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RESUMEN

La a-sarcina es la mas conocida de la familia de las ribotoxinas
flngicas, proteinas citotdxicas sceretadas por hongos filamentosos, que
presentan una exquisita especificidad de sustrato por un solo enlace del
ribosoma, a la vez que la capacidad intrinseca de atravesar membranas
celulares. Son proteinas que se habrian especializado por evolucion a partir de
un gen de la familia de las ribonucleasas microbianas extracelulares, menos
especificas y no citotoxicas, como la ribonucleasa T1. Se ha estudiado la
presencia de ribotoxinas en varios hongos del género Aspergillus y otros
relacionados. concluyéndose que la ribotoxinas estan mas extendidas entre los
hongos filamentosos de lo que se creia hasta ahora. También se ha estudiado
la relacidn filogenética entre ellas. Asimismo, se ha encontrado un posible
intermedio evolutivo en la hirsutelina A, al comparar su estructura primaria. Se
han estudiado los mecanismos de produccion y secrecion de toxinas en
Aspergillus, tanto en el propio hongo, A. giganteus, como en lalevadura Pichia
pustoris, tomando como modelos la a-sarcina y otra proteina citotoxica, la
llamada proteina antifingica (AP}, que se ha caracterizado en detalte. Se han
dilucidado los pasos que se dan en el procesamicnto proteolitico de los
precursores, estudiando mas en detalle la eficiencia de la secuencia senal y la
especificidad del corte por la proproteina convertasa homologa a la kexina
(Kex2p). Se ha estudiado el mecanismo catalitico de la a-sarcina,
estableciéndose que es una ribonucleasa ciclante acida, y los papeles que
cjercen los residuos cataliticos en la trans{osforilacton: la His 137 es el acido
general, y el Glu 96 la base general. Asimismo, se han conscguido sistemas de
produccion recombinante, en Escherichia coli'y en P. pastoris, tanto para la
u-sarcina como para la ribonucleasa U2. [ista ultima es la ribonucleasa no
citotoxica mas parecida a las ribotoxinas y servira de punto de partida para
establecer el papel de las zonas afadidas a las ribotoxinas durante la evolucion,
que le conferirian las actividades especiales que tienen.



Introduccion 1

INTRODUCCION

Las ribonucleasas microbianas extracelulares

Hay un grupo de ribonucleasas extracelulares, producidas por
microbios, que han sido estudiadas ampliamente v que forman una {amilia de
proteinas homologas (Hill et al., 1983; tabla T004). La ribonucleasa T'1 es la
mejor caracterizada de entre todas ellas, ya que se ha estudiado en profundidad
desde hace bastantes afios. con distintos enfoques. La produce ¢l hongo
Aspergillus oryzae, y es una proteina acida, pequefla (104 aminodcidos;
Takahashi, 1985) y con dos puentes disulfuro. Su estructura se conoce en
detalle gracias a estudios de difraccion de rayos X, y consiste en una pequefia
horquilla f en el extremo amino, una lamina § antipaparalela, en la cual estd
situado el centro activo, y una hélice a enfrentada a la cara contraria de la
lamina (véase la figura 3 mds adelante; revisado en Steyaert, 1997; Hahn y
Heinemann, 1994; Trie, 1997). Tiene una alta especificidad para romper RNA
de cadena simple tras residuos de guanina y su mecanismo de accidn,
ampliamente estudiado, consiste en dos ctapas: una transfostorilacion que
produce un 2":3'-ciclofostato, v su hidrolisis para dejar el fosfato unido por 3’
al residuo de guanosina (véase la figura 4 mds adelante), Estas reacciones se
dan mediante la utilizacién de residuos susceptibles de ionizacion como acidos
v bases generales. Concretamente, se han identificado estos residuos, que son
His 40, Glu 58 e His 92, aunqgue «ayudados» por ofros elementos de la
estructura (revisado en Steyaert, 1997; Hahn y Heinemann, 1994; Irie, 1997).
Fste mecanismo catalitico. denominado de «ribonucleasas ciclantes», es el
mismo que utilizan las otras ribonucleasas microbianas extracelulares, asi
como otra gran familia de ribonucleasas de mamiferos, representadas por la
RNasa A. También se ha estudiado en detalle su plegamicnto y estabilidad,
obteniendosc conclusiones generales sobre el plegamiento de proteinas
globulares (Pace, 1990; Pace et al., 1991; Hahn y Heinemann, 1994).

Sc pucde hablar, por tanto, de la gran familia de las RNasas de tipo T1,
dentro de la cual existen, a su vez, distintas subfamilias. El primer tipo es
producido por organismos procariotas, de los géneros Bacillus y Streptomyces.
La proteina mas caracteristica de este grupo es la barnasa (Hartley, 1997), o
ribonucleasa Ba, producida por la cepa H de Bacillus amyloliguefaciens. Se han
detectado otras ribonucleasas muy parccidas (con menos de tres sustituciones)
en otras cepas de Bacillus, asi como otra protecina, llamada binasa, de B.
intermedius, con la que mantienen un 85% de identidad de secuencia, y que
tienc a su vez homologos muy similares en otras cepas. En Strepromyces hay
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Tabla 1: RNusas microbianas exiracelulares de ta superfamilia de la T1 cuva secuencia se
conoce (la referencia es de las bases de datos SwissProt, EMBL o PIR), con algunas de sus
caracteristicas. Na se incluye a las ribotoxinas. «n® aan: longitud de la secuencia en
aminocidos.

RNasa Organismo Referencia _ESpeci- n’ puentes
secuencia ficidad aa  disulfuro
(n" accesp)

Bacillus

Binasa Bacillus intermedius P00649 G 113 {

(Bi)

Bp Bacilius pumilus P48068 G 109 0

Beo Bacillus coagulans P37203 G 109 v

Barnasa Bacilfuy amyvloguefaciens P0O064E ( 123 5

(Ba)

Bei Bacillus circulans P35078 G L10 0

Streptomicetos

Sa Streptomyces aureofaciens P0O5798 G 96 I

Sa3 Streplomyees aureofuciens P30289 G 98 |
CCM3239

Sa2 Streptomyees aureofacions (53752 G 96 I

St Streplomyees ervthraceus POOGSG G 1014 !

Hongos ascomicetos

Pchl Penicillium chrysogenim POY6d7 G 102 2

Phl Penicillium PO7446 G 102 2
brevicompactum

Ms Aspergifius saifoi PO0633 G 105 2

C2 Aspergitlus clavatus PO0652 G 104 2

Apl Aspergillus pedicus 226367 G 104 2

Ti Aspergillus orvzae PO06S | G 104 2

NI Newraspore craysu P(G640 G 104 2

Fl Fusariunm moniliforme p1o282 G 06 2

Fll Fuscrivm lateritinn P14t G 103 2

F2 Fusariam lateritium Plodlz G 10 2

Thi Trichoderma harzianum P26875 G 106 2

Hongos basidiomicetos

oy Ustilago sphuerogena PO7736 G 104 2

Pol Plewrons ostrealus AADB32829.1 G 101 3

Ul Listilawe sphaerogena 0654 G A 114 3

otro grupo de ribonucleasas extracelulares, similares entre si, y que presentan
un 20 0 25% de 1dentidad con la barnasa. pero que manticnen el mismo motivo
de plegamiento v actividad. Se conocen cuatro secuencias de este género,
denominadas ribonucleasas Sa (Shlyapnikov et al., 1986). Sa2 y Sa3
{Homerova et al., 1992), producidas por distintas cepas de S. aureofaciens, y
la St, producida por una cepa de S. ervihreus (Nakamura et al., 1982). Estas
ribonucleasas de Strepromyces tienen entre ellas identidades de secuencia entre
el 49 v ¢l 69%, v son mas parecidas ala familia de la T1 que a la de la barnasa.,
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por lo que se las podria considerar un puente entre los grupos eucariota y

procariota.
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Figura 1: Comparacion de las RNasas microbianas extracelulares de la superfamilia de
Ia T1. A: Alineamiento de las secuencias primarias de las RNasas mas representativas. Las
referencias estan en la tabla 1. Los niveles de sombra indican la identidad de residuos entre al
menos 4, 8, o lodas las secuencias. B: Topologia de puentes disulfuro, indicando €l namero
de residuo de las cisteinas implicadas en cada una de las protelnas enumeradas a la izquierda;
a la derecha se indican las RNasas que comparten el mismo patron de puentes disulfuro.
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Figura I (cont.): C. Arbol filogenético de las RNasas microbianas, indicando las distancias
entre ellas.

El segundo gran tipo de ribonucleasas microbianas extracelulares es el
de las producidas por microorganismos eucariotas. Los organismos productores
que se conocen son lodos hongos filamentosos, pertenecientes a distintas clases
y géneros. Entre ellos, hay algin basidiomiceto, como Ustilago sphaerogena,
que produce [as RNasas Ul y U2y Pleurotus ostreatus, que produce la Pol.
siendo Tos demds ascomicetos (tabla ). Una primera clasificacion estructural
divide a las proteinas de esta subfamilia en cinco grupos, scgun la disposicion
de los puentes disutfuro presentes (figura 1; Irie, 1997). La disposicion mas
frecuente es la de la ribonucleasa 11, que tienc dos puentes disulfuro. entre los
residuos 2 y 10 y entre el 6 v ] 103. Este uitimo puente esta conservado en
todas las demas ribonucleasas de eucariotas. Otro grupo incluye las RNasas F1
y Thl, que tienen el segundo puente entre los residuos 24 y 84 (segun la
numeracién de la T1). El tercer grupo es el de la RNasa Ul, cuyo segundo
puente esta entre los residuos 31 y §7. La RNasa (2 formaria otro grupo, pues
tiene tres puentes disulfuro, dos de ellos homadlogos alos de la Ul. Por gltimo.
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otro grupo es el de ta RNasa Pol, que tiene tres puentes, uno homologo a uno
de la T1, otro a uno de la U2, y otro distinto (figura 1).

No se ha publicado que ninguna de estas ribonucleasas tenga caracter
toxico. Sin embargo, existe otro grupo mas de ribonucleasas extracelulares de
hongos, con accidn citotdxica, englobado bajo el nombre de ribotoxinas. Dado
que son el objeto principal de los experimentos descritos en esta Memoria, se
habla de ellas en un apartado posterior. Antes, es necesario introductr mds en
detalle otra de las ribonucleasas estudiadas en el trabajo aqui presentado.

La ribonucleasa U2

En 1968, Arima et al. aislaron cuatro ribonucleasas del medio
extracelular de un hongo parasito de plantas, del género de los hongos del
tizon, Ustilago sphaerogena (Arima et al., 1968 ay b), alas que llamaron U1,
U2, U3 y U4. La RNasa U1 es especifica para guaninas y neutra, muy similar
ala Tl de 4. oryzae, y se corresponde con la RNasa extracelular que habian
aislado Glitz v Dekker (1964a y b). Las RNasas U2 v U3 son acidas y rompen
enlaces losfodiéster tras adeninas y guaninas. Posteriormente, se ha visto que
la U3 es la misma enzima que la U2. La RNasa U4, de la cual Blank y Dekker
atslaron simultanecamente varias isotormas (Blank v Dekker, 1972a), es una
exonucleasa que no presenta especificidad segun la base (Arima et al.. 1968b;
Blank v Dekker, 1972b). De forma independiente, Rushizky et al. (1970)
aislaron, de una cepa distinta del mismo hongo, una ribonucleasa extracelular
cuyas caracteristicas coincidian con las de la RNasa U2 aislada por Arima et
al., por lo que los autores concluyeron que podia tratarse de la mtsma proteina.

Después de su descubrimiento, csta enzima se estudio exhaustivamente,
tanto en sus aspectos fisicoquimicos como, sobre todo, enzimadticos,
especialmente por su utilidad para secuenciar RNA, en la que se aprovechaba
su especificidad por purinas {revisado por Uchida y Egami, 1971; Egamietal.,
1980), asi como por su utilidad para sintetizar oligonucleotidos (Koike et al.,
1971). Sin embargo, en la ultima década sdlo se ha publicado la resolucién por
cristalografia de la estructura tridimensional de una isoforma covalentemente
modificada (Noguchi et al., 1995), en la que el aspartico 45 se transforma en
un isoaspastato, y. de forma preliminar, la cstructura de cristales de complejos
de la proteina con andlogos de sustrato (Noda et al., 1997).

La RNasa U2 (EC 3.1.27.4) esta formada por 114 aminoacidos que le
confieren una masa molecular de 12400 (Sato y Uchida, 1973a; Kanaya y
Uchida, 1986 y 1995), vy posee tres puentes disulfuro {Sato y Uchida, 1975c¢).
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Se ha cstudiado en detalle su actividad enzimatica que es, como en el resto de
RNasas microbianas cxtracelulares, la ruptura de enlaces fosfodiéster internos
del RNA en las dos etapas va deseritas (figura 4). Sin embargo, esta proteina
presenta dos particularidades. Una es su intervalo [uncional de pH. entre 3.5 v
5,5 (Arima et al., 1968b). La otra es la especificidad que presenta por la basc
cuyo fosfato 3'es hidrolizado: acepta no solo guanina, sino también adenina en
esta posicion, incluso prefiriendo esta ultima (Uchida et al., 1970). Como
ocurre con casi todas las demas RNasas. también son sustratos de la proteina
los dinucleosidos monofosfato y nucleotidos ciclicos en 2":3' (Rushizky et al..
1970; Uchida ¢t al., 1970). lo que ha permitido un estudio detallado de sus
caracteristicas enzimdticas frente a este tipo de sustratos. permitiendo entre
otras cosas la asignacion de los pK, de los residuos que actuarian como acido
y base generales (Yasuda e Inoue, 1982).

Gracias al desarrollo de una metodologia para purificacion mediante
cromatografia de afinidad, se observd la presencia de dos isoformas en las
preparaciones de la proteina aislada de su fuente natural (Uchida y Shibata,
(981). La primera de ellas, llamada U2-A, es mayoritaria y es ¢l producto
natural de la raduccidn del gen. por o que se considera simplemente la RNasa
U2, La scgunda, U2-B, es un componente minoritario, que presenta la misma
cspecilicidad de base y la misma afinidad por ApA que la U2-A, pero tiene un
75% de la actividad especifica de la otra tsoforma {Uchida v Shibata, 1981).
Esta isolorma presenta un isoaspartato en la posicion 32, donde la asparagina
natural sc ha desamidado y ha sustituido el enlace peptidico normal del
carboxilo o por otro en el que participa el carboxilo f§ formado (figura 2),
reaccion que segun los autores se produce por incubacion en un medio alcalino
(Kanaya v Uchida, 1986), aungque también se ha deserito la formacion de este
tipo de enlaces a pH proximos a 4,0 (Olivai y Borchardt, 1993). Hay que
destacar. sin embargo. que el espectro de dicroismo cireular en el UV lejano
sufre una variacion mwuy acusada {Uchida y Shibata. 1981} que revela un
cambio importanie en la conformacion, gue podria ser mas importante a la hora
de explicar la menor actividad especifica observada.

Aunque se obtuvieron cristales de tipo I de la RNasa U2 hace veinte
afios, v se describid su caracterizacion preliminar en la primera reunion
internacional sobre ribonucleasas (Matsuzaki et al., 1989). no se resolvid en
detalle una estructura cristalina de la proteina hasta la publicacion en 1995
(Noguchi et al.) de la estructura de un cristal de tipo I, en el que se forma un
enlacc isoaspartato entre los residuos Asp 44 y Glu 45, Esta regidn parece estar
implicada en el reconocimiento de la base especifica, y el mencionado enlace
isoaspartato es distinto del que se forma en la RNasa U2-B, v no participa una
Gly, como suele pasar en este tipo de modificacion postraduccional. Asi, a la
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isoforma descrita en este cristal se le denomind U2-C y los propios autores
Figura 2: Formacion de cnlaces isoaspartato a través de un intermedio succininimida (tomado
de Wold, 1983). También se puede formar la succinimida a partit de un residuc de aspartato.
En el case de 1a RNasa U2, hay dos secuencias Asx-Gly que podrian sufrir esta reaceion.

sugieren que esta isomerizacion se hubiera producido cuando las moléculas se
agregaran al cristal, durante el largo tiempo (cerca de un afio a pH 4,5) en que
se estuvo formando. dado que no se detecté esta isoforma en la solucién madre,
y quiza debido a que la estructura de Asp 45 normal no pueda ser empaquetada
en la celda del cristal de tipo 1T (Noguchi et al.. 1995). En la estructura del
cristal también se explica que, de los dos pares Asn-Gly presentes en la
molécula (residuos 32-33 y 68-69), sélo se forme un enlace isoaspartato (el que
genera la isoforma U2-B) en el primero, puesto que s¢ encuentra precediendo
un bucle flexible, entre Asp 34 v Asp 37. Esole permite girar sus angulos de
torsidn y situarse en una posicion en que se puede dar {a reaccién entre el Cy
de la asparagina v el N de la glicocola. La formacién de este enlace puede
imponer algin cambio en a conformacion o la dindmica de la His 41 cercana,
lo que explicaria que se redujera la actividad en la forma U2-B aunque la
constante de disociacion del ApA parece ser la misma (Uchida y Shibata,
1981). Sin embargo, en el caso del par 68-69, su rotacién sc encuentra limitada
por la conformacion del enlace Gly 68-Pro 70 (Noguchi et al., 1995), y no es
posible la reaccion de ciclacion.
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En cuanto a la estructura general de la proteina, se encontrd que se
adapta al motivo general de toda la familia de RNasas microbianas
extracelulares (figura 3), con una lamina P antiparalela en posicién central, en
Cuya parte concava se sitian los residuos cataliticos, y con una hélice a en la
otra cara, asi como una horquilla B en el extremo amino.

His137 His137

T1

His137 His137

Sarcina Restrictocina

Figura 3: Comparacién estructural de las ribotoxinas a-sarcina y restrictocina con las
RNasas T1 y U2. A: Detalle de las estructuras tridimensionales mostrando los residuos
cataliticos estudiados en esta Tesis (enrojo), y algunos otros situados en el entrono del centro
activo (en negro).
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Sarcin :
i3
T1

Sarcina Restrictocina

Figura 3 (cont.): B: Alineamiento de las secuencias primarias, realizado segin la disposicion
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: Representacion en cinta de las estructuras tridimensionales, segun las coordenadas del
PDB: RNasa T1 (Irnt), RNasa U2 (lrtu), restrictocina (laqz, cadena A); y de uno de los
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conformeros de la a-sarcina (Pérez-Cariadillas et al., 2000). Los colores son los mismos que
en B. Notese que la horquilla del extremo amino de la restrictocina no estd completa.

Finalmente. se ha descrito de forma preliminar la estructura de cristales
de RNasa U2 con analogos de sustrato, con un analogo del intermedio de
reaccion, y con 3-AMP (Noda et al., 1997), aunque estas esiructuras no estan
disponibles ni se han publicado en detalle. Segun esta descripeion, la base de
adenina formaria enlaces de hidrogeno con el esqueleto de Tyr 44 v con la
cadena lateral de Glu 49, y el tosfato a hidrolizar queda rodeado por Tyr 39,
His 41, Glu 62. Arg 85 ¢ His 101 (Noda et al., 1997).

E] mecanismo catalitico de las ribonucleasas microbianas

Takahasht (1970} propuso hace treinta afos, basandose en la
modificacion quimica de la proteina, un mecanismo catalitico de tipo ciclante
para la RNasa T1, similar al que va se habia propuesto para la RNasa A
(Findlay etal.. 1961; Roberts ctal., 1969). en el que dos residuos de la proteina
participarian como acido y base generales en dos ctapas, como se expresa en
la figura 4. En la primera, ¢! Glu 58 participaria como base, v una His como
dcido. I'n estatransfosforilacion del enlace fosfodiéster. el resultado serfa la
tormacién de un enlace fosfodiéster ciclico, unido por 2"y 3'a laribosa. En la
segunda etapa, se hidrolizarfa el enlace en 2', con la participacion de una Hig
como base y el Glu como acide. Desde entonces, sin embargo, se ha tardado
mucho en determinar inequivocamente cudl era ¢] papel de cada residuo
implicado en la catdlisis (revisado en Steyaert, 1997). En este trabajo ha tenido
un papel fundamental ¢l estudio de proteinas mutadas de forma especifica.
ademas de la determinacion de la estructura tridimensional de la proteina con
gran resolucion. Se ha confirmado el mecanismo propuesto por Takahashi,
asignandose a la His 92 el papel de dcido en la primera reaccion, v de base en
la segunda. Fste par Glu/His es también el par babitual en el resto de RNasas
microbianas extracelulares (Nonaka et al., 1993), en contraposicion con los
restduos cataliticos de la RNasa A, que son las His 12 y 119 (delCardayré et al..
1995). Mas dificil ha sido establecer el papel de la His 40 que, segun los datos
de la estructura tridimensional, queda cercana al Glu 38, v al mismo {ado
respecto al sustrato, v que ayudaria a éste a realizar la catalisis (Steyaert etal.,
1990, Nonaka ctal., 1993). De hecho. durante muchio tiempo hubo controversia
sobre ¢l papel de ese residuo. ya que Nishikawa et al. (1996} postularon que la
His 40 serfa el residuo catalitico, junto con la His 92, basandose en las medidas
de actividad de mutantes de los tres residuos implicados. Sin embargo, la
mayoria de los estudios contirman el papel del Glu 38 como la base general en
la primera reaccidn. en la que la His 40 seria necesaria en su estado protonado
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para una actividad Optima, participando en la estabilizacion del estado de
transicion (Stevacrt et al., 1990; Stevaert, 1997). Sin embargo, en los mutantes
en que esta sustituido el Glu 38, parece que la His 40 puede participar como
basc general de ia transfosforilacion, lo que explica la actividad residual que
se obscrva en este tipo de mutantes (Steyaert et al., 1990; Stevaert y Wyns,
1993).

| ArGpA | | 2,3-cAIGMP | fs'-AfGMP |
HOH,C AIG HOH,C AIG HOH,C AIG
T N 0 7 o
™~ Rapido [ Lento
_— B ——_—
— !
6\1‘: \\ - \P/ Kl - = ? OH
SN P B s PTT HeB S bg
O— g:f) ,_/‘ u CE\ o e C\) (‘_)H =B/
- — H— . &
) cH . A HO 4 ~ 0] _H H"'C
/A~H 2 O\\T -~ \CHZ . /A ~
HO OH |
HO  OH
 Adenosina |

L

Figura 4; Mecanismo ciclante de ribonucleasas ejemplificado en la reaccion con un
dinucleotido. A seria el residuo que actiia como acido general en la transfosforilacion, y B la
base general. C serfa la His que no participa directamente.

En cuanto a la RNasa U2, también se demostrd que actuaba por un
mecanismo de tipo ciclante, puesto que el producto principal de la hidrolisis de
RINA eran fragmentos terminados con un fostato ciclico en 2":3' (Arima et al.,
1968b). Los residuos cataliticos no han sido estudiados con tanto detalle,
puesto que no ha sido posible la mutagénesis de esta proteina, ya que hasta la
fccha no se habia caracterizado su gen correspondiente. Los residuos
homologos del centro activo serian His 41, Glu 62 ¢ His 101, siendo
probablemente ta His 101 y el Glu 62 ¢l acido v la base, respectivamente, en
la transfosforilacion, segin se deduce de la estructura obtenida por
cristalogratia de ravos X (Noguchi et al., 19935}, Ests dos residuos, asi como
otros que aparecen en el centro activo de la RNasa T1 (Tyr 39,, Arg 85, segin
la numeracion de la U2) estan en el cristal en posiciones similares a las de la
RNasa T1 (Gohda et al., 1994), quedando soélo la His 41 algo mas alejada
(Noguchi et al., 1995).
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Las ribotoxinas fiingicas

Dentro de las ribonucleasas microbianas extracelulares [as ribotoxinas
tingicas torman un grupo especial, que muchos autores no consideran al
revisarlas, y que es ¢l objeto principal de estudio de esta Tesis. Son proteinas
algo mayores que ¢l resto de las ribonucieasas microbianas que va s¢ han
introducido. pero parecen tener ¢l mismo motivo de plegamiento v el mismo
mecanismo catalitico, por lo que pertenecen a la superfamilia, aungue su
especificidad es claramente mavor, a la vez que se les puede atribuir
actividades afiadidas, como sc discute mds adelante. En este sentido. serian ef
resultado de una evolucién divergente, que se habria producido para adquirir
una mayor cspecializacion v, de hecho, se las considera un producto de
«ingenteria natural de proteinas» (Lamy ¢1 al., 1991; Kao y Davies, 1995 ¥
1999, Esto sucede también en otras superfamilias de RNasas, como fa de la
RNasa A. o la de ta RNasa T2 (tabla 2), lo que va tue denominado por
D’ Alessto etal. (1991) como «risbasas» (ribonucleasas con actividad biologica
especial. con el acréonimo traducido del inglés).

