoqueel númerode puntosutilizado no ha sido el mismoen amboscasos.
En estosmomentossc estárealizandoen mejorescondicionesdicho ensayo,
paradar unosvaloresmásfiables.

Unavezscdispongade esosdatos.se podrácomprobarla utilidad del
sistema de producciónrecombinantede la RNasa 112 en Y pastor!». Sin
embargo.no esnecesariodisponerde esosdatospararealizaruna primera
discusiónsobrela conformaciónestructuralde la proteínarecombinante.
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La proteína nativa y recombinante pueden tener distinto patrón de 
puentes disulfuro 

La RNasa U2 nativa tiene tres puentes disulfuro, dos de los cuales están 
juntos, pues implican a los residuos Cys 54 y Cys 55 (Sato y Uchida, 1975~). 
Uno de ellos, el formado entre las Cys 55 y 96, está muy próximo 
espacialmente al Trp 60, según se deduce de la estructura tridimensional (figura 
64). Así, este puente disulfuro podría ser el agente desactivante de la 
fluorescencia del Trp 60 en la proteína nativa. El otro puente se forma entre las 
cys 1 y 54. 

Figura 64: sobre la estructura en cinta de la RNasa U2 (en azul), obtenida del cristal de la 
isoforma U2-C (Noguchi et al., 1995; referencia 1 rtu del PDB), SC destaca el Trp 60 (en rojo) 
y los pares de cisteínas de los puentes disulfuro: en verde. el par 55-96, y en amarillo el I-54 
(a la derecha) y el 9- 113. En naranja se destacan los átomos de azufre. 

Sin embargo, esta desactivación no se da en la proteína recombinante. 
por lo que lo que puede suceder es que los puentes disulfuro estén mal 
formados. De hecho, la diferencia de secuencia entre las dos proteínas afecta 
precisamente al extremo amino, donde la recombinante tiene tres aminoácidos 
más. Al estar las dos Cys tan próximas, sería posible que se formaran dos 
puentes distintos manteniendo el mismo plegamiento global, 10 que incluiría 
la misma estructura secundaria; por eso: los espectros de dicroísmo serían 
iguales. y la actividad de la proteína no se ve afectada en gran medida. Sin 
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embargo,estareordenaciónloca] sí explicaríala falta de desactivaciónde la

fluorescenciadel Trp.

Asimismo, la diferenciaen los puentesdisuJfuro explicaríala gran
diferenciade movilidadelectroforéticaqueseobservaen la electroforesisen
condicionesdesnaturalizantesy no reductorasque,comoya se dijo, esmayor
que la meradiferenciade masa.De hecho,en algunoslotes de la proteína
recombinantese puede apreciar una banda de movilidad electroforética
parecidaa la de la proteína nativa (figura 60). Esta banda se podría
correspondercon unafracciónde la proteínaquetuvieralos puentesdisulfuro
semejantesa los de la proteínanativa. De hecho,la cantidadde estabanda
aumentaalgo si se deja la proteínaen el medio de cultivo, dondefácilmente
pudierahaberuna disulfuro isomerasaque ayudaraa la reordenaciónde los
puentes.
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CONCLUSIONES

Sc ha detectadopor varios métodosla presenciade ribotoxinasno
conocidaspreviamenteenvariasespeciesdehongosAscomicetos:Aspergí/ms
vir!dh-zutans.1. /ischeri,A. glaucus y Pveosarlotyaglabra, asícomoenalgunas
cepasde <-1 giganteas.Asimismo, se ha descartadosu presenciaen otras
especiesdel géneroAspergillusy de otrosrelacionados.Dc estaforma, se ha
demostradoque las ribotoxinas están más extendidasentre los hongos
filamentososde lo quesecreíahastaahora.

Las ribotoxinas detectadasse han secuenciadoparcialmente,
comparándolascon las conocidashastaentonces.Sc destacasugransimilitud,
lo díue implica unagranconserxaciónevolutiva,unavezquehanadquiridolos
elementosque les dansu funcionalidadparticular.El análisisde la variación
estructuralentreellas ha permitido clasificadasen distintos grupos.Estos
grupossecorrespondenenbuenamedidacon los grupostaxonómicosdefinidos
morfológicamente.exceptopara el caso de las ribotoxinasde Penieilliurn,
secuenciadaspor otro grupode investigación,que seríanintermediasentrelas
ribotoxinasde distintascepas(le A. giganteas.

Medianteel alineamientode suestructuraprimaria,se ha detectadola
homología dc la hirsutelina A. una proteína producidapor un bongo
entomopatógeno.Hirsutella thonipsonii. con las ribonucleasasmicrobianas
extracelularesde la superfamiliade la RnasaTi. Se hanpodidoestablecerlas
similitudesy diferenciascon las RNasasno citotóxicasy con las ribotoxinas,
situándosede forma intermediaentreambosgrupos.Así, se ha hipotetizadola
posibilidad de queestaproteínasea un intermedioevolutivo, en el que estén
presentesalgunasde las propiedadesde las ribotoxinas.