Tabla 2: Risbasas: ribonucleasas con actividad bioldgica especial (I’ Alesio et al., 1991).

RISBASA ORIGEN ACTIVIDAD BIOLOGICA ESPECIAL
Reino Apimal
RNMNasa seminal bovina Vesiculas seminales bovinas Induccion de infenilidad
[B5-RNasa; Antitumnoral
nmunosuprasora
Argiogenina Plasma humanao Angiogénica

inactivacion del nibosoma

EDN { Toxina derivada de eosindfilos)  Higado humano Neurctéxica
Eosindiilos humanos

ECP [proteina catidnica de cosinofiios)  Cosmofios numanos Weurcloxica

RMNasa Huevns de rana toro Lecuna

Onconasa Huevos de rana pipiens Antiviral (Anti HIV)

Beino Yegetal

Producto dei gen S Nicoliang alata Auto-incompatipliidad gametofitica
H-58ITING Aspergifius giganteus Inactvacion del ribosoma

Se puede considerar que ha tenido lugar también una cvolucion
convergente con otra gran tamilia de proteinas de plantas, denominadas RIP
(ribosome-inactivating profeins, la mas conocidaes laricina), puesio que todas



Introduccion 13

ellas. incluidas las ribotoxinas fingicas, son capaces de inactivar la
funcionalidad del ribosoma, actuando sobre la misma localizacion del rRNA,
como se¢ describe mas adelante. Entre las RIP de plantas hay dos grupos de
proteinas, segin el niumero de cadenas polipeptidicas (tabla 3; Stirpe et al.,
1992). Las RIP de tipo II estan compuestas por dos cadenas, una que posee la
actividad catalitica sobre el ribosoma (cadena A), y otra que facilita su entrada
en las células. Iin ¢l caso de la ricina, por ejemplo, la cadena B es una lectina,
capaz de unirse a estructuras de la superficie celular con galactosa que actian
como receptores (Lord etal., 1994). La toxina entra por endocitosis { Van Deurs
etal., 1989) y alcanza, por transporte inverso en la ruta de secrecion, al reticulo
endoplasmico (Sandvig et al., 1992), desde donde se transloca [a cadena A al
citoplasma (Rapak et al., 1997); Wesche et al., 1999). Las de tipo I, sin
embargo, presentan una sola cadena polipéptidica. en la que estan presentes Jos
elementos necesarios para la catalisis y la entrada en células. No se conoce, por
el momento, cudl es el mecanismo molecular fisiologico por el que entran en
las células pero, al menos. no se ha conseguido deteclar la presencia de
receptores especificos. Dada su similar forma de actuar, también se considera
a las ribotoxinas deniro de esta familia, como RIP de tipo I, aunque estructural
y cataliticamente son completamente distintas de las RIP de plantas.

Tabla 3: Enumeracion de algunas de las RIP mas representativas, incluyendo a las ribotoxinas
fungicas, y algunas de sus caracteristicas mas significativas.
Toxina Organismo Caracteristicas Referencia
Lrodycior

Actividad
enzimatica

TIPO [: Formadas por una dnica cadena polipeptidica

Amaranting Amarantfius viridis 30 kDa Kwon ct al., 1997 iN-plicosidasa

letavulgina Bete vadgeeres 30 kba Hemung et al., (996 N-glicosidasa
vulgars

Briodmas 1.2 Bryoma dioica 28 kDa Gawlak et al., 1997 N-glicosidasas

Canloring Cinnamomum Lietal, 1997 MN-glicosidasa
camphora

Dianting Oty 30,32 kDa Legname etal, 1991 N-ghcosidasas

Ebulicinas o fi, v

caryophytlus
Sumbucus ebulus

32 kDa(w), 29

3¢ Benito et al.. 1993

N-glicosidasas

kDa (p.y)
Gelonina Crelunivm 3] kDa: Fndo et al, 19838 N-plicosidasa
mudtifforum glicoproteina
Ciipsotilina Ciypsophila elegany 28 kDa Yoshinari et ak, 1997 N-glicosidasa
P60 Hordewm vulgare 60 kba Chaudhry etal,, 1994 N-glicosidasa

Kirliwmas o, B Trichosanthes 28.8 kDa(o), Wong et al., 1996 Glicosidasas
kirifowii glicoproleinas

Momorcharinas ¢,  Momordica glicoproleinas Nget al, 1954 MN.glicosidasas

B charantia Wang et al,, 1998

Momordina Momordica 28.7 kDa; Ende et al, 1988 N-glicosidasa
charantia glicaproteina

PAP FPintolacea 29 kDa. Chen et al., 1991 N-glicosidasa
americand

PD-S2 Phytolacea divica 296 kDa: Del Vecchio et al, N-glicosidasa

gliceproteina 1997
Pepocina Cucurbita pepo 16 kDa Yoshinari ctal., [996  N-glicosidasa
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Toxina

Organismo
Lrodtctor

Caracteristicas

Referencia

Actividad
cnzimatica

Proteina antiviral
mirabilis (IMAP)
Saporina
Sechiuming
Tricoanguina
Tricomaglina
Tricosannmna
E-RATCING

Aspfl

Clavina
c-sareing
Cigantina
Mitogitina
Restrictocina
Hirsticling A
Lubina-S

Abrina

Ricina

Modecing

Toxina de Shiga

Ehulinas Lol vils
;

Nigrina by
Nigrina haswa b
Siweholdima b
Cinamomina
Porreching

Lectina | del
mudrdago (M1.-[)

Mirabilis jalape

Sapenaria officinallis
Sechium edule
Trichocanthes
argLing
Trichosanthes
lepinicte
Trichosanthes

kel owii

A, giganiens
Jumigatus
clavatus

L clavatioy

- giganieins

L restricns
restFicins.

o

Tiivswieila tompsonit
Lufter evlndricu

27 8 kDa

3t kDa
27 kb
35 kb
ghicoproteina
247 kDa

27 kDa

17 ka
17 kDa
17 kba
17 kbDa
17 kla
17 ki
17 Kkt

17 ki
T kiDa

Habuka ot al 1984
Endo et al., 1988
Wy et al. 1998
Chow et al.. 1999

Chereet al. 19949

Maragarone et al .
1987

Olson et al. 1963
Arruda et al., 1990
Parente et al., 1996
Huang etal.. 1997
Salvarelli et al.. 1994
Rogactal 1971
Goldig et al. 1966
Moser et ai . 992
[auetal . 1993
T eial |, 1904

TIPO H: Formadas por dos cadenas polipeptidicas

Abrus precatorins

Rieuius commurils

Adenia digitaa

Stugella dvsenteriae |

Sumbucus ehulus

Setmmbiscuy nizra

Setmbucies wigr
Sambueny
steboldwine

Chrnamaonmm
camphora
Cenncthonaem
porrectum
Fiscwmn albim

63 kDa;
glicoproteing;
Receptor
62 kb
glicoproteing;
Receptor
63 ki
glicoprateing;
Receptor
AR-TO kD
AB,-AR3,

Olsnes v Pikl 1982

Endo ¥ Tsurugi, 1987

Olsnes y Pikl 1982

(0 Brien v Holmes,
1987

36 kD polimérica Girbés ot al . 1993,

(n
shicoproteinas
38 kDa.
glicoprmeina
G kDa
HANNPRR
glicoprineing.
Recepton
glicoproteina

6 kla,
elicoproteina
63 kba,
glicoproleing

Citores ctal.. 1997,
1998

Giirbés erad., 1993

e Bemto el al o 1997
Rojoctal, 1997
Lioetal, [9U7

Lictal 1994

Lzschenburg et al .
1993

N-glicosidasa

IN-glicosidasa
M-glicosidasa
N-glicostdasa

N-glicosidasa
N-glicosidasa

Ribonucieasa
Ribonuclzasa
Ribonucigasa
Rihonucleasa
Ribonucleasa
Ribonucleasa
Rihonuc]eisa

Ribonucleasa
iFosfodwesterasa?

N-glicosidasa

N-glicosidasa

N-glicasidass

M-glicosidasi

Negheosidasas

N-alicoyidasa
N-ulicosidasa
MN-ghicostdisa
N-gheosidasa
N-glicosidisa

N-glicosidasa

El descubrimiento de las ribotoxinas

La u-sarcina es la primera ribotoxina que se descubnid, dentro de un
programa de busgueda de sustancias antitumorales llevade a cabo por Birger
Olson y olros colaboradores del Departamente de Salud de Michigan
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(Michigan Department of Health, MDH), tras haber aislado una cepa de
Aspergillus giganteus (numerada MDH 18894} que producia una sustancia que
inhibia tumores de rata, en concreto los llamados sarcoma 180 y carcinoma
755. Dc la actividad antisarcoma vino el nombre de a-sarcina, y se caracterizo
con cierto detalle la proteina aislada (Olson, 1963; Olson v Goerner, 1965;
Olson et al.. 1963). Otras dos ribotoxinas, restrictocina y mitogilina, se
descubrieron de la misma forma, aisladas de cepas de 4. restrictus (Olson,
1966). Tanto la a-sarcina como la restrictocina se evaluaron clinicamente como
agentes anticancerigenos, pero se desecharon por sus efectos secundarios
(Goldin et al., 1966, Roga et al., 1971). No sc volvid a saber nada de estas
proteinas, hasta que a final de los afios setenta se descubrid su mecanismo de
accién molecular, como inactivantes del ribosoma y, en concreto, rompiendo
un fragmento del rRNA ribosomal en una secuencia altamente conservada.
Después, en los afios ochenta, se secuenciaron las tres proteinas (Sacco et al.,
1983; Lopez-Otin et al., 1984; Fernandez-l.una et al., 1985), tras haberse
establecido suhomologia al comparar parte de sus secuencias (Rodriguez et al.,
1982}y sus caracteristicas quimicas y espectroscopicas (Gavilanes et al.. 1983).

Mas tarde. en 1990, se clono y secuencié el gen de un alergeno de A.
fumigaius, AspFl, que era casi idéntico a la mitogilina v a la restrictocina
(Arruda et al., 1990). A partir de entonces se caracterizaron los genes de las
ribotoxinas ya conocidas (Oka et al.,1990; Lamy y Davies, 1991; Lamy et al.,
1991; Wnendt et al., 1993), y de otras nuevas: clavina (Parente et al., 1996}y
c-sarcina (Huang et al., 1997) de distintas cepas de 4. clavatus; gigantina, de
otra cepa de 4. giganreus (Wirth et al., 1997); v seis genes descubiertos en
cepas de distintas especies de Penicillium, que se han denominado a-sarcinas
(Lin et al., 1997). El grupo dc¢ Alan Lin también hizo una deteccion de la
presencia de ribotoxinas en otras cepas de Aspergillus (Lin et al., 1995). La
deteccidn vy secuenciacion de nuevas ribotoxinas, asi como el estudio de la
relacion filogenética entre ellas, es uno de los objetivos de esta Tesis.

Su actividad ribonucleolitica altamente especifica

El mecanismo molecular de accion de las ribotoxinas no se conocia
cuando se descubrieron y se evaluaron clinicamente como agentes
antitumorales. Fue durante la década de los setenta cuando Julian Davies,
entonces en la Universidad de Wisconsin en Madison (EE.UU ), con Daniel
Schindler. que realizaba su tesis doctoral, descubrieron que la a-sarcina inhibia
la brosintesis de proteinas al probar su efecto sobre extractos de germen de
trigo, que usaban para evaluar la accién de diversos antibidticos (Schindler,
1976; Schindler y Davies, 1977). Parte de estos resultados se han publicado
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bastante tiempo después, cuando Julian Davies estaba ya en Paris, en el
Institute Pasteur (Lamy et al,, 1992), pero lo que si publicaron es que se
producia la inhibicidn de la biosintesis por la escision de un fragmento de unos
300 pb localizados en ¢l extremo 3' del rRNA 288 de eucariotas (Schindler y
Davies. 1977). Los grupos de David Vazquez y Lric Cundliffe, que trabajaban
también en la caracterizacion de sustancias inhibidoras de la biosintesis de
proteinas y colaboraban con Julian Davies. estudiaron mds en profundidad la
accion sobre el nbosoma (Ferndndez-Puentes vy Vazquez, 1977: Conde et al.,
1978: lHobden y Cundliffe. 1978). In cuanto a la mitogilipa v restrictocina, su
caracterizacion enzimatica confirmo gue su mecanismo general de accion era
el mismo {Conde et al., 1978; Fando ¢t al., 1985).

L:] siguiente paso en ¢l esclarecimiento del modo de actuacion de la
-sarcina y otras ribotoxinas en el ribosoma fueron los estudios del grupo de
fra Wool en la Universidad de Chicago. cuando. en una serie notable de
trabajos (Endo et al., 1982, 1983; Chan et al.. 1983: revisado en Wool, 1984).
caracterizaron con gran detalle la actividad ribonuclenlitica especifica de la
a-sarcina, localizando el sitio de corte dentro del TRNA, a la vez que estudiaron
otras actividades menos especificas de la a-sarcina, capaz de hidrolizar RNA
arslado en los enlaces fosfodiéster situados en 3' de bases puricas, y también de
hidrolizar DNA., pero de forma poco eficiente v muy dependiente de las
condiciones del ensayo. Estos estudios iniciales se han ido completando, por
lo que hoy se conoce con bastante mas detalle, lanto la estructura en ¢l
ribosoma del sitio de corte de las ribotoxinas. como los elementos de este sitio
que utilizan las ribotoxinas como reconocimiento pard ejercer su accion
nbonucleolitica especifica {revisado en Wool, 1997).

[aa-sarcina produce la hidrolisis de un tnico enlace fostodiéster. entre
las bases G43235 v A4326 (segun la numeracidn de la molécula de rata) del
RNA ribosomal 28S de la subunidad mavor del ribosoma, localizado en una
region muy conservada evolutivamente (Endo y Wool, 1982: Chan et al., 1983:
Iindo es al., 1983, Wool, 1984; [igura 5). La hidrolisis de este enlace produce
la liberacion de un fragmento de rRNA conocido como fragmento «.
correspondiente al extremo 3' del rRNA 285 (Schindler y Davies, 1977,
Brigotti et «l., 1989; Furutani et al., 1992). Consccuentemente, esta
inactivacion del ribosoma bloquea la sintesis de proteinas vy produce.
finaimente, la muerte celular, Estaaccion s tan extraordinariamente cspecifica
y eliciente que la entrada de una tnica molécula por célula es responsable de
la accion letal observada (Olsnes v Pihl, 1982).
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Figura 5: El lazo de sarcina/ricina (SRL). A: Representacion de una parte del rRNA 285
de rata (Gliick y Wool, 1996), destaciandose el SRL, y los sitios de corte de a-sarcina y ricina,
y la «guanina prominente», G 4319. B: Un oligonucleotido de 35 bases que mimetiza el SRL
(Gliick y Wool, 1996), marcando también los sitios de actuacion. La guanina prominente es
aqui la G 15. Sélo se consideran los apareamientos canonicos, 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 despurinacion de la ricina (A 15), y la negra el de
transfosforilacion de las ribotoxinas (entre G 16 y A 17). La guanina prominente es aqui la G
10. D: Representacion de la conformacion tridimensional segun RMN (Gliick y Wool, 1996,
segln las coordenadas del PDB: Szewczak et al., 1993). E: Estructura de la subunidad grande
(508) del ribosoma de la bacteria Haloarcula marismortui, resuelta por cristalografia, vista
desde la interficie entre las dos subunidades, indicando la posicion del SRL (Ban etal., 1999).
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Como se ¢jerce esta accion tan especifica? De hecho, ¢l enlace que
hidroliza la -sarcina forma parte de un motivo universal de 12 nucledtidos,
que constituye la secuencia mas larga de rRNA en la cual se conservan sin
interrupeion todas las bases, en todos los organismos estudiados hasta la fecha
(Gutell y Fox, 1988), incluyendo los del propio A. giganteus (1iobden. 1978;
Miller v Bodley. 1988). Enuna basc adyacente, fa A4324 del rRNA 288 de rata
(figura 5}, es también donde se produce la pérdida de la base por la accion de
las RIP de plantas, cuya actividad es de N-glicosidasa cn vez de ribonuleolitica
(Endo et al.. 1987; Endo v Tsurugi, 1988: Strpe ct al., 1992), Por eso. a esta
estructura se le conoce con el nombre de «lazo de sarcina/ricina» (SRE en sus
siglas inglesas: figura 5). Esta secuencia tiene su correspondencia incluso en
procariotas como . coli, donde se extiende desde la A2654 a la A2665 dei
rRNA 23S (Nollereral., 1981). La gran conservacion a lo largo de la evolucion
de esta estructura particular del ribosoma no se debe, evidentemente, a que sea
¢l Tugar de accidn de estas dos famiiias de toxinas, aunque éstas aprovechen
este hecho. En este dominio se unen sucesivamente los factores de elongacion
(LF-1y EF-2 en cucariotas, LF-Tu v EF-G en procariotas) durante cada ciclo
de Incorporacion de un aminodcide a la cadena polipeptidica que se esta
tormando en el ribosoma (Moazed et al., 1988; Brigotti et al., 1989).

La estructura tridimensional de este lazo ha sido determinada mediante
RMN en disolucion (Szewezak et al.. 1993; Szewczak y Moore, 1995) v
cristalografia (Correl et al., 1998 v 1999: figura 5). Para ello, s¢ sintetizo un
fragmento de 27 nucleduidos, de secuencia idéntica a la de dicho lazo, y que es
susceptible de ser hidrolizado por ambos tipo de toxinas, ¢-sarcina y ricina. De
acuerdo con estos resultados, se trataria de una conformacion muy estructurada,
estabilizada por varios emparejamientos entre bases que no corresponden a tos
clasicamente conocidos como de Watson v Crick (figura 5). Asi. no se trata de
un lazo de 17 residuos, como se habria supuesto al principio, sino de una
horquilla compacta con un lazo en su extremo, formado Unicamente por dos
nucieotidos. Su estructura se puede descomponer en tres pequeiios motivos., va
caracterizados por separado en otras estructuras: un tetralazo GAGA, una ¢
prominente y una corta hélice de tipo AL Bn la actualidad. se estan realizando
numerosos  estudios, tanto  bioquimicos, como estructurales, que  estan
aportando muchos mds datos sobre el papel del SRL. que estd en una zona de
gran funcionalidad del ribosema, donde se unen los factores de elongacion
{Porse y Garret. 1999),

Antes de conocerse ta estruciura tridimensional de este dominio, el
grupo dL V\ ool ya habia jar 1os elementos minimos gue serian

necesarios para que la ricina y v la o sarcina ¢jereieran su accion. La primera
sorpresa fue que ambos 1ipos dr, proteinas acthan de forma bien diferente, en
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cuanto a su reconocimiento del sustrato. Asi, mientras que la ricina es capaz de
despurinar cualquier tetralazo GAGA que esté cerrado por una corta hélice del
tipo de Watson y Crick (Endo et al., 1991; Gliick et al., 1992}, la a-sarcina
ataca a un residuo adyacente pero reconoce elementos estructurales muy
diferentes, aunque en los primeros experimentos no se lograron identificar
(Endo et al., 1990; revisado en Wool et al., 1992 Wool, 1996 y 1997). Solo
despues de conocer la estructura se dirigié la atencién hacia la «G prominente»
((i10 en la estructura deducida por NMR; G15 en ¢l oligo considerado por ¢l
grupo de Wool; G4319 en el rRNA de rata; figura 5), que ha resultado ser el
elemento fundamental de reconocimiento; la delecion de esta guanina en el
oligonucleotido, o su sustitucién por otra base, destruye la capacidad de
rcconocimiento por parte de la g-sarcina, a pesar de estar situada a 6 residuos
de distancia (unos [5 }?\) del enlace que es hidrolizado (Gliick y Wool, 1996).
Otra conclusion importante de este trabajo, obtenida mediantc la insercion
sucesiva de bases entre la guanina que representa este elemento de
reconocimiento v ¢l enlace que es hidrolizado, es que parece que la e-sarcina
la utiliza como punto de orientacion al unirse, tras lo cual cortar{a el enlace que
se encuentra a una cierta distancia. y no reconoce, estrictamente hablando, una
secuencia concreta (Glick y Wool, 19906).

Aunque la a-sarcina presenta una elevada especilicidad de sustrato, ésta
es dependiente de la concentracion de enzima (Wool, 1984). Asi, cuando se
utiliza rRNA como sustrato, v se incuba con bajas concentraciones de a-sarcina
(menos de 30 nM), se produce la hidrolisis Unica del enlace G4325-A4326,
liberando el fragmento . Sin embargo, cuando [a incubacidén se realiza con
altas concentraciones de a-sarcina (mas de 30 nM), se produce la hidrélisis
inespecifica en el extremo 3" de guaninas (Endo et al., 1983: Wool, 1984; Endo
et al., 1988). Se ha propueste que esto podria deberse a la existencia de dos
zonas en el sitio de unidn a RNA: una de ellas de baja atinidad, que produce su
hidrolisis inespecifica; y la segunda gue reconoce con alta afinidad el motivo
estructural de la G prominente (Szewczak y Moore, 1995).

En este mismo sentido, se ha descrito coémo la g-sarcina puede degradar
homopolinucleotidos, si se afiade a una concentracion suficientemente alta
(1-20 uM) (Endo et al.. 1983), manifestando una preferencia por aquéllos
compuestos por purinas. Incluso, se ha descrito su capacidad para degradar
DNA de doble cadena, si existe Mg presente en el medio. Este dltimo
resultado se encuentra cuestionado pues, contrariamente a lo que ocurre con el
DNA, la actividad ribonucleolitica de la u-sarcina se inhibe por la presencia de
concentraciones milimolares de Mg”* y Mn” (Endo et al., 1983; Martinez del
Pozo et al., 1989) y molares de cationes monovalentes como Na™, K' o NH,”
(Endo et al., 1983),
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La gran especificidad de sustrato que presentan la a-sarcina v el resto
de ribotoxinas, en comparacién con el resto de ribonucleasas microbianas
cxtracelulares, con las que compartirian la estructura general v ¢l mecanismo
catalitico, plantea la pregunta de cudles pueden ser los ciementos en la
estructura de tas ribotoxinas que les permiten ese reconocimiento. En este
sentido, ya desde que se describié la estructura primaria de la g-sarcina v se
planted su homologia con las RNasas T1 y U2, se propuso que los residuos
wextran que presentan las rnibotoxinas, al ser moléculas mavores que las otras
RNNasas, scrian los respeonsables de esta especificidad {Sacco ct al., 1983). Al
predecirse un primer modelo de la estructura tridimensional de la proteina, ya
se vio que los residuos extra quedarian en los lazos que conectan los elementos
de estructura secundana ordenada, que serfan equivalentes a los de las
ribonucleasas Tl o U2 (Manchenio cf al., [995a). Kao v Davies, por su parte
(1995). también predijeron un modelo similat. v plantcaron la hipdtesis de que
las ribotoxinas habrian evolucionado a partir de un gen de ribonucleasa
especifica de guaninas o purinas, incorporando los elementos extra que le
permitirian cenirar su especificidad de sustrato en el ribosoma, ademas de la
capacidad de atravesar la membrana plasmatica; de csta [orma, estas proteinas
habrian adquirido una tuncionalidad biologica como toxinas. que seria la que
habria dirigide su evolucidn. Concretamente. Kao y Davies han encontrado en
todas las nbotoxinas tres elementos de secuencia que tienen relacidn con fa
estructura del ribosomay que las ribotoxinas podrian haber «tomado prestados»
de otros genes, adquiriendo asi una capacidad en cierte modo mimética de las
estructuras que rodean al SRL en ¢l ribosoma (figura 6}. Uno de ellos ¢s un £-
loop (APLSDGKT en todas las ribotoxinas; numeracion de la a-sarcina), que
¢s un motivo funcional de unidn al nucleotido en proteinas que uncn ATP o
GTP. Otro es una secuencia homologa (K'FDSKKPK; en elavina v c-sarcina
sOlo cambia la K iniclal a Ny a fa que se encuentra en la proteina ribosomal S12
de wvarias especies. FEl tercer elemento es una secuencia homologa
(T"NKYETK. en algunas ribotoxinas Y cambia a W. T cambiaa D o N) a otra
que se encuentra en algunos tactores de efongacion que. como ya sc ha dicho.
interaccionan con ¢l SR1.
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Motivos homélogos en ribotoxinas
y en proteinas ribosomales S12

Proteina Organismo Residuos  Secuencia
Mitogilina Aspergillus restrictus 106 - 113 KFDSKKPK
Restrictocina  Aspergillus restrictus 106 - 113  KFDSKKPK
o-sarcina Aspergillus giganteus 107-114 KFDSKKPK
S12 ribosomal  Thermus aquaticus 119-126 KYGTKKPK
S12 ribosomal  Bacillus stearothermophilus 128 - 135  KYGAKKPK
S12 ribosomal  Cryptomonas phi 115-122 KYGAKKPK
S12 ribosomal  Zea mays 116-123 KYGAKKPK

S12 ribosomal  Streptococcus pneumoniae 129-136 KYGTKRPK
$12 mitocondrial Marchantia polymorpha 116-123 KYGTKKPK

P-loop

Motivo de union a nucleotidos (ATP, GTP)
presente en muchas proteinas, incluidos los
factores de elongacion de la transcripcion.

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

Motivos homologos en ribotoxinas
-— y en factores de elongacion de la
transcripcion

Proteina ~ Organismo  Residuos  Secuencia

Mitogilina A. restrictus 14-20 TNKWEDK
Restrictocina  A. restrictus 14-20 TNKWEDK
o-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 representacion en cinta de la estructura tridimensional de la a-sarcina.
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Citotoxicidad

St bien las ribotoxinas. que son proteinas extracelulares. fucron
descubiertas y estudiadas gracias a sus propiedades antitumorales (Olsonetal .
1965; Goldin et al.. 1966), los primeros estudios que se hicieron a nivel
molecular acerca de su efecto sobre sistemas celulares parecieron revelar que
la proteina s6lo mostraba su cardcter citotdxico frente a células previamente
permeabilizadas por la infeccion con virus (Fernandez-Puentes v Carrasco,
1980, Carrasco y Esteban. 1982: Mufioz et al.. {985; Otero v Carrasco, 1987:
Liprandi et al., 1997; Cuadras et al., 1997} o por algin otro agente (Otero v
Carrasco, 1986, 1987 y 1988).

Sin embargo. mas recientemente se ha demostrado como también la
(t-sarcina presenta actividad citotdxica frente a lincas celulares de tumores
humanos (Turnay ct al.. 1993:; Olmo et al., 1993). corroborando asi la
caracterizacion inicial que condujo a su descubrimiente (Olsonetal,, 1963). De
hecho, la proteina moditica el patrén de proliferacion de las células,
produciendo la inhibicién de su crecimiento y, tinaimente, la muerte celular.
Todos estos efectos son. probablemente. consecuencia de la inhibicién de la
sintesis de proteinas, que se observa tras 18 horas de incubacion. Tentendo en
cuenta ef analisis cinético de esta inhibicion, se pueden observar dos fases: una
primera. de retraso. dependiente de ¢ la concentracion de w-sarcina, y una
segunda, de primer orden con respecto a la concentracion de proteina, Lsto
mdicarfa la cxistencia de un componente cinético saturable, previo a la
inactivacion de los ribosomas. que corresponderia con el paso de la proteina a
través de la membrana celular (Turnay et al., 1993).

Tras el fracaso de las primeras pruebas clinicas como agentes
antitumorales (Goldinetal., 1966: Roga et al.. 1971), se ha seguido mtentando
utilizarlas en aplicaciones clinicas, pero de forma que se limite su efecto
citotoxico gencral en el organismo, a base de dirigirlas especificamente hacia
tas c¢lulas que se guiere inactivar. Asi, se¢ han construido diversas
Inmunetoxinas, en las que las ribotoxinas utilizadas se unian a anticuerpos
monoclonales que reconocen ¢élulas tumorales (Orlandi et al., 1988; Conde et
al., 1989 Wawrzynezak et al., 1991: Better cral, 1992: Rathore v Batra. 1996,
1997ay b; Rathore et al., 1997). Otro enfogue seria el de producir la ribotoxina
localmente en los tumores, mediante la utilizacion de terapia génica, evitando
asi que se vean afectadas otras células del organismo. {o que se estd intentando
actualmente a través de una colaboracion cstablecida con nuestro laboratorio.

En cuanto a la posible implicacion de estas proteinas en la infeccidn de
humanos. habria que pensar principalmente en las ribotoxinas producidas por
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Aspergillus fumigatus. Esta especie es la principal responsable de distintas
enfermedades infecciosas (conocidas habitualmente como «aspergilosisy; tabla
4). que se dan con relativa abundancia en pacientes inmunodeprimidos en
hospitaies, v que son causa de numerosas muertes, va que no hay un
{ratamiento eficaz una vez que se ha producido la infeccion. A pesar de que la
produccidn de ribotoxinas se ha asociado con estas infecciones, y se considera
el principal alergeno de esta especie, la utilizacton, en sistemas modclo, de
mutantes de A fumigatus con el gen alterado no parece reducir su
patogenicidad. por lo que no parece ser necesario para ¢sta, al menos en alguna
de las enfermedades. Si parece ser mas importante su papel, sin embargo, en
procesos alérgicos (Lamy et al., 1991: Moser et al., 1992; Arruda et al., 1992a
y by 1995, Paris et al., 1993 Smith et al.,, 1993 y 1994; Holden et al., 1994;
Nicolaizik et al., 1995; Kurup et al., 1994 y 1998; Latgé, 1999).

Tabla 4: Enfermedades infecciosas producidas nor dspergilli,
_—e e e e e e e e

infeecion hospitalaria Organismo responsable Referencias
Aspergilosis A fumigatus Bardana 1980
brencopulmonar alérgica Greenberger, 1988
(ABPA)

A. ochraceus Novey y Wells, 1978
Aspergilosis pulmonar A. fumigatus Kothary et al., 1984;
invasiva (IPA) Spreadbury et al., 1989
Asma alérgico A. fumigatus Bardana 1980
I'ibrosis cisiica asociadaa A, fimigatus Zeaske et al,, 1988
ABPA
Dermatitis atipica A fumigatus Disch et al., 1995
Aspergiloma A. fumigetus Bardana 1980;

Greenberger, 1988

Neumonia hipersensible A fumigatus Bardana 1980);
Cireenberger, 1988

A. flavus Armow et al., 1991

Lgmmo etal., 1982

La entrada en las células: interaccion con membranas

Puede parecer obvio que, dado que las ribotoxinas son toxinas
extracclulares que ejercen su actividad citotoxica sobre determinadas células
diana, estaaccion requiere varias etapas moleculares. Es fundamental su accion
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catalitica especifica, que inactiva el ribosoma. Pero, siendo el ribosema un
organulo citosolico, es también necesaria una elapa previa en la que la toxina
entre en las células. Dado que la actividad inactivante del ribosoma se dirige
hacia una estructura evolutivamente conscrvada, ¢ésla podria tener lugar, en
principio, cn todo tipo de c¢élulas. Por tanto, v va que las ribotoxinas son
toxicas solo para determinados tipos celulares y organismos. es 1dgico pensar
que la selectividad de la accion citotoxica va a residir precisamente en la
distinta capacidad para entrar en las células a las que ataque. Esta «actividad»
de entrada en las células también las diferencia del resto de ribonucleasas
microbianas extracelulares, que no presentan csta capacidad. En esta etapa de
la entrada en células es donde se ha centrado tradicionalmente el estudio de las
hases moleculares de la citotoxicidad de la ¢-sarcina por parte de nuestro grupo
de investigacion.

No se ha encontrado ningun receptor para [as ribotoxinas, que ayude
a su entrada en las células, a pesar de algunos intentos de busqueda (Lin, Ay
Wool. 1.G., resultados sin publicar, citado en Wool, 1997). De hecho. las
conclusiones que se han obtenido en nuestro laboratorio sugieren que la
g-sarcina presenta en su propia estructura la capacidad para interaccionar con
la membrana celular y transiocarse al citosol. Comao va se ha dicho. esto es una
diferencia clara con las RIP de plantas de tipo i1, como laricina, que si utilizan
clementos de las células como receptores (Stirpe et al., 1992: Lord etal., 1994);
incluso parece que utilizan la maquinaria de translocacion de proteinas
defectuosas en el reticulo endoplasmico, para conseguir que la cadena catalitica
entre al interior celular (Wesche et al., 19993,

Laaproximacién gue ha permitido estudiar la capacidad de la a-sarcina
para atravesar membranas ha sido la de emplear sistemas modeios. formados
por vesiculas lipidicas {revisado en Gasset et al., 1994 Manchefio et al.,
1994a). [En primer lugar, la g-sarcina muestra una elevada afinidad por
fosfolipidos dcidos, habiéndose descrito su capacidad para interaccionar con
vesieulas modelo compuestas por elios (Gasset et al., 1989; Ofiaderra et al..
1989, Manchefio et al., 1998b). Como consccuencia de la interaccion, la
a-sarcina produce la agregacion de las vesiculas, que se puede seguir por un
aumento de los valores de absorbancia a 360 nm (Gasset et al..1990). Esta
agregacion cs dependiente de la relacion melar proteina:lipido, alcanzdandose
la saturacion cuando ésta es  de 1:50. Los fosfolipidos acidos son
imprescindibles, detectandose interaccion tanto cuando se ulilizan vesiculas de
tostatidilglicerol (PG; Gasset ct al.. 1990) como de fosfatidilserina (PS;
Mancherio et al., 1994b y 1998b), pero no de [osfatidileolina (PC; Gasset et al.,
19907, un fosfolipido zwiteridénico. De esta forma. se defecta la existencia de
un componente electrostatico en la interaccion. De hecho. variaciones en la
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fuerza idnica del medio suponen modificaciones en la extension de la
agregacion, pero no revierten la interaccion una vez establecida, demostrando
que también existe un componente hidrofobico importante. Este resultado esta
también de acuerdo con lo observado al estudiar 1a influencia de la u-sarcina
sobre el comportamiento termotrépico de las vesiculas (Gasset et al., 1989,
1990, 1991ay b, 1995ay b).

Se ha descrito también la capacidad de la a-sarcina para producir fusion
de membranas {Gasset et al., 1990). Para ello, se midid la mezcla de lipidos
entre diferentes vesiculas, registrando la disminucion de la transferencia de
energia por resonancia producida entre dos sondas fluorescentes incorporadas
en una poblacién de liposomas, cuando €stos se incuban con un exceso de
vesiculas sin marcaje v con a-sarcina (Gasset ct al., 1990; Mancherfio et al.,
1994b). Este proceso implica la dimerizacion de moléculas de proteina durante
los momentos iniciales de la interaccion, como se ha determinado mediante
estudios de {lujo detenido, y ademads, ocurre concomitantemente con la mezcla
de los contenidos acuosos intravesiculares {Manchefio et al., 1994b). La
capacidad fusogénica de la g-sarcina también se ha detectado por estudios de
microscopia electrdnica por criofractura, observandose grandes estructuras
multilamelares cuya existencia corroboraria los estudios espectroscopicos
(Gasset et al., 1990 y 1991b),

La interaccién de la g-sarcina con vesiculas lipidicas supone también
una proteccion de la proteina frente a hidrolisis triptica, a pesar de su alto
contenido en residuos de lisina y arginina {Gasset et /., 1989; Ofiaderra et al.,
1989). Ademads, se ha descrito su capacidad para transiocarse al interior de
¢stos sistemas modelo (Ofiaderra ef af., 1993). Esto se demostrd mediante dos
tipos de ensayos: degradacidn de tRNA encapsulado en vesiculas de asofectina,
tras incubacion con a-sarcina; v degradacionde la a-sarcina por incubacion con
vesiculas que llevaban tripsina encapsulada. in ambos casos se utilizaron
coniroles para descartar la liberacidén espontanea de las moléculas
cncapsuiadas, y por tanto una degradacion extravesicular. De esta forma, se
demuestra que la ¢-sarcina es capaz de transtocarse al interior de las vesiculas
en un estado enzimdticamente activo. Estos ensayos no permiten determinar si
la u-sarcina penetra totalmente al interior vesicular, o si permanece unida en la
cara interna de la membrana pero con su centro activo accesible al interior de
las vesiculas. También se ha podido determinar mediante este tipo de ensayos
la presencia de formas oligoméricas de la a-sarcina asociadas a la interaceion
con las vesiculas lipidicas y [a translocacion a través de la bicapa (Ofiaderra et
al., 1998).
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bsta translocacion de la g-sarcina, junto con el resto de los resultados
comentados, se explica suponiendo que la existencia del componente
electrostatico en la interaccion permite su unidn a membranas lipidicas.
mientras que el componente de naturaleza hidrofébica desestabiliza las bicapas.
posibilitando su paso al interior de las vesiculas. El componente electrostatico
de la interaccion seria atribuido al gran nimero de residuos basicos que tiene
esta proteina y que permitiria la interaccion con las cabezas polares de los
fosfolipidos 4dcidos, mientras que el componente hidrofébico requeriria la
existencia de vonas hidrefébicas en la proteina que interaccionasen con la zona
de las cadenas de acilo de la bicapa. Esta zona hidrotdbica, que no era evidente
al observar la secuencia primaria de la a-sarcina (Sacco et al., 1983; Martinez
del Pozo, 1988). se predijo que podia ser una lamina  central que scria
equivalente a la lamina [3 central de las RNasas T1 v U2 (Mancheiio ct al.,
1993a), cuya existencia se confirmd despucs al resolver la estructura
tridimensional de la proteina (Campos-Olivas et al., 1996a y b; Pérez-
Canaditlas et al., 2000). Asi, para comprobar el papel de la lamina [3 en dicha
interaccion con las bicapas lipidicas. se sintetizo un péptido, denominado oS
{1106-139). que corresponderia a dos de las hebras de la lamina . Este péptido
origina efectos similarcs a los producidos por la proteina completa en su
Interaccion con vesiculas, adoptando conformacion 3 tras la interaceion y
confirmando. al menos de forma parcial, la hipdtesis planteada acerca del papet
de la mencionada lamina B (Mancheno et al., 1993b). Asimismo. se han
sintetizado péptidos de menor tamano correspondicntes a la misma zona de la
estructura de la a-sarcina, estableciendo que un péptido de nueve aminodcidos.
correspondiente a los residuos 131-139 de la w-sarcina es suficiente para
mimetizar dichos cfectos (Manchefio et al., 1998a).

Por otro lado. la interaccién de la g-sarcina con vesiculas se traduce en
una disminucion en la estabilidad de la proteina (Gasset et al., 1995b). Se han
realizado también ensayos de interaccion utilizando g-sarcina reducida y
carboxiamidometilada (Gasset et ai.. 1995a}, de manera que. aungue ¢sta solo
contendria parte de su estructura B v giros § como ordenaciones periodicas, y
aunque se encucnira mayvoritariamente desestructurada, como sugiere su
espectro de dicroismo circular. sigue produciendo sobre las vesiculas efectos
similares a los obtenidos con la proteina nativa. Por tanto, la estructura nativa
de la a-sarcina no es imprescindible para el establecimicnto de su interaccion
con vesiculas. Este resultado estaria también de acuerdo con la existencia de
la lamina B hidrofobica como soporte del componente no polar de la
interaccion, puesto que el porcentaje de este tipo de ordenacion periddica es
elevado en ¢l complejo proteina-lipido que se forma, como se ha comprobado
por espectroscopia de infrarrojo (Gasset et al., 1995ay b).
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En definitiva, todos estos estudios de interaccion de la g-sarcina con
vesiculas modelo, ponen de manifiesto la capacidad intrinseca de Ja proteina
para interaccionar con membranas. Hay que recordar que la a-sarcina presenta
capacidad citotoxica frente a numerosas lineas celulares de tumores humanos,
sin que medie ningtn tipo de permeabilizacton anterior de la membrana (Olson
et al., 1965; Olmo et al., 1993; Turnay ct al., 1993). Por tanto, parece que la
g-sarcina sc transloca al interior celular a través de su interaccion con los
fosfolipidos de las membranas.

En este sentido, los diferentes fosfolipidos actuarian como. Es muy
significativo que la a-sarcina reconozea fosfolipidos acidos, especialmente PS
v PG, y no interaccione con PC. Se ha descrito la asimetria en la distribucion
de los fosfolipidos en las membranas plasmaticas, predominando generalmente
PS y fosfatidiletanolamina (PE) en el interior celular, y PC y esfingomielina
(SM) en ¢l exterior (Connor et al., 1989; Devaux, 1993; Zachowski, 1993,
Devaux y Zachowski, 1994; Williamson y Schlegel, 1994). Esta asimetria se
mantiene gracias a la accion de varias proteinas que transportan en direcciones
opuestas a distintos tipos de fosfolipidos, a las que se conoce como «flipasas»
(Smit et al., 1993; Tang et al., 1996; Van Helvoort et al., 1996). La presencia
de PS en la cara externa de la membrana es una consecuencia del inicio del
proceso de apoptosis, lo que es aprovechado por los macrofagos, que presentan
en su superticie receptores para este fosfolipido. que activan la endocitosis de
ta célula (Fadok et al., 1992a y b). Igualmente, en células tumorigénicas se ha
detectado también una mayor presencia de PS en la cara externa de la
membrana (Connor et al., 1989; Utsugi et al.. 1991), que podria explicar la
mayor especificidad para [a entrada de [a o-sarcina en alguna [ineas tumorales,
como ya se ha indicado.

Produccion de ribotoxinas recombinantes

El primer sistema de producciéon de ribotoxinas por métodos
recombinantes se publicé en 1990, y utilizaba un gen sintetizado
quimicamente, que codificaba Ia secuencia madura de la u-sarcina, fusionado
a la secuencia sefial de la proteina OmpA de Escherichia coli. La proteina asi
producida, sin embargo, no sc exportaba de forma eficiente al espacio
periplasmico, por lo que el rendimiento resultd ser muy bajo (Henze et al.,
1990), aunque recientemente ha sido mejorado (Sylvester et al., 1997).
‘También el grupo de Yaeta Endo, que publicé la primera secuencia de un gen
de ribotoxina (el del cDNA de sar. que codifica la a-sarcina: Oka et al., 1990),
produjo a-sarcina en £. coli, esta vez utilizando la secuencia sefial de la p-
lactamasa de la bacteria, pero sin el residuo de alanina del extremo amino de
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la proteina, por lo que se produce una forma mutante que, si bien ¢s activaa la
hora de inactivar los ribosomas, no se sabe si pudiera tener afectada alguna de
las otras funcionalidades de la proteina (Oka et al., [992).
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Figura 7: Estructura del gen sar (Wnendtet al.. 1993). A: Mapa de restriccion del fragmento
de 5.2 kb obtenido por digestion con Hindl! del DNA genémicode 4. giganteus MDH 18894
B: Comparacion de las sccuencias de nucleotidos de los genes sar y res {Lamy v Davies,
19913, v de las secuencias de aminodcidos codificadas. Estan subravados los aminodcidos del
extremo amine de las proteinas maduras, y la caja TATA. (1) indica bases iguales, (-} un hueco
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[in nuestro grupo se consiguid el primer sistema de produccion de la
forma nativa en £ cofi usando el gen natural fusionado a un forma mochficada
del péptido sefial de OmpA (Lacadena et al., 1994; Lacadena, 1997). Se han



Introduccion 29

utilizado dos sistemas basados en los vectoresa pINPG y pET11b, que permiten
la produccion y purificacién de cantidades significativas de o-sarcina
recombinante que mantiene las caracteristicas estructurales y enzimaticas
propias de la proteina tungica, asi como su capacidad para interaccionar con
bicapas lipidicas (Lacadena, 1997). Tambi€n se ha usado este sistema para fa
produccion de gran cantidad de o-sarcina uniformemente marcada con isétopos
paramagnéticos estables ("N y "C), asi como marcada selectivamente en Tyr
y Phe con "N (Lacadena, 1997). Estas formas marcadas se han usado para,
mediante RMN, resolver la estructura tridimensional en disolucion de la
a-sarcina {Campos-Olivas et al., 1996a y b; Pérez-Cafladillas et al., 2000).
Estos sistemas se estan utilizando de forma habttual en nuestro laboratorio para
ia produccion de formas mutantes de la a-sarcina (I.acadena, 1997; Lacadena
et al,, 1995ay 1999; Pérez-Canadillas et al., 1998). Una Gltima mejora en ese
sistema ha supuesto la coexpresién con tiorredoxina (utilizando el vector
pT-1rx;Yasukawa et al., 1995}, lo que permite aumentar la solubilidad de la
proteina al facilitarse la reordenacion de los puentes disulfuro incorrectamente
formados. De esta forma se ha aumentado entre 3 y 4 veces el rendimiento en
la produccion, obteniéndose hasta 10 mg/l, sin modificarse las caracteristicas
de la proteina obtenida (Gareia-Ortega et al., 2000).

También la mitogilina ha sido clonada y producidaen E. coli (Better et
al.. 1992). Iin este caso el sistema utilizado consistio en el clonaje del
correspondiente ¢DNA sintetizado quimicamente en el vector pINPG1500
(Better et al., 1988), de forma que se fusionara con la secuencia scfial de pelB,
bajo el control del promotor araB, inducible por 1.-arabinosa, obteniéndose la
proteina en el medio extracelular. [iste sistema también se ha usado para la
produccion eficaz de mutantes (Better etal., 1992; Kao y Davies, 1995 y 1999;
Kaoetal., 1998). La ventaja que presenta este sistema es que consigue exportar
la proteina al medio extracelular, en vez de acumularse en el espacio
peripldsmico, por lo que la purificacion resulta mucho mas facil.

Larestrictocina ha sido producida asimismo en E. coli, fusionada a una
cola de sets His, lo que permite su purificacion mediante cromatografia de
afinidad frente a Ni*" (Moser et al., 1992). También sc¢ ha descrito la
produccion la proteina sin modificar en E. coli, una vez mas usando el péptido
seflal de OmpA (Rathore et al., 1996), sistema que se ha usado igualmente para
producir a-sarcina (Rathore et al., 1997). Los autores del trabajo mantienen que
obticren la proteinas puras y nativas, resolubilizandolas a partir de cuerpos de
inclusién, con un rendimiento de 45 mg/l de cultivo. Sin embargo, la
caracterizacion que presentan de las proteinas hace pensar que sdlo una parte
de la proteina total que obtienen estd correctamente plegada y activa. Cuando
se ha intentado hacer o mismo con la w-sarcina en nuesiro laboratorio,
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produciéndota, purificandola y solubilizandola a partir de tos cuerpos de

inclusion, en similares condiciones. no se ha conseguido obtener la proteina
lotalmente plegada en su estructura nativa (Lacadena, 1997).