Sc ha donadoy expresadoel gen de la u-sardinaen la levadura
metítotrólica Pichíapastoris,produciéndoselaproteínamaduracorrectamente
plegaday activa, trasoptimizarcl procesode maduraciónpostraduccionaldel
precursor.aunqueconun rendimientoquenosuperaactualmentealos sistemas
de producciónquesehanconseguidoen Esuherichiacol!. Estesistemapuede
serutilizado parala producciónde formasmutantes.especialmenteaquellas
queofrezcanmayordificultaden E. ccli, comolas quepuedanimplicar a los
residuosde cisteina.por su papelen la formaciónde puentesdisulfuro.
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Se hanpurificadox- caracterizadolas dosformasextracelularesde otra
proteínaeitotóx ida producidaporAspergillns- aRruo/cus,laproteínaantifúngica5-> -

(AFP). Se ha podidodeterminarque la forma mayor (IP.áEP)esun precursor
dic la forma madura,de menoractividad, y queevolucionaparadar la forma
realmenteantifúngica.

Además, dc estos resultadosse han obtenido varias conclusiones
respectoal mecanismode produccióny secreciónde estastoxinas, tanto en
Aspergiih.ns-comoenPichia. Unadeellases qtíela secuenciaseñaldesecrecion
de la rÍ—sareina. propia de A gigan/e¿ns,es reconocidaen P. pus/cris.Por lo
tanto, se disponede un vector que podría ser utilizado para la seerecion
eficientedeotrasproteínasenestalevadura,ademásdeclac permitepensarque
esasecuenciaseñalpodríaserreconocidaen otros organismos.

Seha demostradoque esprecisamenteel reconocimientoefectivo de
la señal de secreción, y la inmediata trauslocacióncotraduccionalde la
ribotoxina nacienteal retículo endoplásmico.lo que permiteal organismo
productor,va seael original u otro hctdrólogo,la protecciónde los ribosomas
propios frentea la accióncíe las toxmn15

Sc ha establecidoqueel mecanismode procesamientoproteolíticodcl
precursorde u-sarcinaseda en varios pasosa lo largodc la rutade seeredion:
tras el corte de la secuencia scnal podría participar una dipeptidi].
aminopeptidasa;el cortedc la secuenciapro remanentees realizadopor una

proproteinaconvertasa,lo querestíltaen la proteínamadura.

tambiénse ha esuxblecidoel mecanismode procesamientode la AFP
en As-pe¡-gíllus.que utiliza pasoscomunescon cl de la u-sareina:trasel corte

por la peptidasaseñal.actú.a la misma proproteinaconvertasa.liberando al

medio extracelularla lf-AFP. precursorade la AlT, como vase ha dicho.

1-a propr~teínaconvertasaimplicadaen estoscortesno actúade igual
formaen A.s-pc¡-g¡I/usdj ue en 1’ pus/cus,presentandodi licrente espeel1.1 c.i dad.
Precisamentees este pasoel que se ha optimizado en la producciónde la
u-sardinaen JI pus/cris.

Sehaestudiadoel mecanismocatalíticode la u-sarcina,demostrándose
que es un mecanismode tipo «ciclante». en cl que están implicadasdos
reaccionesdie transferencia dic protones:unatracisfosforilaciónque rompeun
enlacefosfodiésterparadar un productocon un grupo fosforilo unido deforma
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cíclica a la ribosa.que es la reacciónmásrápida; y una hidrólisis de este
productocíclico.

Se ha estudiadola dependenciade estaactividadribonucleolíticacon
el pl-E estableciendoque la a-sarcinaes una ríbonucleasaácida,con un pH
óptimo dc 5.0, lo que representauna similitud más con la RNasa112. a
diferenciade lo quesecreíahastaahora.

Se hadeterminadoel papelde los residuosqueparticipandirectamente
en la reacciónácido-basedetransfosforiiación:la 1-lis 137 esel ácidogeneral.
mientrasque el Glu 96 esla basegeneral:la Lbs 50 actúacomomodulador,y
no participadirectamenteen la cesiónde protones.

Sehadonadola secuenciacodificantedel gende la RNasa112. tanto
del DNA genómícocomodel cDNA, detectándosela existenciade un intrón.

Se ha conseguido producir la RNasa 112 madura, de forma
recombinantey mediantesecreciónal medioextracelular,tantoenE. cotí como
en P. pus/cris, tras probar distintas estrategias,aunquecon muy pequeño
rendimiento.

Sehanpurificadoy caracterizadotanto laRNasa112 nativade Ust!lagc
sphuerogcnu,coino la reconibinanteproducidaen 1’. pus/cris. Aunque la
pioreina recombinantees activa y poseeuna estructurasecundariasimilar.
presentaunavariaciónconforniacional,quepuedeserdebidaa unadiferencia
en la formaciónde los puentesdisulfuro, tal vezprovocadapor la presenciade
tresaminoácidosextraen el extremoamino.

Por tanto, se disponede sistemasque, con algunasmejorasque ya se
plantean,permitiránla producción.no sólo de la RNasa[12,sino de formas
mutantesen las que se incorporenlos elementosque hay presentesen las
ribotoxinas,colaborandoa establecerasí cuál es supapelen las propiedades
característicasde estasproteínastanevolucionadas.
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