Tabla 5: Esquema de los diferentes sistemas de expresion recombinante de ribotoxinas
fangicas.

Ribotoxina Organismo  Plasmido Construesion  Rdto.” Referencia
o-sarcing Eocolt RBT9] pINPG pPINPGRS 1.5 - 2.0 Lacadena eral., 1994
(pINHIOmpAL;
Foeolt RB791 pINPGpT-Trx pInPGas =10 Garefa-Ortega et al.
2000
E coli pliT1th pET11baS 1.5-2.0 Lacadena et al, 1994
BL2IDES)
E cali MV 190 pINTIIOmpAZ  pINIHOmpAZ- Ac. Henze et al.. 1990
preas
Fooold IN09 0 pRINZ-2 pLUSARIRIS-3 0,63 Okaceral. 1992
£ oeali TGR pINUIOWRAZ - pINHIOmMpA2- 3 Svlvester etal., [997
preas
E coli HBI0T  pEZZ18 pMRS75 40 Parenge et al., 1998
E coli pYex!l pSar 43" 2-3° Rathore et al., 1997
BL21(DI3)
A niger PANT-] PANSARL-13 0.2 Wnendtelal. 1993
ATCCTHEA04
Restrictocina . aicluiung pEFB39 pir339¢] Ac. L.amy y Davies, 1991

8 2008

A nidulans W pAAL pAA-Gres 0.2 Brandhorst et al..
1994
4. niger pAAL pAA-Gres 0.3 Brandharst ¢t al.,
ATUC 1GBO4 1994
S cerevisiae Y pGal:Rib YUpRY. Ac. Yang v Kenealy, 1992
E. cofi pYexll pRest 457 Raghore etab. 1996
BL2ZHDED
Mitogilina X cofi W3110  pINPG1500 pINPG3522 1.5 Better et al., 1992
AspEl Fooali MS pxHis- ptxHis- Nohay  Moser et al.. 1992
DHERS(O) DHFRS{M-aspfl  datos
Claving £ coli HB10D  pLZZ18 596

* Rendimiento de proteina nativa en mg/l de medic de cultivo, Ac.: deteccidn solo por
anticuerpos.
* Rendimicnto obtenide de la fraccion insoluble.

* Rendimiento obterido de la fraccion soluble,

La titima ribotoxina producida ¢n £ coli ha sido la clavina, utilizando
el vector pEZZ18 (comercializade por Pharmacia). produciéndola como
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proteina de fusién con un dominio sintético de unién a IgG (Parente et al.,
1996). De esta forma, la proteina de fusion secretada al periplasma se purifica
mediante cromatogratia de afinidad en IgG-sefarosa, liberandose la clavina por
digestion con el factor Xa, obteniéndose un rendimiento de 30-40 mg/ de
cultivo. Sin embargo, hay que destacar que la clavina purificada por este
sistema presenta una Thr adicional en el extremo amino, ademas de que los
resultados obtenidos no se han podido comparar con la proteina nativa, al no
haberse purificado a partir de su fuente natural, el hongo 4. clavatus (Parente
et al., 1996). Este mismo esquema se ha usado para producir la a-sarcina de
torma similar, v tiene parecida actividad a la a-sarcina natural, pero no
describen la caracterizacion estructural (Parente et al., 1998).

En cuanto a la produccion heterdloga de ribotoxinas en sistemas
eucariotas, los resultados han sido muy diversos. Respecto a la ~sarcina, hasta
los estudios que se incluyen en esta Memoria, sélo se habia introducido el gen
sar, incluido su intrdn, en A. niger (Wnendt et al., 1993). Este resultado, sin
embargo, no fue muy satistactorio pues los autores unicamente lograron un
clon productor de a-sarcina v con un rendimiento muy bajo, alrededor de tres
Ordenes de magnitud menor que en el A. giganteus original.

Lamy y Davies (1991) también intcntaron producir la restrictocina en
otro hongo del mismo género. A. nidulans, utilizando como marcador el gen
argB, mutado en la cepa huésped, CS 2008. También el grupo de Ron Kenealy
intentd lo mismo, tanto en A. nidulans como en A. niger (Brandhorst et al.,
1994), usando construcciones parecidas. En los tres intentos, sin embargo, los
niveles de produecion fueron muy escasos.

El mismo grupo de Kenealy intentd la produccion de restrictocina
recombinante en Saccharomyces cerevisiae (Yang y Kenealy, 1992a), pero no
se consiguio por la ineficiencia del sistema de secrecion, como se discute mas
adelante, por lo que sélo obtuvieron la produccién de mutantes inactivos.

Modelizacién y determinacién de su estructura

Desde que se determind la estructura primaria de la o-sarcina se
observo la gran similitud de secuencia que presentaba con otras RNasas
microbianas como [a T1 o la U2 (Sacco et al., 1983), lo que hacia pensar que
podia presentar también una estructura tridimensional similar. Se conocia la de
la RNasaTl, ademas de numerosas caracteristicas relacionadas con su
conformacion, configuracion del centro activo v mecanismo de plegamiento
(Campbell y Ts'o, 1971; Heineman ez af., 1980; Heinemann y Saenger, 1982,
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Ding ef al., 1991: Grunert er al., 1991 Grauzin ez @f., 1992). Se conocian
también las estructuras tridimensionales de otras dos protefnas de la misma
familia. las RNasas Ms (Nonaka et al.. 1993) y F1 (Vassylyev et al., 1993)
aparcciendo posteriormente la de la RNasa U2 (Noguchi et al.. 1993), que es
aquella cuyva secuencia presenta mavor grado de identidad con respecto a la
(-sarcina.

Se vio que las similitudes de secuencia se concentraban cn algunas
zonas que correspondian a los residuos del centro catalitico y las hebras 3 de
la lamina principal de las RNasas de la familia de fa T1 y que, comprendidas
entre estas hebras. las ribotoxinas presentaban secuencias mas largas que las
otras RNasas y ricas en residuos basicos (Martinez del Pozo et al., 1988; Lamy
etal.. 1992; Manchefio et al., 1995a). Segin ¢ste alineamiento. se propuso que
las rthotoxmas presentarian un mismo patron de plegamiento en tormo a una
lamina [ central bastante hidrofébica en la que se situarian los residuos
cataliticos. Esta lamina se predijo con al menos cuatro hebras, v explicaria ¢l
componente hidrofobico de la interaccion con vesiculas lipidicas. Los residuos
extra con respecto a las RNasas menos especificas serian lazos en los que
abundarian giros b o estructuras no ordenadas. v ¢n los cuales se encuentran la
mayoria de los residuos basicos de la proteina, y serian los responsables del
componente electrostatico de la interaccion con vesiculas (Manchefio et al.,
1993a). Almismo tiempo, Kaoy Davies (1995) publicaron un trabajo en ¢l que
postulaban una estructura similar para la restrictocina. basindose en un
alineamiento similar, aunque centrando su explicacion en la especificidad de
la actividad ribonucleolitica de las ribotoxinas, de la que también
responsabilizaban a los lazos extra,

La colaboracion de nuestro grupo con el Grupo de Espectroscopia de
RMN del Instituo de Estructura de la Materia (CSIC, Madrid) ha permitido
determinar. tras varios afios de esfuerzo, la estructura tridimensional de la
i-sarcina. mejorando sucesivamente la resolucion v refinando fa estructura
hasta resotver incluso las zonas que aparentan estar mas desordenadas
{Campos-Olivas et al., 1996a v b; Campos-Olivas. 1997, Pércz-Cafad:llas.
1999; Pérez-Canadillas et al.. 1998 v 2000). Para ello se ha necesitado no solo
fa produccion v purificacion de suficiente cantidad de up-sarcina nativa, sino
también formas marcadas, unjformemente y en algunos residuos, con isGtopos
estables paramagnéticos, como va s¢ ha comentado. Durante este tiempo, se ha
publicado asimismo la estructura de la restrictocina, resuelta mediante
difraccion de rayos X (Yang y Moftat, 1996).
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Figura 8: La estructura tridimensional de la e-sarcina: de la modelizacién a la
determinacion. A: Alineamiento de la g-sarcina y otras RNasas flingicas de las superfamilia
dela T1 (Manchefio et al., 1995a), def que se dedujo la similitud de los efementos de estructura
secundaria regular ordenada. B; Modelo estructural general de la o-sarcina (Gasset, 1990,
Macherio et al.. 1994a), elaborade a partir de los elementos comunes con la RNasa T1. C:
Prediccion detallada de los residuos minimos de la lamina § central (Manchefio et al., 1995a),
D: Representacion en «tubox del esqueleto de la estructura tridimensional en disolucidn de la
a-sarcina (Pérez-Canadillas, 1999; Pérez-Cafiadillas et al., 2000). EI grosor del tubo es
propercional a la desviacion media entre las coordenadas de los atomos iguales.

LLa estructura de la a-sarcina en disolucién. estd representada por un
conjunto de 47 conformeros (Pérez Cafiadillas, 1999). Su plegamiento global
corresponde, como se habia predicho, a una estructura de tipo «/ff formada por
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una ldmina antiparalela de 3 hebras (3 a ;). conectadas con topologia -1, -1,
-1, -1. Empaquetada frente a fa lamina se cncuentra una hélice o de
aproximadamente tres giros (). El extremo amino de 26 residuos torma una
larga horquilla $ en {a que las dos hebras se pueden considerar partidas por una
«bisagran que separaria dos pequefias ldminas. Elresto de los residuos formaria
cinco fargos buctes, que son los que conectan los elementos de estructura
secundaria regular. De eflos, al menos el bucle 2 pucde considerarse separado
en dos partes, 2, y 2. separadas por un giro de hélice, o, (Pérez Cafadillas.
1999).

Tabla 6: Comparacién de la nomenclatura v los residuos que integran cada uno de los
elementos de estructura sccundaria en la restrictocina {scgim su estructura en cristal por Yang
y Mottat, 1994) v la a-sarcina (scgan su estructura obtenida por RMN por Pérez Canadillas,
1969, v Pérez-Cafladillas ¢t al, 2000). Los residuos que no aparecen en la g-sarcing
corresponden a la transicion entre dos elementos consecutivos. Se indican los colores
utilizados en las flguras; si no se indica, es azul oscuro.

RESTRICTOCINA a-SARCINA
Residuos Elemento Residuos Elemento Color
36169 B 201 il
36414 By
36479 L1 36540 airo B
17-24 B2 | Fas
2326 B
23-33 H1 27-36 o, rojo
3648 L2 37-49 bucle | amarillo
49-52 B3 50-52 8,
33.9] L3 3372 bucle 2, verde
7377 H2 7378 i, verde
53-91 L3 79-93 bucle 2, verde
42.98 B4 94-97 B,
90-117 L4 98-119 bucle 3 azul claro
[18-125 B3 120-124 5
126-131 L5 125-132 bucle 4 rosa
132-137 B6 133-137 B,
i38-142 L6 136-143 bucle 5 naranja
143-147 17 44146 | B
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Figura 9: Modelo de interaccion del SRL con la a-sarcina, tomado de Pérez-Caniadillas (1999)
y Pérez-Cafiadillas etal. (2000). La proteina se representa mediante su superficie electrostatica,
y el RNA en modelo de varillas. El esqueleto fosfodiéster del RNA se representa en rojoy las
bases en blanco, a excepcion de la G de reconocimiento (en verde) y las bases adyacentes al
sitio de corte (amarillo). Se indican ademés los residuos de la proteina que podrian estar
directamente implicados en la interaccién. Loop 5: bucle 5.

El plegamiento de la a-sarcina es muy similar al de la restrictocina, con
los elementos de estructura secundaria regular practicamente idénticos. Solo se
aprecian orientaciones ligeramente diferentes en las regiones correspondientes
a Ser 83-Asp 91 de la o-sarcina y el bucle 5, aunque la region homologa a Ser
83-Asp 91 forma contactos intermoleculares en el dimero cristalografico de la
restrictocina. En cuanto al centro activo de ambas proteinas, es muy similar, y
s6lo se diferencian en la orientacién de la cadena lateral de la arginina (121 en
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la u-sarcina y 120 en la restrictocina), probablemente debido a la presencia de
un 1on fosfato en la estructura cristalografica. Hay que destacar que una parte
de la horquilla ( del extremo amino no ha podido ser resuelta en el cristal de
la restrictocina, por lo que no se tiene informacion sobre esta zona. Esta zona
presenta una gran flexibilidad en los conformeros de la a-sarcina (figura 8 ),
v si ha podido ser descrita (Pérez Canadillas. 1999; Pérez-Canadillas et al.,
2000).

En cuanto a la comparacion con las estructuras de las RNasas T1y UZ,
las ribotoxinas muestran altos grados de similitud para las regiones de
estructura secundaria regular (aungue la hélice de las ribotoxinas es menor),
centrandose las principales diferencias en la menor longitud de los bucles de
conexion y de la borquilla 3, que en las ribotoxinas (al menos en la ¢-sarcina)
prescenta una sublamina adicional. Los residuos cataliticos de las tres enzimas
se encuentran en posiciones equivalentes, con una ligera diferencia en cuanto
a la cadena lateral de la arginina. La diferente actividad ribonucleolitica se
puede tratar de explicar por la distinta orientacion del bucle 5 y de los cambios
cn ¢l sitio de reconocimiento de la base, y por la menor accesibilidad de la
histidina catalitica de las ribotoxinas, que justitica su menor eficacia catalitica
frente a nucleotidos (Pérez Caiadillas, 1999, Pércz-Cafiadillas et al., 2000).

La produccion de proteinas heterologas en Pichia pastoris

La levadura Pichia pastoris ¢s un microbio eucariota que ha sido
utilizado para desarrollar un eficiente sistema de produccion de proteinas
heterdlogas, comercializado desde hace unos afos por lnvitrogen (Cregg v
Madden. 1988; Siegel y Brierly. 1989: Romanos ¢t al.. 1992; Cregg et al..
1993; Higgins v Cregg, 1998). Paralelamente. se ha desarrollado un sistema
similar, aunque con caracterfsticas levemente distintas. por parte del Centro
Nacional de Biotecnologia de Cuba {EHerreraetal., 19917, Mctodologicamente,
este sistema cs casi tan sencillo de manejar como E. coli v tiene ventajas
adicionales sobre este procariota, como la de llevar a cabo diferentes
modificaciones postraduccionales, Ademas. ¢s mas rapido, facil y economico
que otros sistemas eucariotas, como el de baculovirus. o el de Saccharomyces
cerevisiae y suele dar mucho mejores niveles de expresion. bn este sentido,
aunque las manipulaciones genéticas v moleculares que se necesitan son muy
similares a las de Saccharomyces cerevisae, suelen obtenerse rendimientos
entre 10 y 100 veces mavores.
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Pichia pasroris es una levadura metilotréfica. Representa uno de los
cuatro géneros que revnen esta caracteristica, siendo los otros tres Candida,
Hansenula v Torulopsis. Por tanto, es capaz de metabelizar metanol como
fuente Gnica de carbono. Este detalle es muy lmportante, pues en €l se basa
todo el sistema desarrollado. El primer paso en la metabolizacion del metanol
es su oxidacion a formaldehido, proceso que lleva a cabo Ja alcohol oxidasa.
El gen que regula ia expresion de esta alcohol oxidasa, 40X/ (Ellis et al.,
1983}, se encuentra muy estrictamente regulado. En ausencia de metanol, los
niveles basales de expresion son infimos, y se produce una gran cantidad de la
enzima al afiadir el metabolito; de forma que, usando metanol como unica
fuente de carbono, la alcohol oxidasa puede llegar a representar mas del 30%
de toda la proteina soluble presente en Pichia pastoris (Couderc y Baratti,
1980}. La expresién del gen AOX! se controla a nivel de la transcripeion. Esto
es asi hasta tal punto que en presencia de metanol el 5% del mRNA total
presente en las células corresponde a la alcohol oxidasa (Cregg v Madden,
1988). Este control se ejerce seglin un mecanismo mixto de
represion/desrepresion, de forma que no es suficiente la ausencia de un
catabolito represor (glucosa, por ejemplo) para que haya expresion
signiticativa, sino que ademds es necesaria la presencia del inductor, el metanol
en este caso (Tschopp et al., 1987a).

Estas propiedades del metabolismo de P. pastoris son las que han sido
utitizadas para disefiar el sistema de expresidon gue nos ocupa. Asi, se utiliza
como hudsped la cepa GS115 (Cregg ct al., 1985), que tiene un defecto en el
gen de la bistidinol deshidrogenasa {H154) que le impide crecer en medios
minimos. si no sc le suplementa His. Los vectores de expresion utilizan esta
caracteristica al incorporar el alelo correcto de este gen, ademas de los
extremos 5'y 3' del gen AOX] (véase el apartado de materiales). El fragmento
del extremo 5" es de unos 1000 pb, v contiene la regién promotora del gen. De
csta forma, si se inserta el gen foraneo en la posicion adecuada, se obliene una
construccion en ta cual queda bajo el control de dicho promotor (Romanos et
al., 1992). Una vez que se introduce en P. pastoris GS115, s6lo creceran en un
medio minimo carente de His aquellas cepas que hayan incorporado el gen
HIS4 que porta el plasmido. Si ademas se ha integrado adecuadamente, el
fragmento flanqueado por los extremos del gen 40X/, que contiene el gen
fordneo. reemplazard al gen de la alcohot oxidasa, de forma que estas cepas no
podran crecer en un medio minimo que incorpore metanol como tinica fuente
de carbono.
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AOX1or a0x1:ARGA Pichia Genome (hisd)

5 AOX]oraox1:ARG4  TT 3

LTT_mam_FiSi_g 3 AOKT g

Expression Cassette

Linearized plasmid

Pichia genome {his4)

Plasmid integrated
into genome

Figura 10: Mecanismos de recombinacidn para la integracion del vector de expresion en el
locus QN de P pastoris (tomade del manual de Invitrogen). A: Insercion de un plasmido
cireular  por recombinacion  simple. produciéndose una  duplicacion del gen. B
Reemplazamicnto génico por recombinacién doble, favorecido por el fragmento lineal con
extremos recombinantes; esta es la estrategia que se ha utilizado.

Este tipo de construcciones se han empleado para producir proteinas,
tanto infracelularmente como por secrecion. En este segundo caso. se utiliza un
veclor que permita fusionar el DNA foraneo con el del péptide senal de una
proteina extracelular de Pichia (Tschopp et al.. 1987b), o bien se utiliza un
DNA que codifique una preproteina cuyo péplido sefal sea reconocido por la
levadura (Yamada et al.. 1994; Clare et al., 1991b). Todo ello ha permitido
expresar y producir muchas proteinas heterdlogas, algunas de ellas en altisimas
concentraciones (tabla 7).
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Tabla 7: Algunas Eroleinas heterélogas producidas en Pichia pastoris,

%% de Cantidad

Proteina (organismo) Modo  proteina (g/) Referencia

B-galactosidasa | 20 ND Cregg etal,, 1988

Factor de necrosis tumoral (TNF) [ 25 8.0 Digan et al., 198%

Antigeno de superficie de la hepatitis 1 3 0,30 Cregg et al.,, 1987

B

Superexido dismutasa {SOD) I 2 0,75

Interleukina-2 humana I 30 4,0

Fragmento C de la toxina del tétanos I 27 12 Clare etal, 1991

Pertactina (P69) I 10 3.0 Ronmuanos et al., 1591

Invertasa 5 30 2.3 Tschopp et al.,
1987b

Lisozima hovina 5 60 0.30 Digan et al., 1989

Lisozima humana S ND 0,70

Albumina de suero humano S ND 4.0 Tkegaya et al.,, 1997

Factor de crecimiento epidérmico ) 80 0,50 Siegel et ai,, 1990

(EGF) humano

Factor de crecimicnto epidérmico 3 80 0.45 Clare et al., 1991

{LGF) de raton

lFactor-1 de erecimiento andlogo de S ND 0,30

la insulina, humano

Interleukina-2 humana S ND 1.0

Andlogo de la aprotinina S ND 0,80 Vedvick et al., 1991

Inhibidor de la proteasa de Kunitz ) ND 10 Wagner et al., 1992

Cielatina no hidroxilada 5 ND 148 Werten et al.. 1999

Catepsina E humana S ND IT Yamada et al., 1994

[: intracelular; S: secretada.
NL: no disponible: [T: deteclable sélo por inmunotransferencia.
Sino hay referencia, consultar Cregg et al., 1993,
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OBJETIVOS

El estudio de las relactones estructura-funcion de las rtibotoxinas
fiingicas es el objeto principal de estudio de esta Tesis, enmarcada en la linea
de investigacion de nuestro grupo. Las ribotoxinas pertenecen a la superfamifia
de ias ribonucleasas microbianas extracelulares, encabezada por la RNasa T1.
Habrian evolucionado a partit de un gen de esta superfamilia, adquiriendo
funciones més especializadas, localizadas todas ellas en una estructura
relativamente pequefia, y que les confieren su citotoxicidad: la exquisita
especificidad de sustrato, dirigida a un solo enlace del ribosoma, v la capacidad
de entrar en las células atravesando membranas lipidicas, que es donde reside
la selectividad de la accion citotoxica.

Un primer objetivo de la Tesis se planted dentro de esta hipotesis
evolutiva: estudiar la extension de las ribotoxinas entre los hongos
filamentosos, intentando estudiar asimismo las relaciones evolutivas que
pudiera haber entre ellas v con las ribonucleasas no citotoxicas, su posible
evolucion y ¢como habrian ido adquiriendo los elementos que les permitieran
adquirir las funciones. especificas

Entre estas funciones, nuestro grupo habia estudiado con detalle la
capacidad de la a-sarcina para atravesar membranas, una de las proptedades
exclusivas de las ribotoxinas respecto al resto de la superfamilia, obteniéndose
mmportantes conclusiones. Sin embargo, el grupo se habia ocupado menos de
otra cuestiones, que han sido también objetivos de esta Tesis.

Se ha estudiado su mecanismo de produccion y secrecion. Para ello, se
ha abordado fa clonacion y produccion heterdloga de la o-sarcina en un sistema
eucariota facilmente manipulable y suficientemente parecido al género
Aspergillus, optando por la levadura metilotrofica Pichia pastoris. De esta
forma. se ha podido estudiar el procesamiento del precursor de la o-sarcina, asi
como el papel de sus distintas formas.

Como el mecanismo de secrecion debe ser comin a otras toxinas
proteicas en los hongos 4spergilli, también se planted estudiar la produccion
y secrecion de otra de ellas, la proteina antifiingica (AFP), para lo cual habia
que llevar a cabo, ademas, una caracterizacion detallada de este polipéptido,
(ue estaba muy poco estudiado.
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Las caracteristicas estructurales que confieren a la u-sarcina su
actividad ribonucleolitica apenas se habian caracterizado hasta la fecha, pues
simplemente se habia asumido su similitud con la RNasa T1. Sin embargo, la
especificidad de {as funciones de las ribotoxinas hacia interesante estudiarlo en
detalle para ver las diferencias que pudiera tener con el de las RNasas no
citotoxicas. Han convergido en este estudio distintos trabajos: 1a produccion de
formas mutantes en fscherichia coli, fa optimizacién de un ensayo
cuantitative, la resolucion de la estructura tridimensional mediante RMN vy [a
determinacion por fa misma técnica de los pK, de los residuos ionizables. Estos
dos tltimos aspectos no han sido objeto del trabajo de esta Tesis, pero los
resultados obtenidos por el Grupo de RMN del Instituto de Estruclura de la
Materia (CSIC) han sido clave a la hora de interpretar los presentados en esta
Memoria.

Por Gltimo, se ha iniciado la comparacion directa, siempre dentro de la
perspectiva de la relacion estructura-tuncion, entre las ribotoxinas y tas
ribenucleasas microbianas no citotoxicas. Lo que se pretende, en definitiva, es
delimitar con exactitud [os elementos responsabies de las funciones especiticas.
Para ello, se pretende obtener proteinas quiméricas hibridas entre las
ribonucleasas no citotdxicas v las ribotoxinas. Esto se podria hacer con la
RNasa T1, la mas estudiada, pero es mejor hacer{c con otra ribonucleasa mas
cercana en su estructura a las ribotoxinas, la RNasa U2 de (is#ilugo
sphacrogena. Por tanto, se ha abordado la clonacion de su gen v la produccion
heterologa de esta proteina en sistemas en los que se pudiera manipular
facilmente v obtener, en un futuro proximo, formas mutadas v quiméricas de
esta proteina y de las ribotoxinas, concretamente en fscherichia coli y Pichia
PUSTOPES.
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MATERIALES

1.- Microorganismos
Cepas de Escherichia coli
Cepas para la manipulacion del DNA
DHSoF*: > endAl hsdR17 (1, m) supEa4 thi-1 recA1 gyrd (Nal®) reld|
AllucZVA-argF) U169 deoR [®80 dlac AlacZ) M15]

HB10L: F A(gpt-prod) 62 leuBo supE4d ara-14 gulK2 lacY'l AimcrC-mir)
rpsL20 (Strh) xpl-5 mtl-1 recA13

TGL: F° traD36 lacl AllacZy M15 prod” B+/supls A(hsdM-mcrB)S (r, m,’
McrBY) thi Allac-prodB)

INVaF" F endA1 hsdR17 (v o) suplad thi-1 gyrA96 rel4 | $80lacZAMI1S
AMlacZYA-argi) U169 &

Cepas para la expresion de genes piasmidicos
BL2I(DE3). F' omp! [lon] hsdy (" m7, cepa tipo B de £, coliy con DE3,
profago A que contiene ¢! gen de la RNA polimerasa de T7.
JA22L: F hsdR lacY leuB rpl’5 recA1 i
RB791: W3T10 fac/" L8
W31H0: LAM INGrnD-rrnE) rph-1
Cepas para mutagénesis dirigida por oligonucleotido

BW313: HfrK116 po/as [lysA (61-62)] dutl ungl thil reld |

TG ¥ tral)36 laclt a(lacZy M5 proA™B—/supk s(hsdM-mcrB)5 (ry m,”
MerB) thi a{lac-proAB)
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Cepas de Pichia pastoris

Se ha usado la cepa GSil5 (Invitrogen, Inc), que presenta una
mutacion en el gen H/S4 (genotipo his4). que codifica la histidinol
deshidrogenasa, una enzima implicada en la biosintesis de histidina. Esto
permite transformarla con ptasmidos que contengan una copia correcta de
HIS54, seleccionandose los transformantes en medio minimo carente de
histidina.

Asimismo, se han usado dos cepas, que properciona Invitrogen, v que
son producto de la transformacion de GS1I5 con sendos vectores que
incorporan genes heterdloges. Una de ellas, de fenotipo His' Mut® produce
albumina extracelularmente. La otra, de fenotipe His™ Mut”, produce
B-galactosidasa intracelularmente. Ambas se usan como controles, tanto para
la determinacion del fenotipo Mut, como para la produccion de proteinas.

Hongos filamentosos

Produceidn de a-sarcina y AFP
Se ha usado la cepa MDH 18894 de dspergillus giganieus, suministrada
en ef ano 1988 por el Dr. Y. Endo. de la Universidad de Ehime (Japon).

Deteccion de ribotoxinas

Principalmente, se han usado cepas del género Aspergilius. Estas, asi
como las de otros géneros de hongos filamentosos relacionados, se detallan en
la tabla 8, donde también se especifica su origen.

Las cepas se crecieron en placas de PDA a partir de esporas congeladas
o conservadas en gel de silice, o de cultivos en agar cublertos con aceite de
vaselina. Las caracteristicas morfologicas de las distintas espectes fueron
comprobadas por la Dra. Barbara Dill, del Departiment of Microbiology and
Immunology de la University of British Columbia (Vancouver, Canada).

Cepas de Ustilago

Durante mi estancia en el Jaboratorio del Dr. Julian Davies, en
Vancouver, se pidic la cepa ATCC 12421 de Ustilago sphaerogena Burrill a
la propia ATCC. Esta cepa es la misma que utilizaron Rushizky et al. (1970)
cuando describieron la purificacion de una ribonucleasa, que coincidia con la
RNasa U2 purificada por Arima et al {1968a). De esta cepa se extrajo el DNA



Materiales

45

Tahla 8: Cepas de hongos filamentosos utilizadas.

Cepr. “Grizen
T1 L. dspergillus giganfeus MDH 18894 1
106 2. Aspergillus giganteus NRRL 10 2
108 3. Aspergillus gigantens NRRL 1780 2
J10 4. Aspergillus giganteus NRRL 4763 2
NO3 5. Aspergillus viridinutans 3
NOL O. Aspergillus fumigatus 3
A0S 7. Aspergillus sp. 4
ANG 8. dspergillus sp. 4
I8 9. Aspergiflus fischeri 3
I4 [0, Aspergiifus restricius MDD 134621 3
J21 LY Aspergillus glaucus 3
NO3 12, Neosariorva glabra 3
J15 13, Aspergillus nidulans (CS2008) 3
22 4. dspergiftus flavus 3
109 13, Aspergilius oryzae NRRL 447 2
113 16, dspergilius niger 3
J11 V7. Adspergillus aluiaceus NRRL 398 2
120 18, dspergillus terreus 3
NO7 9. Hemicarpenteles acanthosporus 3
P53 20, Penicillium nofatum 4
Pol 21 Penicillivm ifalicum 4

Origen: 1, donuecion del Dr. Yaeta Endo a nuestro laboratorio,

2 aporlacion de Ia NRRLU al Dr. Julian Davies (UBC, Vancouver. Canada).
3, coleceion particular del Dr. Jultan Davies,
4, coleceion parteular de 1a Dra, Barbara Dill (UBC, Vancouver, Canada).

genomico v el RNA con el que se sintetizo el cDNA. Esta cepa se crecio en
PDA y se comprobo que su morfologia era la habitual en un hongo Ustilago
con la ayuda del Dr. James Kronstad, de la UBC. Ya en Madnd, se pidio al
CBS la cepa CBS 534.71, que es equivalente a la ATCC 12421. De esta cepa
se purifico la RNasa U2 silvestre que se ha estudiado.

El Dr. Kronstad suministrd una cepa de (/. maydis de la coleccion de
la UBC que, simplemente, se uso en algunos experimentos como control de los
realizados con U sphaerogena.

2.- Vectores plasmidicos

Vectores para la manipulacion del DNA

pUCI18 y pUC1Y: Estos vectores se utilizaron para la simple clonacion
de genes y su secuenciacion. Las secuencias de hibridacién de los
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oligonucledtidos de secuenciacion {Universal M13 (-20), M13 (-40) v Reverse
(-48)] sc encuentran flanqueando ef sitio de clonaje multiple. Contienc el gen
que conficre resistencia a ampiciling, y el gen de produccion de B-lactamasa,
que permite la hidrolisis del X-Gal para la seleccion por color de las colonias.
Solo se diferencian en ia orientacion de a zona de multiclonaje.

PEMBL18(+) . pUC18/19
40kb crano
orn Amp /. )
Amp s | o

MY reverse
primlug ste

-

f i
M13

Figura 11 Plasmidos utilizados para la manipulacion de DNA. MCE: sitio de multiclonaje.
Fl:origen de replicacion det fago F1.

pCR2.1: ¥ste vector se ha ulilizade para clonar fragmentos de DNA
obtenidos por PCR. junto con el «Original T4 cloning kity de Invitrogen. El
plasmido viene linealizado y con extremos con un residuo de timina
protuberante en 3'. De esta forma, como algunos de los fragmentos de PCR
producidos en una PCR con la polimerasa Tag presentan una adenosina
protuberante ¢n 3, s¢ facilita la hibridacion v ligacion con ¢l vector asi
preparado.

pEMBL18(+): Este vector se utiliza para la obtencidn del ssDNA, va
que contiene un sitio de micio de la replicacién para el fago FT (ori F1). Esto
permite realizar con este plasmido los ensayos de mutagénesis dirigida por
oligonucledtido, porque se puede obtener el DNA correspondiente en formade
cadena sencilla. Ademas permite detectar la mutacion por secuenciacion, ya
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que flanqueando a la zona de multiclonaje posee secuencias de hibridacion con
los oligonucledtidos habituales de secuenciacion.

Vectores para la produecion de proteinas en E. coli

pINIIIOmpA2: Laserie de vectores pINIIIOmpA utilizan un promotor
de fusién entre los de Ipp y lac, inducible por IPTG, junto con el gen represor
lacl (Ghrayeb et al.. 1984). Ademds, incorporan la sccuencia sefial de la
proteina extracelular OmpA de E. coli, para asi secretar la proteina fusionada
al espacio periplasmico. Se ha usado para producir de esta forma ta RNasa U2.

pINPG: Este vector ¢s una modificacion del vector pINUIOmMpAT1
(Ghrayeb ct al., 1984), construido por el Dr. J.L.. Barbero (Pharmacia). En este
vector, os aminoacidos Val 18 y GIn 20 del péptido sefial de la proteina OmpA
han sido sustituidos por Ser y Leu, respectivamente. Se ha utilizado para
producir la a-sarcina en el espacio periplasmico, con este vector Unicamente
(Lacadena et al., 1994) o combinado con pT-1rx, un plasmido que produce
tiorredoxina, lo que permite aumentar la produccidn de proteina correctamente
plegada (Garceia-Ortega et al., 2000).
P.. £S5
: '/,_,)t?g ki /»:séém MCS

Amp
Amp \
PINIOmMpAZ2 |

7.5 kb |

Amp
araC

PINPG \
\ 7,5 kb !

\\_\_ - [el4] \“‘\,,_u_,.
ori

pING3522 Bt

Figura 12: Plismidos utilizados en la produccion de proteinas en E. coli. PS: péptido sefial.
PS*: péptido seftal de OmpA moditicado. P: promotor. MCS: sitio de multiclonaje. mitog.:
mitogilin,
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pET11b: Los genes que se clonan en los vectores pET se encuentran
bajo el control del promotor del bacteridfago T7 v de las sefiales de traduccidn
propias de este mismo fago (Rosenberg et al., 1987). De esta forma se elimina
practicamente la existencia de expresion basal, especiaimente durante las fases
de clonaje, que se pueden hacer en células que no producen la RNA polimerasa
del fago T7. Para producir la proteina, se utilizan células que incorporan el gen
de esta polimerasa en el cromosoma, bajo el control de un promotor e, lo
aue permite inducir la expresion con [PTG. En este caso, se ha utiizado para
la produccion de a-sarcina, incorporando también la secuencia senial de OmpA
modificada, proveniente de! plasmido pINPGaS (Lacadena et al, 1994 y 1999,

pING3522- Este vector fue preparado por Better et al (1992) para
productr mitogilina. La expresion se controla por el promotor de araB y el gen
regulador araC’, ambos de Salmonella typhimurinm, inducibles con arabinosa.
Para conseguir la secrecion al exterior bacteriano, la proteina se fusiona con el
péptido sefial de una pectato liasa (pelB) de Frwinia carotovora. Se ha
utilizade para producir RNasa U2 en el medio de secrecion, sustituyendo
mediante PCR ta secuencia de la mitogilina por la de la RNasa U2,

Vectores para la produccion de proteinas en P. pastoris

Se han utifizado los plasmidos pHILD2, pHILS| y pPICY (Invitrogen),
como vectores para la integracion en el genoma de F. pasioris de las secuencias
de los genes a expresar (figura 13). Son plasmides con secuencias de
autorreplicacion de /.. cofi v un gen que confiere resistencia a ampicilina, lo
que permite preparar las construcciones de DNA v clonarlas utihzando esta
bacteria. Tienen la region promotora vy la de terminacion de la transcripcion
(TT) del gen AOX/, entre las cuales esta el sitio de clonaje, lo que permite
colocar el gen a expresar bajo el control de dicho promotor. Incluyen también
una copia completa del gen H/S4, que es el que se utiliza para seleccionarlo al
transformar cepas his4 de /2. pastoris Este gen esta insertado en la zona 3' del
locus 40X, lo que permite que todo este casseire de expresion se pueda
mtegrar en el genoma de P. pastoris en dicho locus mediante una doble
recombinacion, lo que se facilita por los sitios de restriccion colocados en los
extremos de este cassetie.
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3 ACKT(IT)

Figura 13: Vectores de expresion en P. pastoriy (tomado del manual de Invitrogen). Las
caracteristicas se explican en el texto. S representa la secuencia sefial o lider en pHIL-51 y
pPICO, respectivamente.

Tienen caracteristicas adicionales que los diferencian, ademas de los
distintos sitios de restriceidon que se pueden utilizar:

- pHILD2 y pHILSI tienen un origen de replicacion para el fago {1, lo
que permitirfa la produccion de DNA de cadena simple del plasmido,

- pHILST incorpora la secuencia scfial de la fosfatasa alcalina, lo que
permite fa produccion extracelular de la proteina heterdloga.

- pPIC9 incorpora la secuencia lider (secuencias sefial y pro) del factor
o de apareamiento de Saccharomyces cerevisiae, que también permite la eficaz
secrecion de la proteina heterdloga a producir.

3.- Medios de cultivo
Cultivo de E, coli

LB (Sambrook etal., 1989), como medio general para el mantenimiento
de cepas y purificacion de pldsmidos a pequefia o gran escala. Asimismo se
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utilizo en determinados ensayos de produccion de a-sarcina. Este medio
contlene 10 g/l de triptona bactertologica, 5 g/l de extracto de levadura y 10 g/l
de NaCl. Ef pH se ajusto a 7,0, Para prepararlo como medio sohido se atiadieron
15 g/l de agar. Para la seleccion de tranformantes de £ cofi resistentes a algan
antibiotico, se afiadio éste a la concentracion estandar recomendada (Sambrook
et al, 1989)

YT (Sambrook et al., 1989), se utilizd para el crecimiento de cepas de
£ coli destinadas a la obtencion de ssDNA - Es un medio mas rico que el LB
y contiene 16 ¢/l de triptona bacteriologica, 10 g/l de extracto de levaduray 5

-

g/l de NaCl, a lo que se afiaden, tras autoclavar, 2 v/l de glucosa esterilizada
por filtracion.

Medio minimo (Sambroaok et al., 1989), se utilizo para la produccion
de w-sarcina recombinante y de diferentes formas mutantes. Este medio
contiene 100 ml/l de la mezcla de sales M9 (Na,HPO, 30 ¢/I, KH.PO, |5 g/l,
NaCi 2.5 g/l, NH,Cl 5 /I, pH 7,4 Sambrook et al . 1989). MgSO, | mM,
glucosa 0,2% (p/v} y CaCl, 0,01 mM.

Medto de triptona (TB). se ha utilizado para la produccion de RNasa
U2 utilizando el plasmido pINGU2 en las células W3 110. Contiene 5 ¢/I de
NaCl vy 10 g/l de triptona.

W Broth. sc utilizo para la obtencion de células competentes de L. coli
v osu posterior transformacion con DNA plasmidico. Countiene triptona
bacterioldgica 2% (p/v). extracto de levadura 0,5% (p/v), MgSO, 0,4% (p/v)
y KC110 mM. El pH del medio se ajusto a 7,6 utilizande KOH 4 M.

Cultivo de P. pastorts

Los medios utilizados para el cultivo de la levadura Pichia pastoris,
segun la finalidad de cada uno, tueron:

Crecimiento y seleccion de recombinantes
YPD (1 litro): 10 g de extracto de levadura.

20 g de peptona,

2 g de D-glucosa,

20 g de agar (para medio solido).
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MD (1 litro}: 1,34 g de base de nitrogeno para levaduras, sin
ammoacidos,
4 ug de biotina,
2 g de D-glucosa,
|5 g de agar (para medio solido).

MM (1 itro): 1,34 g de base de nitrogeno para levaduras, sin
aminoacidos,
4 pg de biotina,
500 pl! de metanol,
15 ¢ de agar (para medio solido).

Produccion de proteinas
BMGY (1 litro): 10 g de extracto de levadura,
20 g de peptona,
1 ml de glicerol,
1,34 g de base de nitrogenc para levaduras, sin
armneacidos,
4 pg de biotina,
0,1 M fosfato de potasio, pH 6,0.

BMMY (1 litre): 10 g de extracto de levadura,
20 g de peptona,
SO0 ul de metanol,
1,34 g de base de nitrdgeno para levaduras, sin
aminoacidos,
4 nug de biotina,
0,1 M fosfato de potasio, pH 6,0.

BMG (1 litro): 1 mt de glicerol,
1,34 ¢ de base de nitrogeno para levaduras, sin
aminodacidos,
4 pg de biotina,
0,1 M fostato de potasio, pH 6,0,

BMM (1 iitro): 500 ul de metanol,
1,34 g de base de nitrogeno para levaduras, sin
aminoacidos,
4 ug de biotina,
0,1 M fosfato de potasio, pH 6,0.
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MG (1 litro): 1.34 ¢ de base de nitrogeno para levaduras,
4 ng de biotina,
1 ml de glicerol.

MM (va descrito)

Todos los cultivos se hicieron a 30 °C. En caso de medios liquidos se
sometieron a una agitacion suficientemente fuerte como para conseguir una
adecuada oxigenacion,

Fermentacion

BSM (1 Iitro). 26,7 ml de H,PO, 85%,
0,93 g de CaS0,2H.0O,
182 ¢ de .80,
14,9 ¢ de MgS0,-TH,0.
4,13 g de KOH,
40,0 ¢ de glicerol
S ml de PTM, con biotina.

PTM, (100 ml), solucion de elementos traza con biotina;
0,6 g de CuSO,5H,0,
80 mg de KI,
0.3 g de MnSO,H.0O.
20 mg de NaMoO -2H,0,
20 mg de H,BO,,
50 mg de CoCls,
2 g de ZnCl,,
6,5 g de FeSO - 7H.O.
20 mg de biotina,
0,5 mi de H,50,,

Cuitivo de hongos filamentosos

Para su mantenimiento, se ha utilizado caldo de dextrosa y patata
comercial {(PDB), suplementando con agar a 15 g/l para los cultives solidos,
denominandose entonces agar de dextrosa y patata (PDA).

En el caso de dspergillus giganens, también se ha mantenido en un
medio solido conteniendo agar 15 g/l NaNO, 2 /I, Na.HPO,12H,0 1 g/l

=

MgSO - 7H,0 0.5 g/l, FeSO, 0,01 g1 KC1 0.5 gy sacarosa 20 ¢/1.
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Para la produccion de ribotoxinas v AFP, se ha utilizado el medio
fiquido descrito por Olson y Goerner (1965), que contiene peptona 2% (p/v),
almidon de maiz 2% (p/v), NaCl 0,5% (p/v) v extracte de carne de vaca 1,5%

(p/v).

Cultivo de Ustilugo sphaerogena

Este organismo se mantuvo en medio de patata y dextrosa (PDA y
PDB), en el que también se realizd la extraccion de DNA gendmico. La
produccion de RNasa U2 vy la extraccion de RNA se realizaron en el medio
descrito por Arima et al. (1968a), al que se denomind «medio Ustilagoy (MU},
compuesto por los siguientes componentes (en p/v):

2% glucosa (se prepard aparte, esterilizandola por filtracion)

0,2% glicocola

0,05% K,HPO, 3H,0

0,05% KH,PO,

0,01% MgSO,7H,0O

0,01% KCl

0,01% CaCl,:2H,0

4.- Soluciones de uso general

CI: solucion de cloroformo-alcohol isoamilico (24: 1), saturado con TE.
PBS: NaCl 0,14 M, KC1 2,7 mM, KH,PQ, 1,5 mM y Na,HPO, 8,1
mM.

PCI: solucion de fenol cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1),
saturado con TE,

TAE Ix: Tris-acetato 0,045 mM, EDTA 6,001 M pH 8.0.

TBE Ix: Tris-borato 0,045 mM, EDTA 0,001 M pH 8.0

TE: Tris 10 mM, EDTA I mM, pH 7,5-8,0.

Tampén de aplicacion 6x (electroforesis de DNA): azul de
bromofenol 0,25% (p/v), cianol de xileno 0,25% (p/v) v glicerol 30%
(viv).

Tampén de aplicacién 1x (electroforesis de proteinas): Tris 50 mM
pH 7,6, EDTA 2 mM, SDS 1% (p/v), glicerol 10% (v/v) v azul de
bromofenol 0,02% (p/v).
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METODOS

1.- Conservacion de cepas
Hongos filamentosos

Las cepas de hongos filamentosos se conservaron de dos formas. En
muchos casos, simplemente mediante cultivos en agar, en tubos inclinados,
cubiertos con aceite de vaselina y a temperatura ambiente. Para aquellos que
esporukaban (casi todos), también se recogieron suspensiones de esporas que
se secaron en gel de silice. De esta forma, al echar algunos de los trozos de gel,
con esporas adsorbidas, en una placa de medio con un poco de agua, vuelve a
crecer el hongo.

E. coli

Las cepas de E. coli se conservaron congeladas a -80 °C, en presencia
de glicerol aproximadamente al 25% (v/v). Para ello, a 1 ml de un cultivo en
medio con la correspondiente seleccion, crecido durante una noche, se le
artadid 0.5 mi de glicerol al 80% (v/v). Para volver a crecerlas, se stembran en
una placa de LB con presion de seleccidn.

P. pastoris

Para conservar las diferentes cepas de Pichia pastoris, éstas se
congelaron a -80 “C. Para ello. se recogieron las células de 1 mi de cultivo y
se resuspendieron en medio YPD conteniendo un 15% o un 50% de glicerol,
en un volumen adecuado para obtener una OD,, entre 50 y 100. Conservadas
de esta forma, las células se mantienen en perfecto estado. Esto se hizo tanto
con ia cepa GSI115 original, como con los controles de expresiéon y con las
cepas recombinantes. Para volver a crecer las cepas asi congeladas, el primer
paso fue sembrarlas en una placa de YPD (cepa GS115) o de MD (cepas His™).

U. sphaerogena
Lacepade U sphaerogena se mantuvo mediante sucesivos sembrados

en placa de cultivo con PDA, va que no se ha podido desarrollar un protocolo
de congelacién adecuado.
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2.- Aislamiento de DNA genomico
De hongos filamentosos

Para aislar el DNA gendmico de los distintos hongos {ilamentosos se
crecieron cultivos liquidos de 100 ml de PDB. inoculados con suspensiones de
esporas tomadas de cultivos en medio solido. En el caso de hongos que no
esporularan, se inocularon con abundante micelio. Los cultivos se incubaron
a 30 "C con agitacion durante una noche. Una vez obtenida suficiente cantidad
de micelio, éstos se fittraron y secaron con toatlas de papel, machacandolos en
un mortero con nittdgeno lquido. Una vez pulverizados, se resuspendieron en
6 ml de tampon Tris-HC1 200 mM pH 8.5, NaCl 230 mM. EDTA 25 mM, SDS
0.5% (p/v). calentando a 63 °C, durante 10 minutos. De esta forma. se produce
la rotura de la pared celular v de la membrana. como consecuencia del choque
osmotico producido por la sacarosa, ¥ por la accion del SDS. Este proceso se
ve acelerado por la temperatura, Las muesiras de DNA genomico se
desproteinizaron y deslipidizaron mediante sucesivas extracciones con PCly
lavado con C1 (a este proceso se le Hama «fenolizaciony en el resto de los
métodos descritos a continuacion). El DNA gendmico se precipitd, a
lemperatura ambiente, con 1/10 (vi/v) de NaAcO 3 M pH 3.2 v (.6 volumenes
de 1sopropanol, lavandolo con etanol al 70%. v dejandolo secar al aire en una
campana de flujo laminar. EI DNA gendmico precipitado se digolvid en 600 pl
de TE. Para el eliminar el RNA contaminante, se afiadié un paso de incubacion
con 10 uhde RNasa A (23 mg/ml), durante 1 ha 37 °C. tras lo cual se tenolizd
y se precipitd igual que en cl paso anterior. Los DNA secos se resuspendieron
en 600 ul de TE. v se¢ guardaron congelados a -20 *C. La concentracion y
pureza del DNA. se calcularon a partir de su A.,,. de la relacion A, /A, ¥
mediante la realizacion de una electroforesis en gel de agarosa.

De Pichia pastoris

Con el objeto de determinar la presencia del gen de la pre-u-sarcina en
el genoma de las cepas transformadas. se aisld ¢ste segun el protocolo de
Hoftman v Winston {1987y para S, cerevisiae. Para ello se inocularon 10 milde
YPD con células de las cepas cuvos genomas se querian obtener, creciéndose
a 30 “C hasta saturacion (dos dias). Las células se recogieron por
centrifugacion a 2500 g, durante 2 min y se resuspendieron en 0,5 ml de agua.
Se pasaron a un tubo de microfuga, centrifugdndose en ésta. Una vez decantada
la mayor parte del sobrenadante, se agitaron los tubos para resuspender las
células en el liquido residual. A esta suspension se le anadio 0,2 ml de solucion
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detergente (2% Triton X-100. 1% SDS, 100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI pH
8,1 mM Na,EDTA), 0,2 ml de PCIy 0,3 ml de bolitas de cristal, de 0,5 mm de
diametro, lavadas en acido. Esta mezcla se agitd en vortex durante 3-4 minutos.
Después de la agitacion se le afadio 0,2 ml de TE (pH 8) y se centrifugaron 5
min en microfuga. Se separd el sobrenadante de los restos celulares y se
precipitd el DNA afiadiendo 1 ml de etanol. Se centrifugd durante 2 min y el
sedimento se resuspendid en 0.4 ml de TE, al que previamente se habia afiadido
3 pl de RNasa A (10 mg/ml). Se incubd durante 5 min a 37 °C y se precipitd
el DNA afiadiendo 40 ul de solucidn salina (4 M LiCL. 0,1 M MgCl,) y 1 mlde
etanol a -20 °C. Se centrifugd a 4 °C, durante 2 min, y se secd el DNA
sedimentado, resuspendiéndolo finalmente en 30 pl de TE. El DNA asi
purificado se caracterizo espectroscopicamente, calculando larelacion A, g/ Ay,
y la concentracion (segun la A,).

De Ustilago sphaerogena

L1 DNA gendmico de Ustilago sphaerogena se aislo siguiendo un
pratocolo proporcionado por el Dr. J. Kronstad, de la University of British
Columbia. Una cepa de U mavdis sirvio como control.

Se inocularon 50 mi de PDB en erlenmeyers de 250 ml con las cepas
de Ustilago, y se incubaron a 30 °C durante una noche. El micelio se recogiod
por centrifugacion (10 min a 7000 g), tras o cual se lavaron con 10 ml de agua,
volviendo a centrifugarfos en tubos Corex de vidrio de 25 ml. Al micelio se le
afiadicron 2 g de cuentas de cristal de 0,5 mm lavadas con acido, 3 ml de
tampon 0,5 M NaCl, 0.2 M Tris, 0,01 M EDTA, 1% SDS, pH 7,5, recién
preparado, y 2.5 ml de PCL La mezcla se agito en un vortex durante cinco
ciclos de 30 s, dejdndola en hielo entre un ciclo y otro. Con esto se consigue,
en un selo paso. romper la pared celular, disgregar la membrana vy
desnaturatizar y extraer las proteinas. La fase acuosa se separd por
centrifugacion a4 °C, y se fenolizd de nuevo. EI DNA se precipitd con acetato
de sodio y etanol, resuspendiéndolo en 500 ul de TE. Tras analizarlo en una
electroforesis en gel de agarosa, se vio que habia abundante RNA, por lo que
s¢ incubo con 10 pt de RNasa A (25 mg/ml) durante 1 ha 37 °C, y se repitio
la fenolizacion. Finalmente, se precipitd con acetato de sodio e isopropanol. El
DNA asi obtenido se cuantiticé por espectrofotometria v se analizd su
integridad mediante electroforesis en gel de agarosa.
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3.- Aislamiento de RNA
De U. sphaerogena

EL RNA total se aislé a partir del micelio de £ sphaerogena segim el
método de desnaturalizacion por isotiocianato de guanidinio (Chomezyski v
Sacchi. 1987), para evitar la accidn de las RNasas. pero purificando finalmente
el RNA por ultracentrifugacion en gradiente de CsCl (Sambrook et al., 1989).
El micelio se aislé en condictones de maxima produccion de RNasa U2. lo que
se comprobd mediante las correspondientes medidas de actividad enzimatica.

Con un preindeuio de U sphaerogena en medio PDB, se inocularon 2
erlenmeyers contentendo 50 ml del medio en el que se deseribid la producceion
de RNasa L2 (Arima et al.. 1968a). al que se denomind «medio Ustilagoy
(MU), v se incubaron durante 45 h a 30 °C. El micelio se recogié por
centrifugacion {10 mina 5000g). lavandolo con agua tratada con DEPC (30 ml
por tubo de centrifuga). El micelio recogido se peso, y se afiadio solucion
desnaturalizante (isotiocianato de guanidinio 4M. citrato de sodio 25 mM,
0.5% laurilsarcosinato, pH 7.0). en proporcion de 2 ml por cada 300 mg de
micelio, Se afladié ademas 5 pl de 2-mercaptoetanol v 1 pl de antiespumante
289 (Sigma) por cada ml de solucion desnaturalizante. La mezela se
homogeneizd en un «Politréns {cuvo vistago se habia dejado toda la noche en
cloroformo, para evitar la presencia de RNasas y microorganismos, tras lo cual
se lavo con agua tratada con DEPC). mediante tres ciclos de 20 g, siempre con
cuidado de que se formara poca espuma. Se centrifugd (10 mina 3000 g}, y se
descartd ¢l sedimento. I} sobrenadante sc aplicd sobre tubos conteniendo una
disolucion de CsC1 3,7 M, EDTA 0.01 M, rratada con DEPC (Sambrook et al.,
1989). La aplicacion se llevo a cabo con una jeringa de 10 ml con aguja estéril
de 253G, para fragmentar el DNA cromosomico. Se centrifugd en un rotor
SW28 (Beckman), durante 24 h a 25 000 rpm y 20 °C, tras lo cual sc retird con
pipeta Pasteur el liguido por la parte superior hasta 0.5 ¢cm por encima del
menisco del tondo de los tubos. Se cortaron los tubos por encima del nivel de
liquido, con un bisturi calentado al rojo. ¥ se vacié ¢l resto con una pipeta
automadtica. El sedimento que queda en el fondo de los tubos es el RNA. Se
secaron voledandolos y golpedndolos contratoallas de papel. con cutdado de que
no se perdiera el RNA. Se lavé rellenando el fondo de los tubos con | ml de
etanol al 75%. v se vaciaron igual, dejandolos secar por completo, a
temperatura ambicnte. 21 RNA se diselvio entonces en 475 pl de agua tratada
con DEPC, pasandolo a un tubo de 2 mi. S¢ precipito afladiendo 30 pl de
NaAcO 3 M, pH 5.2, v 0,9 ml de etanol frio. v s¢ dejo mas de 30 min en hielo,
en la camara fria, centrifugandolo después en (rio durante 10 min en una
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microfuga. Se lavé con etanol al 70%, se seco a temperatura ambiente, y se
resuspendid en 100 ul de agua tratada con DEPC. El RNA asi obtenido se
analizd, realizando un espectro de absorcion y una electroforesis en gel de
agarosa..

Para conservarlo, se le aiadieron 3 volimenes de etanol y se guardd a
-80 °C. Cuando se quiso utilizar, se saco y se le afiadié 1/10 del volumen de
NaAcO 3 M pH 5,2, dejandolo en hiclo durante media hora y centrifugando
despucs. Tras secar el sedimento de RNA obtenido, se disolvio en la cantidad
necesaria de agua estéril.

4.- Reacciones de amplificacion por PCR

Se describen a continuacion las PCR utilizadas para las aplicaciones
mas especificas.

Deteceion de ribotoxinas

Con la idea de detectar especificamente la presencia de genes de
ribotoxinas en el genoma de los hongos filamentosos, se disefiaron en el
laboratorio del Dr. Julian Davies dos oligonucleotidos que se correspondian
con fas secuencias mas conservadas en los genes gue se conocian antes de este
estudio. Estos oligonucleotidos son KQ1 (S-CCTCTYTCCGACGGCAAGAC-
3y KQ2 (5-GTTRGGATARGTRTAGATGACC-3). Con estos dos
oligonucleotidos se deberia amplificar, si fueran iguales los genes, un
fragmento dc 273 pb. correspondiente a los residuos 38 a 128 de la ¢-sarcina
(figura 14),

Utilizando estos oligonucieotidos se llevaron a cabo reacciones de PCR
con todos los DNA purificados, mediante la estrategia de touchdown (Don et
al., 1991:; Roux y Hecker, 1997), que consiste en ir bajando sucesivamente la
temperatura de hibridacton, por lo que se amplifican preferentemente aquellas
secuencias que hibridan mejor (a mds alta temperatura) con los
oligonucleotidos, pero que a la vez permite que se amplifiquen secuencias que
hibriden en una amplio intervalo de temperaturas; de esta forma, las bandas
mas especificas se amplifican mucho mas que las menos especificas. En
concreto, se realizaron en un miniciclador, tras una desnaturalizacion de 5 min
a 94 °C, 30 ciclos de desnaturalizacion (90 s a 94 °C), hibridacion (60 s
empezando a 635 v terminando a 50 °C, bajando medio grado en cada ciclo) y
extension (120 s a 72 °C}), seguido de otros 13 ciclos con la hibridacién a 50
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°C. Se uso la polimerasa Tag. El resultado de estas reacciones se analizo
mediante electroforesis en geles de agarosa ab 1.5%.
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Figura I4: Alineamiento de las secuencias de DNA de las ribotoxinas conocidas
anteriormente, marcando las secuencias de los aligos KQT v K2,

Obtencion del gen v ¢cDNA de la RNasa U2

Para detectar y amplificar el gen de la RNasa U2, se diseflaron dos
oligonucleotidos que se correspondicran con regiones de tos extremos de la
secuencia de la proteina madura. pero que ne fueran muy degenerados. Para
ello, se utilizd una tabla de utilizacion de codones ¢n los genes de U mavdis
secuenciados. proporcionada por ¢l Dr. J. Kronstad. eligicndo los codones mas
trecuentes. Asi. los oligonucleotidos fueron los sigulentes:

["2 5: 5'~AC‘C AAC TGC GGC GGC AAC GTS TA-Y

2-3: G(/\CTGGGEGAA(J(( GTC RTA-3,
que corresponden a los aminodcidos 7 a 14 (INCGGNVY) v 107 a 113
(YDGETQC), vy que permitian amplificar el f‘ragmcnlo que codificara para los
aminoacidos 7 a 113, por lo que se suponia una fongitud de 318 pb. si no
hubrera ningdn intrén.

EJ]

En la PCR se utilizaron distintas cantidades del IDNA obtenido, en
concreto 20y 2_ul de diluciones 1/20 v 1/2000, para un volumen final de
reaccion de S0 ul. La concentracion de MgCl, fue 1.5 mM, v se usaron 50 pmol
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de oligonucleotidos, y 1 ul de DNA polimerasa Tag, que se afiadid justo antes
de colocar fos tubos en el termociclador precalentado a 94 °C. El programa
usado consistia en una desnaturalizacion inicial de 15 munt a 94 °C, 30 ciclos
de desnaturalizacidn (90 s, 94 °C), hibridacidn (60 s, 60 °C) v extension (120
s, 72 °C), seguidos de una extension final de 8 mina 72 °C. La temperatura de
hibridacién era mas baja de la que correspondia a los oligonucleotidos, con ta
idea de compensar los posibles desapareamientos que pudicra haber en la
secuencia del gen con respecto a la de los oligonucleotidos. Ia purificacion de
los fragmentos de IDNA obtenidos, asi como su secuenciacion, se llevé a cabo
como se indica para la deteccion de ribotoxinas.

Para la sintesis del cDNA, se utilizo el Marathon cDNA amplification
kit de Clontech. partiendo de 5 ug de RNA total. Siguiendo las instrucciones
del &it, sc sintetizo ¢DNA de doble hebra. Para la sintesis de la primera hebra,
se utilizo la transcriptasa inversa del virus AMV, y un oligonuclcotido con una
region oligo(dT) con dos nucleotides degenerados en 3', lo que hace que este
oligonucleotido hibride con la zona de inicio de la cola de poli(A). La sintesis
de la segunda hebra se realiza con una mezcela de la polimerasa I de DNA de
E. coli, RNasa H y ligasa de DNA de £ coli; ademas, se utiliza la polimerasa
de DNA de T4 para romar los extremos del ¢cDNA de deble hebra sintetizado.

Para comprobar la presencia del gen de la RNasa U2 en el ¢cDNA
sintetizado. se llevé a cabo una amplificacion por PCR utilizando los mismos
oligenucleotidos, U2-5 y U2-3, empleados anteriormente. Los tiempos de los
ciclos fueron levemente distintos, para adaptarse a otro termociclador distinto
{Perkin-Elmer 2400), pero el resto de las condiciones eran simifares. Como
control positivo de la amplificacion, se utilizo el DNA genémico.

La amplificacion del cDNA para clonarlo en los diterentes vectores de
expresion se llevo acabo con distintos oligonucleotidos, que hibridaban con los
extremos de la secuencia codificante, y que incorporaban los sitios adecuados
para insertarlos en los vectores apropiados para cada estrategia de produccion.
Estos oligonucleotidos fueron:

U2-5-5all: 3'-dGTCGACAAAAGATGCGACATCCCTCAGTCCACC
AACTGCGGCGGCAA-S

U2-5-Mfel: 5'-dCAATTGTGCGACAATCCCTCAGTCCA-3

U2-3-Nodl: 5-dGCGGCCGCTTACGAGCACTGGGTGAAGCCGTC
RTA-3

U2-3-Bgl: 5-dAGATCTTTACGAGCACTGGGTGAAGC-3'!
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Traslaamptificacion, realizada en condiciones estandar con polimerasa
Tag. los fragmentos se insertaron en el vector pCR2.1 aprovechando los
residuos de adenina protubcrantes en 3, mediante el «74 cloning kirn de
Invitrogen. Estos plasmidos se digiricron con las enzimas de restriccion
adecuadas, v se purificaron los fragmentos con la secuencia codificante. para
ligarlos con los vectores.

S.- Electroforesis de acidos nucleicos
Electroforesis de DNA

Electroforesis en geles de agarosa

Los geles de agarosa se prepararon al 0.7-2% (p/v) en TAE Ix,
dependiendo del tamafio del DNA que se queria detectar o puriticar. Las
electroforesis se desarrollaron a 80-100 V con voltaje constante. En todos los
casos se utilizaron patrones de masa molecular, correspondicntes a la digestion
con Hindlll del DNA del fago &, escaleras de 100 pb o de 1 kb (Gibeo), u otros
plasmidos sin digerir de tamafio y concentracion conocidos. Las muestras se
aplicaron en tampon de aplicacion 0x. Una vez finalizado el proceso
electroforético se detecto el DNA por tincion con bromuro de etidio,
observandose las bandas bajo luz ultravioleta. También sc utilizaron geles de
agarosa con bajo punto de tusion (Jow melt) para la purtficacion de fragmentios
neguenos de DNA (100-800 pb) o de productos de la amphificacion per PCR.
El desarrollo de estas clectroforesis se realizo a 47C. v a 80 'V constantes.

Electroforesis en geles de poliacrilamida

[stos geles se realizaron, en la mavoria de los casos, al 4% en
acrilamida (p/v) y siempre en condiciones no desnaturalizantes. El tampon
utihizado fue TBE. Las electrotoresis se desarrollaron a 100 V durante el
tiempo deseado v los geles se tifieron en azul de metileno al 0,01% (p/v). Las
clectroforesis en geles de poliacritamida se utilizaron principalmente en la
separacion con fines preparativos de fragmentos de DINA.

6.- Manipulacion de DNA

Aislamiento de plismidos de E. coli

Bl DNA plasmidico sc aisld con el método comercial de Promega
«i¥izard miniprepsy». Para ello. se inocularon 2-5 ml de medio 1B {con ¢l
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antibidtico correspondiente) con una colonia aislada del clon de bacterias
transformadas que interesaba. El cultivo se crecid durante 16 h a 37°C. A
continuaciodn las células se recogieron por centrifugacion y se resuspendieron
en Tris-HCl 50 mM pll 7.5, EDTA 10 mM y RNasa A 100 pg/ml.
Posteriormente, se lisaron en NaOH 0.2 M, SDS 1%. El pH de la muestra se
neutralizo con acetato potasico 1,32 M, y los restos celulares se eliminaron por
centrifugacion. El sobrenadante conteniendo el DNA plasmidico se puso en
contacto con la resina del £it, que presenta afinidad por el DINA. Este DNA
unido a [a resina se lavo con la «solucion de lavado» (NaCt 200 mM, Tris-HCI
20 mM pH 7.5, EDTA 5 mM) diluida 1:1 en etanol 95%, eluyéndose a
continuacion por adicion de agua o TE. El DNA plasmidico asi purificado se
analizo por electroforesis, obteniéndose con un grado de pureza suficiente para
analisis de restriceion y secuenciacion. Cada vez que se prepard un nuevo
plasmido., una vez gue €ste estuvo suficientemente caracterizado, se procedid
a su purtficacion a mayor escala. Para ello, se utilizd el kit de «Wizard
maxipreps» que, esencialmente, consiste en un iratamiento idéntico al descrito
en las lineas anteriores, pero adaptado a 500 ml de cultivo inicial de bacterias.

Aislamicnto de fragmentos de DNA

Los fragmentos de DNA se purificaron a partir de geles de agarosa o de
geles de poliacrilamida en condiciones no desnaturalizantes.

Purificacion de fragmentos de DNA de gran tamaifio

Se consideran fragmentos de «gran tamafio» a aquetlos comprendidos
catre 1.5 ¥ 10 Kb. Estos fragmentos se purificaron utilizando el «Gene clean
kit» de Bio 101. Para ello, se {raccionaron en geles de agarosa, generalmente
al 0,7% (p/v), en tampon TAE 1x y se identificaron mediante tincidén con
bromuro de etidio. Para purificar el fragmento se recortd el bloque de agarosa
quc le contenia y se procedio seglin las indicaciones del kir, basado en la unién
del DNA a una resina que presenta afinidad por él («glassmilk»). Para ello, se
afladid una solucion de Nal 3 M (tres volumenes o por peso de gel) al blogue
de agarosa y se calentd a 50 °C, hasta la fusion completa de la agarosa.
Posteriormente, se afladié el volumen adecuado de «glassmills (5 ul por 5 ug
o menos de DNA, y T ul por cada 0,5 ug de DNA de mas). La union del DNA
a la matriz de realizo en hielo durante 5 minutos. Tras centrifugacion breve se
resuspendio el sedimento (DNA-glassmilk) cn la solucion de lavado («new
wash») v se lavo sucesivamente. Finalmente, se afiadié un volumen de TE o
H,0 1gual al afladido de «glassmilky, y se calentd a 50 °C durante 3 minutos,
para favorecer la disociacidn del complejo. Mediante centrifugacion se separd
el DNA purificado contenido en el sobrenadante. El proceso de elucidn del
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DNA se repitio dos veces mds. El grado de purificacién v rendimiento del DN A
se determind por electroforesis en geles de agarosa.

Para la purificacion a partir de geles de poliacrilamida al 4% (p/v) en
IBE 1x, se recortaron las bandas del gel conteniendo el DNA vy, una vez
troceadas, se metieron en un fip de 1 ml sellado por la punta, v que contenia en
su interior una cantidad adecuada de lana de vidrio. Se afiadié un volumen
adecuado de aguay se dejd agitando a 37 °C. 16 h. Tras la incubacidn, se cortd
la punta sellada. v se eluvo el DNA por centrifugacion a 4000 rpm durante 10
minutos. La fana de vidrio retiene los fragmentos de acrilamida, mientras que
el DNA se recoge en un tubo colocado a tal efecto en ¢l extremo del tp. El
DNA se precipito por adicién de 1710 (v/v) de acetato de sodio 3 M pi 5.2 v
2,5 volimenes de ctanol enfriado a -207°C. Posteriormente. se lava ¢l DNA
precipitade con etanol al 70% (v/v) frio. v se resuspendié en un volumen
conveniente de agua o TI..

Purificacion de fragmentos de DNA de pequeiio tamaiio

Se considera que fragmentos de pequeno lamafio son los comprendidos
cnire 100 vy 1500 pb. Estos fragmentos se purificaron a partir de geles de
agarosa de bajo punto de fusidn.

Para la purificacidn de los fragmentos de DNA a partir de geles de
agarosa de bajo punto de fusion, se prepararon geles al 1-2% (p/v) en TAE Tx.
La purificacién se realizd con el método comerciai de Promega «Wizard PCR
preps», stimilar al utilizado para la purificacion de DNA plasmidico. En este
caso, sc procedia inicialmente a fundir el blogue de agarosa, por incubacion
durante 5 minutos a 55-65 °C, y se afiadid rapidamente la resina suministrada
en el kir. El proceso de union del DNA a la resina. su posterior lavado y elucion
sc realizo del mismo modo que ¢l descrito para la purificacion dc DNA
plasmidico.

Purificacion de fragmentos de DNA amplificades por PCR

El DNA amplificadoe se purificéd a partir de geles de agarosa de bajo
punto de fusion. utilizando el sistema de Promega «Hizard PCR preps:, por el
mismo método descrito para la purificacion de fragmentos de DNA de pequefio
tamafio. expiicado en el apartado anterior.

Enel caso de la purificacion de los fragmentos de genes de ribotoxinas.
obtenidos por PCR, se aplicaron en geles de agarosza al 1,5%., recortandose las
bandas v extrayéndolas con el «Qiaex Il gel extraction kit de (nagen, un
sistema simifar al ya descrito de Promega.
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Reacciones de modificacion de DNA

Endonucleasas de restriceion

La utilizacién de estas enzimas permitié la obiencion de {ragmentos de
DNA que hicieron posible la formacién de construcciones utiles para la
clonacion y expresion de genes de las distintas proteinas estudiadas. Todas las
digestiones enzimdticas del DNA se realizaron en condiciones de temperatura
optimas para cada enzima. En cada caso se utilizo una mezcla de reaccion
conteniendo el tampédn adecuado para cada enzima. RNasa A (0.5 mg/ml) y
albumina de suero bovino (BSA; 1 mg/ml). En los casos en los que fue
necesario, la enzima fue posteriormente inactivada por calentamiento a 65 °C,
o0 por extraccion mediante fenolizacion. El rendimiento de las digestiones se
determind por electroforesis en geles de agarosa al 0,7-1% (p/v) en TAL.

Ligacion de fragmentos de DNA

La reaccion de ligacion de {ragmentos de DNA, necesaria para cl
clonaje dc los fragmentos de DNA en los diferentes vectores de expresion y su
postenior transformacion en cepas de £ coli, se realizo utilizando la DNA
ligasa del bacteriofago T4. La mezcla de reaccion se completd con el tampon
de la ligasa y ATP | mM, y se mantuvo a 16 °C durante 4-16 horas. En los
casos en los que los fragmentos tenian extremos cohesivos compatibles la
mezcla se calentd previamente a 65 °C, durante 15 minutos, v se enfrio en
hielo, para favorecer la formacion de uniones intermoleculares.

También se ha utilizado el «Rapid DNA ligation kit» de Boehringer, que
permite. con un tampon cspecial, realizar la ligaciéon durante 5 min a
temperatura ambiente, en las condiciones descritas en sus instrucciones.

Reaccion con el fragmento Klenow de la DNA polimerasa

Lautilizacion de esta enzima permitid obtener extremos romos a partir
de fragmentos con extremos protuberantes cn 5, as{ como reafiizar la
elongacidn in vitro de fragmentos molde de DNA, cuando esto fue necesario.
La mezcla de reaccion contienc el fragmento de DNA, una mezcela de dNTP (2
mM cada uno), selucién NTB (10x: Tris-HC1 0,5 M pH 7,0, MgSO, 0.1 M,
DTT 1 mM, BSA 0.5 mg/ml) y la enzima Klenow (2.5 unidades), se incubd a
temperatura ambiente durante 20 min. La inactivacion posterior de la enzima
se realizo por calentamicnto a 65 °C, durante 10 min. En algunas ocasiones fue
preciso purificar el fragmento de DNA tras la reaccion, para lo cual, tras una
tenolizacion y extraccion con éter, se precipitd con etanol.
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Secuenciacion de DNA

Secuenciacion automatica

La secuenciacién de las construcciones pénicas insertadas en los
vectores plasmidicos s¢ llevo a cabo en el Cenro de Secuenciacion
Automatizada de DNA de la Universidad Complutense de Madrid, o en la
empresa lerraGen de Vancouver.mediante sccucnciacion ciclica con
terminadores marcados con sondas tinorescentes

Se utilizd el «dB1 PRISM dve terminaior cvele sequencing ready
reaction kit» (Perkin Elmer) con la DNA polimerasa «Ampli Tagq, FS». [ista
enzima es un deble mutante de la polimerasa Taq. que carece de actividad
exonucleasa 5'-3" v tiene una mutacion en ¢l dominio polimerasa, lo que
permite una menor diseriminacion frente a los ddNTP vespecto a la enzima
original.

Una vez realizada la amplificacion a la temperatura de hibridacion del
oligonucleotido empleado (20 ciclos). se puriticaron los productos de reaccion
por precipitacion con etanol o por separacion en una minicoiumna de Sephadex
(3-30, y se separaron mediantc electroforesis en un gel desnaturalizante,
compuesto por urea y acrilamida Long Ranger. La electroforesis se desarrollo
a 1680 V.30 mA, 150 W, durante 9 horas, en un secucnciador A3 PRISM
377, Conforme migran los tragmentos de DNAL pasan por un liser que excita
cada uno de los fluordtoros. La emision producida por estos es recogida en el
secuenciador ¢ interpretada adecuadamente por d¢ste para asignar un
determinado nucleotido.

Mutagénesis dirigida

[La obtencion de diferentes formas mutantes de a-sarcina se realizd a
partiv de mutaciones en el ¢DNA de la w-sarcina. utilizando diferentes
oligonucleotidos mutagénicos. Asi, se sintetizaron oligonucleotidos que
hibridaban con diferentes zonas det ssDNA molde. y en las cuales se habian
sustituido  diferentes bascs. S¢ siguio ¢l método descrito por Kunkel et al.
{1987) basado en el enriquecimiento en uridina del DNA de cadena simple
usado como molde a mutar (ssDNA-LT).

Purificacion de DNA de¢ cadena simple (ssDNA)
El clonaje de un fragmento de DNA en un plasmido que contenga en
su secuencia un origen de repticacion para un fago hiamenioso permite su
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utilizacton para la obtencion de ssDNA. Este ssDNA es el molde de los
ensayos de mutagénesis dirigida por oligonucleotido.

Esta técnica se realizo de acuerdo con Messing (1983) y basandosc en
lo descrito por Merola et al. (1989). Se partio de células de E. coli
transformadas con el vector pEMBL18(+), que llevaba clonado el inserto
adecuado en cada caso. Este vector, contiene en su secuencia un origen de
replicacion para el fago F1, de manera que tras la transfeccion con dicho virus
las bacterias secretan la hebra no codificante (antisense) del pEMBLI18(+) en
forma de particula virica.

Para ello, se inoculd una colonia de £, coli transformada, en 2-50 ml de
YT con ampicilina v glucosa 0,2%, v se mcubd a 37 °C hasta alcanzar una
OD,,, de 0,42. En ese momento se afiadieron 20-200 uf de fago (1,5x10"
particulas/ml) para transfectar las células de E. coli. Se mantuvo la incubacion
5 horas, tras lo cual se centrifugé a [G000 g para eliminar el sedimento celular.
Al sobrenadante conteniendo los fagos v las particulas viricas se le afiadié una
cantidad de polietilenglicol (PEG) y NaCl suficiente para alcanzar unas
concentraciones finales del 2,5% (p/v) v 2,5 M, respectivamente, y se mantuvo
2 horas a4 “C. Tras centrifugacion, los sedimentos se resuspendieron en un
volumen adecuado de TE con RNasa A 0,5% (p/v). La muestra s¢ extrajo con
I ml de PCl y la fase acuosa se lavo repetidamente con éter etilico. El ssDNA
contenido en esta fase acuosa se precipitd con 1/10 (v/v) de LiCl 4M, MgCl,
0,1 M. pH 5.2y 2.5 volumenes de etanol frio. El ssDNA asi precipitado se lavo
con etanol al 70%, y se disolvio en un volumen adecuado de TE o agua.

Mutagénesis con DNA plasmidico enriquecido en uridina (método

de Kunkel}

La preparacion del DNA conteniende uridina requicre su
transformacion en un cepa de £ coli, que reuna ciertas caracteristicas:
susceptibilidad a la infeccion con fagos filamentosos pequefios; presentar un
genotipo dut (dut1)y ung (ungl), necesario para la incorporacién y estabilidad
de la uridina al DNA dei fago; y, por altimo, una tasa de mutacion espontanea
baja. Concretamente, se utilizd la cepa BW313.

Las células transformadas se crecieron en placas de LB con ampicilina
y uridina (1 pg/mi). A continuacidn, se procedid a la obtencion del ssDNA
molde enriquecido en uracilo (ssDNA-U), para lo cual se siguio el protocolo
descrito anteriormente, pero realizando el cultivo en un medio suplementado
conuridina | pg/mi. La reaccion de mutagénesis propiamente dicha, se realizo
por hibridacion de este ssDNA-U con el oligonucleotido mutagénico
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fosforilado. Para ello, se mezclaron en una relacion molar 1:10 (ssDNA-U:
oligo) y se calentaron 2 min a 70 °C. La mezcla se dejo enfriar lentamente
hasta 25 °C. Una vez alcanzada esta temperatura se puso en hiclo v se
afladicron los componentes para la sintesis v ligacion del DNA. La reaccion se
Hevo a cabo en HEPES 200 mM pH 7.8, DTT 2 mM, MgCl, 10 mM, mezcla
de dNTP 500 uM, ATP I mM. 1-3 unidades de DNA polimerasa Klenow y 2-5
unidades de la DNA tigasa det fago 14, El procese complele supone una
incubacion durante 5 minutos en hielo, seguida de 5 minutos a temperatura
ambiente y 2 horas a 37 °C. De esta forma, se facilita la hibridacion y posterior
accion de la DNA polimerasa Klenow v de la ligasa. La adicion de EDTA a 15
mM linalizo la reaccion,

Con la mezcla mutagénica se transtormaren células de £ coli v sc
seleccionaron fas colonias que contenian ¢l vector con el inserto. La existencia
unica de la mutacion deseada se determing por secuenciacion.

7.- Transformacion de células y seleccion de recombinantes
Transformacion de E. cofi

Preparacion de células competentes

Basicamente, se ha seguido ¢l método de Hanahan (1983). con una
modificacion que implica el empleo de RbCl, segiin recomendaciones del Dr.
J.L. Gareta Loper, del Centro de [nvestigaciones Bioldgicas (CSIC). Para ello,
células de E. coli, sembradas recientemente cn placa Petri, se inocularonen 5
mt de y Broth, y se incubaron a 37 “C con agrtacion fuerte hasta aleanzar una
densidad dptica (ODy,,) de 0,3, Una vez alcanzada ¢sta. se inocutaron 100 ml
de y Broth con el cultivo anterior v se incubaron hasta que fa OD,,, fue 0.48.
Elcrecimiento del cultivo se detuvo en hielo, v [as ¢élulas se sedimentaron por
centrifugacion a 2500 g. El sedimento se resuspendio en 36 ml de TIBI frio
(RbCH, 100 mM., MnC1, 30 mM. KA¢O 30 mM, CaCl, H,0 10 mM, gheerol
15% (v/v), ptl 5,2 gjustado con HACO 0,2 M), v se mantuvo en hiclo durante
90 minutos, Las células se sedimentaron de nuevo, ¢n fas mismas condiciones
que la vez anterior, y se resuspendieron en 4 mt de TIB2 frio (MOPS [0 mM.
RbCL 10 mM, CaCl,-H.O 75 mM, glicerol 75% (v/v). pH 7.0 ajustado con
NaOH). Las células competentes asi obtenidas se distribuveron en alicuotas de
(.2 ml v se congelaron a -807°C.
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Transformacion de células de E. coli

Células competentes, preparadas como se indica anteriormente, se
descongelaron y se mantuvieron en hielo durante 10 minutos. A continuacion.
se afadid el DNA plasmidico o la mezcla de ligacion que se deseaba
transformar (1-100 ng de DNA), y se mantuvieron otros 15 minutos en hielo.
La entrada del DNA plasmidico al interior de las células sc facilité mediante
un choque térmico por incubacién a 37 °C, durante 4 minutos, y enfriamiento
posterior en hiclo durante 2 minutos. Se afiadieron 4 volumenes de y Broth y
se incub6 lamezelaa 37 °C durante 1 hora, para permitir la recuperacion de la
integridad de la membrana y la expresion del gen selector de los vectores.
Finalmente, se plaquearon diferentes volUmenes en placas de LB con el
antibiotico correspondiente, que se incubaron hasta la aparicion de colonias
transformadas.

Seleccion de colonias
Se utilizaron diferentes criterios para seleccionar las colonias de £. coli
que hubtesen incorporado el vector deseado.

Seleccion por color

Esta seleccion se basa en la expresion, o no, del gen de la
B-galactosidasa incluido en el DNA plasmidico. Para ello, se plaquearon las
células transformadas en placas de LB-agar con antibiotico (1 ng/ml), atas que
se habia afadido 40 pl de IPTG 100 mM y 40 ul de X-Gal 23 mg/mi. El
clonaje dei inserto en el plasmido produce la alteracion del gen de la
[-gulactosidasa, de manera que éste pierde la capacidad para hidrolizar el
X-Gal, obieniéndose colomias incoloras frente a las colonias azules que
contienen el plasmido sin tnserto.

Seleccion por tamaiia del plasmido («minis de coloniass;

[Las colonias obtenidas de una transformacion se sembraron de forma
ordenada en placas de LB-agar con antibidtico, para obtener mas masa celular.
Parte de estas colonias se recogteron con un asa de siembra y se lisaron en 40
pl de tampon de lisis (Tris 1| M pH 7,4-8.0, EDTA 0,5 M, NaOH 10 Ny SDS
20%). La mezcla se neutralizo con 3 pl de HCL 1 N, vy se afiadieron 5 ul de
tampdn de aplicacién 6x. La mezela se congelo a -80°C durante 15 minutos,
de manera que el SDS al precipitar arrastre con él al DNA cromosémico.
Mediante centrifugacion en frio durante 10 minutos se sedimentd el SDS y la
mayoria del DNA cromosomico, asi como los restos celulares. El sobrenadante
conteniendo el DNA plasmidico se analizd por electroforesis en geles de
agarosa, distinguiéndose los plasmidos sin inserto de los que lo hubiesen
incorporado, por su diferente movilidad electroforética.
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Transformacion de P. pastoris

Transformacion por cloruro de litio

Este es uno de los dos métodos usades de transformacion basados en
el uso de lino, como describieron Tto et al. (1983) para S. cerevisiae.

Se inocularon 50 ml de YPD con una colonia fresca de P. pastoris. El
cultivo se crecio hasta alcanzar una OD,,, de 1.0 (5 x 107 células/ml
aproximadamente). Se recogieron las células por centrifugacion a 1500 g
durante 10 min a temperatura ambiente. Se lavaron con 10 ml de agua estéril
v se volvieron a centrifugar en idénticas condiciones. Se lavaron de nuevo con
10 m] de TE estéril a pH 7.4 y. finalmente. sc resuspendicron en 2 ml de la
solucidn TE/LICTH (0,1 M LiCL 10 mM Tris-HCL pH 7.4, | mM EDTA), en la
que se incubaron a 30 °C durante una hora. Para cada transtformacion sc
preparod, en wbos de reaccion de 1.5 mi vy esténles, lo siguiente: 0.1 ml de
células. 1 pl de DNA de esperma de salmdn (10 pe/uly v 10 i conteniendo
unos 10 png del fragmento lincal de DNA con el que gueriamos transformar
(excepto en un control negativo sin este DNA). Tistos tubos se mcubaron
durante media hora a 30 °C, agitando suavemente. Pasado este tiempo, se
afiadieron 0.7 ml de una solucidn esteriiizada conteniendo 40% de PEG-33350
en TE/LICL invietiendo el tuboe para mezclar bien. Se incubéd otra media hora
a 30 “C v se le dio un choque térmico a 37 “C durante 5 min. Los tubos se
centrifugaron brevemente v se resuspendieron las células en 100 pl de agua
estéril. que se extendieron cn placas de MD, Estas placas se incubaron de 3 a
5 dias a 30 “C hasta observar la aparicidn de colonias.

Transformacién por acetato de litio

Este es otro método de transformacion basado en el uso del cation litio.
ligeramente diferente del anterior, pero mas usado frecucntemente en la
franstormacion de S cerevisae. in este caso, se siguio el protocolo descerito por
Gietz v Schiestt {(1995), que ademads han creado una pagina weh donde ofrecen
variantes  de! método  (www. umanitoba.ca/laculties/medicine/units/
human_genetics/gietz/method. html), incluida una en la que se pueden guardar
congeladas las células competentes. Sin embargo. este método ne suele ser
usado en la transformacidn de 2. pastoris porque algunas personas mantienen
que el acetato es toxico para esta levadura. Segan fa experiencia en nuestro
laboratorio. el método es dtil, v por eso se usa. Alguna vez se ha comparado la
eficaciade transformacion realizando a misma transtormactédn por este metodo
con acetato v cloruro, v ha resultado ser levemente superior en ¢l caso del
cloruro, pero la diferencia no era muy stgnificativa.
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Se inocularon 5 ml de YPD con células frescas de P. pasioris GS115,
y se incubaron a 30 °C durante toda la noche. Se afiadio la cantidad suficiente
de este preindeuto para que un cultivo de 50 ml de YPD tuviera una densidad
de 5x10° células/ml (lo que equivale, en P. pastoris, a una OD,,, de 0,1). El
cultivo se incubd a 30 °C hasta gque se completaron, al menos, dos divisiones
de las células, es decir, hasta que se cuadriplicé la densidad celular. Sc
recogieron entonees las células por centrifugacion en botellas esténiles de 50
ml (3000 g, S min), lavandose las células con 25 ml de agua y centrifugandose
igual. lLas células lavadas se resuspendieron en | mi de LiAcO 100 mM, vy se
paso la suspension a un tubo de 1.5 ml, en el que se centrifugaron por 30 5. Se
resuspendieron de nuevo en 400 pl de LiAcO 100 mM, lo que da un volumen
total de unos 500 ul, con una densidad de 2x10° células/ml (si se partia de mas
células, se adaptaba el volumen para mantener la densidad celular). La
suspension de células se agitd y se echaron 50 ul por cada transformacion a
realizar, en tubos de 1,5 ml. Se centrifugaron los tubos, eliminando el
sobrenadante. Sobre las células se echaron 240 pl de PEG 3350 al 50%. Esta
disolucion de PEG actia como barrera, v sobre ella se afiadieron 36 ul de
LiAcO 1.0 M, 25 ul de ssDNA de salmon (una disolucion a 2 mg/ml, que
previamente se hirvio durante 5 min, enfriandolo rdpidamente en hielo) y S0
ul de agua, conteniendo el DNA con el que queremos transformar (0,1 a 10 pg,
generalmente se usaron 5 o 10 pg). Se agitaron vigorosamente [os tubos para
mezclarlo todo (puede tardar 1 min), v se incubaron a 30 °C duranie 30 min.
Despues se les dio un choque térmico a 42 °C durante 20 min, en baiio de agua,
y se centrifugaron a 6000 rpm durante 30 s, teniendo cuidado de quitar todo el
sobrenadante. Se resuspendieron en 200 ul de agua v se extendieron en placas
de medie MD, gue sc incubaron a 30 °C hasta observar colonias.

Transformacion por electroporacion

Fste método consiste en la descarga sobre las células a transformar de
un pulso de corriente eléctrica con una gran intensidad de campo, de forma que
se induzca una permeabilidad en la membrana que permita tomar el DNA
desnudo del exterior celular. Dado que no se disponfa del electroporador en
nuestro laboratorio, se recurrié a los del Dr. Vivanco (de nuestro mismo
Departamento, aungue el aparato se encuentra en su laboratorio de la
[Fundacion Jiménez Diaz) o del centro de investigacion de Pharmacia. Sin
embargo, este método se utilizo en pocas ocasiones, porque no se obtuvieron
mejores resultados que en ¢l caso de los protocolos basados en la utilizacion
de litio.

Se uso para la transformacion un electroporador Bio-Rad, equipado con
un «controlador del pulso». Este aparato proporciona un pulso que comienza
al potencial maximo seleccionado, realizando la descarga con una caida
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exponencial. Las electroporaciones se llevaron a cabo en cubetas de 0.2 em de
separacion entre las placas de descarga. valor usual en la transformacion de
celulas de levaduras. 1 protocolo usado v detallado a continuacion es el
descrito pot Becker v Guarente (1991).

El dia anterior a la electroporacion sg inocularon 25 mi de YPD con
cclulas frescas de Pichia pastoris GS115. que se crecicron a 30 “C. Se afiadio
cantidad suficiente de este cultivo en 100 ml de YPD como para que diera una
0D, de aproximadamente 0.5, incubdndose entonces hasta que alcanzé una
OD entre 1,3 v 1,5, Las células se centrifugaron a 4 “C y 1500 g, durante 3
min, v se lavaron sucesivamente. centrifugando cada vez, con 100 v 50 ml de
agua esteril v 4 ml de sorbitol 1 M, wdo enfriado en hiclo. Se recogieron por
una nueva ceatrifugacion v se resuspendieron en 200 pd de sorbitol 1 M,
gquedando un volumen total de algo mds de 300 ul.

Para cada transtormacion se pipeted, en tubos de reaccion estériles pre-
enfriados, 40 wi de células y 1 ul del DNA lineal a transformar, disuelto en
agua a 1 pg/ub. Una de {as reacciones se hizo con célubas, pere sin DNA,
usandolo como control negative. Bs importante sefialar que en este tipo de
transformacion no se agrega un DNA inespecifico. pues no hace sino reducir
laeficiencia de transformacion. La mevcla de transformacion se incubd en hielo
durante 5 min y despuds se transfirid a la cubeta de electroporacion. que se
habia enfriado previamente. Se sometio entonces la mezela al pulso eléetrico
delinide por los siguientes parametros: 1.5 kV (fuerza del campo. £, 7.5
kViem™ ), 25 w200 Q. Ta resistencie especificada es la scleccionada en ¢l
controlador del pulso, aunque la muestra aporta una clerla resistencia
intrinseca. Con estws valores se consiguicron constantes de tiempo (t) en torno
alos 8 ms. Inmediatamente despuds del pulso se afiadio a las células 1 ml de
sorbitol 1 M para permitir su recuperacion. Se centrifugaron brevemente para
recoger lag cclulas en unos 100 wl de la misma mercla, que se sembraron en
placas de MD conteniendo sorbito) 1 M. La presencia del sorbitol os importante
para aumentar la eficiencia de transtormacion, pues permile una mavor
recuperacion de las células, de hasta un orden de magnitud (Beeker y Guarente.
{991). Estas placas se incubaron & 30 “C hasta obscrvar la aparicion de
colonias {entre tres y ¢inco dias).

Transformacién por PEG, congelando células competentes

Este método de transformacién es ¢l que se uso mds recientemente,
sobre todo por la comodidad que supone prepavar células competentes para
mltipies transformaciones. gque se guardan congeladas. Ll protocolo o
proporciona Invitrogen, v atirman que cs mas eficiente que el de cloruro de
litio,
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Se inoculd un precultivo de 10 ml de YPD con células frescas, y se
incubd durante toda la noche a 30 °C. Con él se inicid un cultivo de 10 ml de
YPD auna OD,,, de 0.1, que se incubd hasta alcanzar una ODy, entre 0,5y 0,8
(tardaba 4 a 6 h). Se recogieron las células por centrifugacion (500 g, 5 min,
temperatura ambiente). y se lavaron con 10 m] de solucidn A (sorbitol 1,0 M,
bicina 10 mM, pH 8,35, etilenglicol 3 % v/v). centrifugandolos de nuevo. Las
células se resuspendieron en 1 ml de solucidén A, afladiendo 55 ul de DMSO,
y se distribuyeron en alicuotas de 50 ul en tubos estériles de 1,5 ml. Se
afiadieron 11 ul de DMSO a cada tubo, se mezclaron y se enfriaron en un
congelador de -80 °C rodeados de isopropanol, para que se congelaran
fentamente {el isopropanol se retird después para conservarlos en cajas dc
almacenamicnto).

Para transformar las células competentes, se descongelaron los tubos
necesarios, a los que se afiadio el DNA en un volumen no mayor de 5 pl,
usando unos 5 ug por transformacion. Se afiadié 1 ml de solucion B (PEG 1000
40%, bicina 0,2 M, pH 8,33), mezclando bien. Se incubd 1 ha 30 °C en bafio
de agua, mezcfando cada 15 min), y se sometid a un choque térmico a 42 °C
durante 10 min. Cada transformacion se repartid en dos tubos de 1,5 ml,
pasando 525 ul de la mezcla a un tubo nuevo. Sc afladio 1 ml de YPD a cada
tubo v se incubaron a 30 °C durante 1 h. Se recogieron las células por
centrifugacion (3000 g, 5 min), se resuspendieron con 500 ul de solucion C
(NaCl 0,15 M , bicina 10 mM, pH 8,35) en cada tubo y se juntaron en un solo
tubo de nuevo. Se centrifugaron de nuevo, se resuspendieron en 200 ul de
solucion C y se extendieron en una placa de medio MD, que se incubo a
30°C hasta que aparecieron colonias.

Seleccion de recombinantes en el locus de AOXI de P. pastoris

Las colonias que incorporan, tras la transformacion, el fragmento de
DNA conteniendo el gen HIS4 y el de la proteina clonada son capaces de
producir His y crecer en un medio minimo carente de His, como es el medio
MD. Presentan, por tanto, fenotipo His". Pero ta recombinacion puede haberse
dado en varios sitios del genoma (tigura 10). Entrc ellos, lo mas habitual seria
los loci HiS4y AOX!. Enel primer caso la recombinacion probablemente haya
hecho perder el gen de la proteina que se pretende producir. Atn asi, la prucba
definitiva de la correcta transformacion de la levadura no es sino la produccion
de la misma. Para scleccionar las cepas en las que poner en marcha una
expresion piloto de fa proteina. se buscaron aquellas cepas transformadas que
tuvieran alterado su metabolismo de metanoi (en el que el primer paso es la
oxidactén del metanol por la alcohol oxidasa codificada por el gen AOXT),
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mostrando un fenotipo Mut” («Muty viene del inglés «methanol utilization»).
mcapaces de crecer en medio minimo con metanol como Gnica fuente de
carbono. o bien un fenotipo Mut® («siow»), que crecen més lentamente que una
cepa con el metabolismo metilotrofico normal (fenotipo Mut ). En las cepas
Mut se habra dado la sustitucion, por una doble recombinacion, de la secuencia
codificanic de 40X/, quedando asi la secuencia que codifica la proteina que
se pretende producir sometida al control del promotor de AOX/. que
permanecerd igual, va que tanto el genoma come el DNA transformado
presentan una copia idéntica.

Para ello, se «picaron» con un palillo estéri! las colonias que habian
crecido en MD después de 1a transtormacion y se prepard una placa de MMy
su correspondiente réplica en MD (ambos medios séto dificren en la fuente de
carbono utilizada, metanol o glucosa, respectivamente). Se hizo lo mismo con
unas cepas control suministradas por la casa comercial, con fenotipos
His”/Mut” ¢ His"/Mut". Las placas se incubaron a 30 “C entre 2 v 4 dias hasta
que la distincion de fenotipos fuera clara. En algunos casos, se aislo el DNA
cromosomico y s¢ comproba la existencia o no del gende la g-sarcina mediante
PCR. En el caso de la RNasa U2, ademas. se desarrolld un método para
sefeccionar cn cultivos en placa las colonias que produjeran mds proteina
extracelular.

Seleecion de cepas productoras de ribonucleasa extracelular (actividad
frente a RNA, en placa de cultivo)

Iiste ensayo se desarrollé con la idea de poder seleccionar aquelios
transtformantes que produjeran mavor cantidad de RNasa extracelular. lo que
es especialmente Gtil para la transformacidn de P pasioris puesto que. al
integrarse ¢l gen codificante de la RNasa en el genoma, esta integracion se
puede dar en maitiples sitios. De esta forma, se podia hacer una seleccion
rapida. de entre un gran numero de transformantes. de aquelles que [ueran
efectivos productores de RNasa U2.

Se habian descrito sistemas similares para la produccion de otras
RNasas en otros microorganismos. Asi, el grupo de Ulrich Hahn en Berlin, tras
producir por primera vez la RNasa T1 en E coli (Quaas ¢t al., 1988),
describicron como, haciendo crecer una colonia de las que secretaban la enzima
en una placa de agar con LB conteniendo 2 g/l de RNA v 30 mg/l de azul de
toluiding, se formaba un hale azul en torne a la colonia. que sustitufa ¢l color
azul del resto de la placa o de colonias que no la producian: esto ocurria
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asimismo con la enzima pura, con una relacion lineal entre el didmetro del halo
y el logaritmo de la concentracion de RNasa T1 {Quaas et al., 1989).

Por su parte, el grupo de Ronald Raines. en Wisconsin, desarrolld un
ensayo similar para detectar la secrecidon de RNasa A, tanto en E. coli como en
S. cerevisiae. Preparaban placas de agar con el medio correspondiente y con 2
g/l de RNA, vy las colonias se incubaban el tiempo habitual, revelandolas
mediante lavados con acido perclorico al 10%, lo que provocaba la
precipitacion del RNA no degradado, formando halos claros en el agar turbio
(deiCardayré et al., 1995). Este sistema de revelado tiene el inconveniente de
tener que hacer una réplica para recuperar las colonias estudiadas.

Figura 15: Ensayo de preduccion de RNasa U2 en P. pastoris en placa de cultivo. Las
colonias 113 {repetida), 116 y 126 presentan halos oscuros v secretan RNasa U2,

En nuestro caso, el método se modificd convenientemente para
adaptarlo a las condiciones dc cultivo y produccion de la RNasa U2 en esta
levadura. Se prepararon placas de agar de MM, el medio minimo con el
metanol como agente inductor, a las que se afiadid RNA de Toruwla a2 g/l y
azul de toluidina a 50 mg/1. Las cepas obtenidas de la transformacién, a ta hora
dc hacer la seleccion por fenotipo de utilizacion por metanol, picandolas en
placas MD y MM, se picaron ademas en estas placas, afiadiendo los necesarios
controles. Iras una incubacién a 30 °C algo mds prolongada (3 a 4 dias) se
observaron halos rojos en torno a algunas colonias, que sustituian al color azul
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de la placa. que se podfan fotograliar como halos oscuros en blanco y negro
mediante un filtro azul (figura 15). aunque en cste caso hay que tener cuidado
con un «ciecto concéntricon en las placas puesto que el color azul es mas
intenso en la parte exterior de la placa que en la interior, lo que dificulta la
comparacion cuantitativa, obligando a variar las condiciones de exposicion
segun la situacion de las colonias. Los transformantes que presentaban halos
rojos son los gque después se cnsayaren en producciones piloto en matraz para
determinar qué cepa era mcjor productora, pero este paso acelerd cn gran
medida esta seleccion,

Expresion piloto de proteinas en P. pastoris por secrecion extracelular

El daltimo paso para seleccionar las cepas obtenidas que produzean
mavores cantidades de la proteina descada es realizar un ensayo de produccion
piloto a pequenia escala. Para cada cepa a probar (incluyendo la cepa de control
que expresa albumina). se prepararon 40 ml de medio BMGY en erlenmeyers
de 250 mi con tapon de gomaespuma. que s inocularon con la colonia fresca
correspondiente. Estos cultivos se incubaron a 30 “C con agitacion orbitat a
300 rpm durante 2 dias. De esta forma se alcanza la saturacion, con una OD,,
entre 10y 20

Del cultivo total, se recogio | ml para congelar a -80 "C vy el resto se
centrifugd a 4000 g durante 10 min en tubos estériles. Tas células se
resuspendieron entonces en § ml de BMMY v se incubaron en erlenmeyers de
100 mi (con muescas que tavorecen la aireacion) con dos capas de Miracloth.
lo que permitia una mayor aircacion. En este medio, en el que {a fuente de
carbono cs el metanol. se debe inducir el promotor de 4QX/ acoplado al gen
de Ja proteina recombinante.

Durante ¢l cultivo en metanol. se fueron recogiende alicuotas de 1 ml,
que se centrifugaron durante 5 min en una microfuga a 4 “C, separando ¢l
medio extracelular, que deberfa contener la proteina heterdloga secretada, de
tas celulas, guardando ambas fracciones a -20 “C para su posterior andlisis.
Ademds. dado que el metanol se va gastando en el cultivo, bien por el
crecimiento de las ¢élulas (aunque tengan delecionado el gen AQXT, presentan
fenotipo de crecimiento lento. Mut’, debido al gen 40X2), o bien por
evaporacion, se fue reponiendo afiadiendo la cantidad equivalente al 0,5 %
(v/v) del cultivo. Se comprobd, tras distintas tentativas, que se mejora el
rendimiento cuando esta reposicion se leva a cabo cada 12 h de cultive (figura
16).
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Unidades de actividad

Tiempo de cuitivo (h)

Figura 16; Influencia de la reposicion de metanol en la produccion de RNasa U2, Se hicieron
cultivos en paralelo de la misma cepa de P. pastoris, en medio BMM (A, B) o MM (C, D),
afizadiendo metanol una (A, C) o dos (B, D) veces al dia.

Cuando se analizd la presencia de la proteina recombinante en las
células, estas se lavaron en 1 ml de tampon para lisis de levaduras (50 mM
fosfato de sodio, pH 7.4, 1 mM PMSF, | mM EDTA, 5% glicerol), enfriado en
hielo. Se centritugaron y sc resuspendicron en 2 ml de tampoén para lisis de
tevaduras. A 500 il de esta suspension se le afiadio un volumen igual de bolitas
de cristal de 0.5 mM de diametro, lavadas en acido. Se sometid entonces la
mezela a 8 ciclos de agitacion en vortex durante 30 s y reposo durante otros 30
s, todoetload “C. Se centrifugaron durante 10 mina 4 °C. El sobrenadante asi
obtenido representa [a fraccidn soluble def lisado celular.

Para detectar la presencia de las proteinas recombinantes en los medios
extraceiulares o en los lisados celulares, se analizaron por PAGE-SDS,
zimograma, inmunotransterencia (solo la o-sarcina) o por medida de la
actividad ribonucleolitica frente a RNA de levadura (s6lo la RNasa U2).

Expresién piloto de a-sarcina intracelular en P. pastoris

Enel caso de la construccion pHILD2-preasS, no se sabia si la secuencia
sefial propia de la o-sarcina iba a ser reconocida. Por tanto, se podia producir
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la prepro-g-sarcina intracelular. En este tipo de ensavo, a diferencia del de
secrecion, as levaduras se inducen cuando los cultivos se encuentran en tase
de crecimiento exponencial. y se hace a una densidad de células bastante
menor. pues no importa el volumen de medio extracelular, ya que no afecta a
su concentracion,

Para cada cepa ensayada se preparo. de {forma estéril, un erlenmeyer de
250 ml. con tapon de gomaespuma. contenicndo 50 ml de medio MGY. Sc
inocuio cada uno con la cepa correspondiente. incubandose a 30 “C hasta que
el cultivo alcanzd una ODy,, entre 1 y 2. En ese momento, se separd | ml para
congelar a -80 °C v el resto se centrifugé a 4.000g durante 10 min,
resuspendiendo fas células en 10 ml del medio de induccion, MM, El cultivo
se incubo en erlenmevers de 100 ml. tapados con doble capa de tela Miracloth
a 30 7C, manteniendo una agitacién orbital de 300 rpm. Con el in de mantener
la concentracion de metano!, en cste caso, se anadieron al cultivo 0,5 ml de
metanol al 3% afos 2, 4. 5 y 6 dias de haber inducido e cultivo.

Se recogieron alicuotas de 1 ml, que se centrifugaron a4 “C. Se separd
el sobrenadante del sedimento celular, que se lavd con 1 ml de tampodn para
lisis de levaduras, enfriado en hielo. Se centrifugd de nuevo, resuspendiendo
las células en el volumen necesario de tampon para obtener una 0Dy, tedrica
de 30, seglin la ODy,, que tuviera iniciaimente la alicuota. Se afiadio entonces
un volumen eguivalente de bolitas de eristal de 0.5 mM de didametro. lavadas
en dcido. Se agitaron, a4 "C, en 8 ciclos de 30 5. con otres 30 s de reposo entre
los ciclos. Finalmente, se centrifugaron a 4 “C durante 10 min, recogiendo el
sobrenadante. consistente en la fraccidon soluble del lisado celular. Es on esta
fraccion donde se analizd el contenido de g-sarcina por electroforesis en geles
de poliacrilamida, en presencia de SDS e, incluso, tras posterior transferencia
a membrana ¢ inmunodeteccion.

8.- Produccion y purificacion de proteinas
Fnsavo de produccion de ribotoxinas en cepas de Aspergilli

Para determinar si las cepas de hongos producian ribotoxinas. se
crecieron en condiciones similares a las va descritas para la a-sarcina (Olson
v Goerner, 1965}, utilizando el mismo medio (peptona al 2%. almidon de maiz
al 2%. NaCl at 2% y extracto de carne al 1.3%). Sc¢ erccicron dos preindculos
sucesivos de 10 ml durante 24 h, el segundo de los cuales se utilizd para
inocular cultivos duplicados de 50 ml, que se incubaron a 30 °C durante 70 h.
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Sc tomaron alicuotas a distintos tiempos, y se realizaron inmunodetecciones
segln se explica en el apartado correspondiente.

Produccion y purificacion de o-sarcina y AFP de Aspergillus giganteus

Las diferentes etapas de la purificacion de la a-sarcina fingica (Gasset,
1990; Lacadena et al., 1994; Lacadena, 1997) se basan en las descritas cuando
se purificdé por primera vez esta proteina (Olson y Goerner, 1965).
Primeramente, el hongo 4. giganteus MDH 18894 se crecié en el medio liquido
adecuado (peptona al 2%, almidén de maiz al 2%, NaCl al 2% y extracio de
carne de vaca al 1.5%) a 30 °C durante 70-90 horas. La produccion de
o-sarcina sc registré midiendo la absorbancia a 280 nm y el pH de alicuotas del
medio de cuitivo tomadas a diferentes tiempos, asi como mediante su analisis
electroforético en geles de poliacrilamida en presencia de dodecilsulfatosodico
(PAGE-SDS). La a-sarcina s¢ secreta al medio extracelular, asi que una vez
separado del micelio por filtracion en un embudo Biichner con dos capas de
papel Whatman 3M, el filtrado se dializo exhaustivamente frente a fostato de
sodio 50 mM, pH 7.0. La purificacion de la proteina comenzd entonces
mediante una primera cromatografia de intercambio 16nico en una resina
Amberlita IRC-50 {Sigma), seguida de dos cromatografias de penetrabilidad
en un Biogel P10 y Biogel P2 (Bio-Rad). La Amberlita con la a-sarcina unida
se lavo con el tampon de retencion sin y con NaCl 0,2 M. Tras estos lavados,
se eluycron las proteinas con el mismo tampoén conteniendo NaCl 0,6 M. El
conjunto de fracciones que contenian g-sarcina y/o AFP sc concentrd,
normalmente mediante liofilizacion, y se fracciono en una columna de Biogel
P10(1,5x 120 c¢m), equilibrada en Tris HC1 50 mM, pH 7.0, conteniendo NaCl
0.1 M. En esta cromatografia se separan la g-sarcina, la AI'P y la 1f-AFP (véase
el apartado correspondiente de resuitados y discusion). Las fracciones
conteniendo cada una de las proteinas sc recogieron por separado, se
concentraron v se desalaron en Biogel P2, equilibrado en dcido acético 50 mM
o NH,HCO, 50 mM, pH 7,0. El rendimiento de la purificacion, en cuanto a la
g-sarcina, oscilo entre 5-50 mg/l de medio de cultivo, y entre 5-10 mg/l para la
AFP.

Produccién y purificacion de RNasa U2 de Ustilago sphaerogena

Se crecio el hongo Ustilago sphaerogena CBS 534.71 en 100 ml de
PDB, a 30 °C durante una noche. Con ese precultivo se inocularon 3 1 de MU
que se incubaron a 30 °C durante 100 h. Durante este tiempo se cogieron
alicuotas de los distintos matraces, que se analizaron respecto a su actividad
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frente a RNA a pH 4.5. [l hongo crecio de torma desagregada. aunque sin que
llegara a ser en forma de «levadura». Excepeionalmente. se observo que crecia
formando un micelio en forma de «estrellasy filamentosas. y que producia
mucha menor actividad ribonucleolitica.

Se separd el medio de cultivo por centrifugacion y filtracion con dos
capas de papel Whatman 3M en un embudo Biichner. tras lo que se dializo dos
veces frente a piperazina 20 mM, pH 6.0. La primera etapa de purificacion fue
una cromatografia de intercambio ionico. por lo que al medio dializado se le
afladieron 10 mi de DEAE-celulosa (D32 de Whatman). equilibrado en el
mismo tampon, ¥ se agitd durante una noche a4 “C.mediante un agitador de
aspas. Fsle DEALE se montd en una columna. ejuyvendo la proteina con un
gradiente, en ¢l mismo tampon, de 0 a 0.5 M de NaCl. Las fracciones que
contenian ta actividad frentc a RNA a pH 4.5 se recogicron y concentraron
utilizando Centriprep-3 (Amicon). La segunda etapa de purificacion cs una
cromatogralia de penetrabilidad, que se llevé a cabo en una columna de
Sephadex (5-75 (Pharmacia), equilibrada en NH,ACO 30 mM. pt 4.5, Las
fracciones con actividad resultantes de esta columna son las que constituyen la
proteina purificada.

Produccion y purificacion de ¢-sarcina y sus mutantes en Eschericliia coli

Para la produccion de g-sarcina se utilizaron dos vectores de expresion
diferentes: pET11b (Novagen), v pINPG, una forma modificada de
pINIEOmMpA (Ghrayeb et al., 1984). Las principales caracteristicas generales
de estos plasmidos se describen en el correspondiente apartado de materiales.

Veetor de expresion pINPGaS

El sistema de expresion pINPGaS permiticé [a obtencion de o-sarcina
nativa y de sus diferentes formas mutantes. Para ello. en general. se crecieron
bacterias RB791 conteniendo ¢l plidsmido pINPGaS en medio minimo con
ampicilina. La incubacion se realizd a 50 7C, durante 16 horas tras la induceion
de la expresion por adicion de IPTG a 2 mM. Lste sistema de expresion
produce una proteina de fusion formada por el péptido senal de la proteina
OmpA v la a-sarcina, secretandose u-sarcina madura al espacio periplasmico
(Lacadena er al., 1994). Una vez finalivado el cultivo, las células se
sedimentaron por centrifugacion de 20 min a 3000 g. Las células resuspendidas
en Tris 33 mM, EDTA 33 mM, pH 7.0 (5 ml/g de células). se semetieren a
choque osmotico mediante una primera incubacion con sacarosa 40% (5 mi/g
de cclulas) a temperatura ambiente y posterior centrifugacion: y una segunda
incubacion en agua fria. De esta forma. se rompid la pared celular, separdndose
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la fraccion periplasmica del sedimento celular mediante centrifugacion. Por
altimo, se lisaron las células mediante sonicacion y se obtuvo la a-sarcina de
la fraccidn soluble (Lacadena et al., 1994; Lacadena, 1997). Recientemente,
este método de produccion se ha mejorado, mediante la coexpresion de la
u-sarcina con tiorredoxina (Garcia-Ortega et al., 2000). Para ello, se utiliza un
pldsmido denominado pT-Trx, que confiere resistencia a cloranfenicol y
sobreproduce tiorredoxina (Yasukawa et al., 1995). Esto se traduce en un
entorno redox que permite muitiplicar hasta por 5 veces la cantidad de
-sarcina soluble producida {Garcia~-Ortega et al., 2000). El protocolo utilizado
es el mismo, con la Unica variacién de que se utilizan células BL21(DE3), que
albergan tanto pINPGaS como pT-Trx, y que se afiade cloranfenicol (34 ng/ml)
ademas de la ampicilina.

La purificacion de la a-sarcina soluble, a partir de las diferentes
fracciones oblenidas, sc leve a cabo mediante una primera elapa
cromatogrdfica de intercambio idnico en Amberlita IRC-50, y dos
cromatografias de penetrabilidad en Bioge! P10 y Biogel P2, idénticas a las
descritas para la purificacion de la variedad fingica. Las fracciones del eluido
correspondientc a la a~sarcina se concentraron mediante centrifugaciona 4 °C,
utilizando ¢l sistema Centriprep-10 de Amicon, hasta lograr el volumen
adecuado en cada caso. El rendimiento obtenido en la purificacion fue de 1,5-2
myg de ¢-sarcina por | de cultivo (Lacadena, 1997), o de 8-10 mg/'t si se incluye
el pidsmido pT-Trx {Gareia-Ortega ¢t al., 2000). La proteina purificada se
caracterizo a nivel espectroscopico y funcional.

Vector de expresion pET11baS

A partir del vector comercial pET11b (Novagen). se construyo el
sistema de expresion pET11buS. Los genes que se clonan en los vectores pET
se eticuentran bajo el control del promotor del fago T7 (Rosenberg et al., 1987).
Asi, en ausencia de la RNA polimerasa del fago T7 la transcripeion y, por
tanto, la expresion de los genes, es prdacticamente inexistente. Esta
caracteristica convierte estos vectores en sistemas de expresion muy utiles para
la produccion de proteinas toxicas, como es el caso de la o-sarcina.
Consecuentemente, la manipulacion del DNA durante el clonaje en este
sistema, se realizo utilizando cepas de £ coli, como la HB101, que no
contienen el gen de la RNA polimerasa del fago T7.

Para la expresion con pET11buS se utilizd la cepa BL21(DE3), que
contiene el gen de la RNA polimerasa T7 bajo el control del promotor lacUVS5.
De esta forma. la induccidn de la expresion se realiza por adicion de IPTG, a
una concentracion final 0,4 mM, a un cultivo en LB de células con una ODy,
en torno a 1,0, y mantenimiento del mismo a 37 °C, durante 4 horas. La
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expresion en células BL21(DE3) conteniendo el vector pET{ 1baS permite 1a
obtencion, al igual que con pINPGaS, de ¢-sarcina nativa v soluble en fa
fraccion  periplasmica. Ademas. tras ¢l proceso de  purificacion
caracterizacion, el rendimiento obtenido es igual al del caso anterior (Lacadena,
1997). Sorprendentemente, este sistema no se pudoe compatibilizar con la
expresion de tiorredoxina (Garefa-Ortega et al., 2000}, a pesar de que. en
principio, el plasmido pT-Trx fue disefade para ser coexpresado con los
vectores de la serie pET {Yasukawa et al., 1995},

Produccion y purificacion de a-sarcina en Pichia pastoris

La produccion de u-sarcina de P. pasioris se hizo con las cepas que mas
proteina extracelular producian, segiin los ensayos piloto. de aquellas
transformadas con los vectores pHil.D2preaS y pHILD2preaS(A-2K) (véase
el apartado correspondiente de resultados y discusion). Para ello, se inocularon
2 lde medio semiminimo tamponado, BMGY. con un precultivo hecho en ese
mismo medio. Tras dos dias de incubacion a 30 “C. con abundante aircacion.
{as células se recogieron por centrifugacion v se resuspendieron en 400 ml de
BMMY, incubandoios durante dos ding mdas a la misma temperatura, en
matraces con muescas v tapados con dos capas de tela Miracloth (Calbiochem?,
reponiendo el metanol a una concentracion del (0,3% {v/v) hasta dos veces al
dfa. En alguna de las purtficaciones, las células inducidas durante dos dias, tras
recoger ¢l caldo de cultivo. se resuspendieron en otres 400 ml de BMMY
tresco, repitiendo la induccion por otros dos dias.

La purificacion se hizo con ¢l mismo esquema gue para la proteina
producida en 1 giganteus. a partiv de wdo ¢ medio extraceiular de la(s)
induccionies). Para ello, tras parar el cultivo, se centrifugd para separar las
células v ¢l medio extracelular se dializo también frente a tampén tostato de
sodio 50 mM. plf 7,0, con 0,1 M NaCl, realizando el resto de Jos pasos de
purificacion de forma tdéntica, excepto para la concentracion, que se llevo a
cabo por ultrafiltracion, utilizando Centriprep-10 de Amicon (con un lamafio
de seleccion estimado en 10 kDa).

Produceion de RNasa U2 en Escherichia coli

Una cepa derivada de W3 110, transformada con pINGU?2Z, se crecid,
trag un precultivo en medio de triptona (TB) con tetraciclina. en 2 [ del mismo
medio, hasta que el cultivo alcanzo una 0D, de 0.4, en que se indujo la
produccion de RNasa U2 afadiendo 20 ml de L-arabinosa al 10%. Se incubd
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a 37 °C hasta ¢l dia siguiente en que se recogio el medio de cultivo,
separandolo de las células por centrifugacion. Se analizé la produccion de
RNasa U2 mediante ensavo de actividad frente a RNA y zimograma.

Para intentar purificar la RNasa U2 producida, se siguieron los mismos
pasos que para la purificacién a partir de U sphaerogena o de P. pastoris:
cromatografia de intercambio idnico en DEAL-celulosa y de penetrabilidad en
Biogel P10. Ademas. se llevo a cabo una cromatografia de penetrabilidad
adicional de tipo FPLC en Superdex 75 HR 10/30 (1 x 30 cmy), equilibrada en
foslato de sodio 30 mM |, pH 7.0, conteniendo NaCl 0,2 M, utilizando un flujo
de 0,5 ml/min.

Produccion y purificacion de RNasa U2 en Pichia pastoris

La primera producciéon de RNasa U2 en P. pastoris se hizo de forma
similar a la de u-sarcina, utilizando la mejor cepa productora y los medios
semiminimos tamponados BMGY y BMMY. Sin embargo, la dificultad de
purificarla de componentes no proteicos que permanecian después de las etapas
cromatograficas ha hecho que las demas producciones se hayan llevado a cabo
utilizando medios minimos tamponados, BMG v BMM. En este caso, el tiempo
de induccion durd 2 o 4 dias. al final del cual se recogid el caldo de cultivo
separdndolo de las células por centrifugacion, pero no se volvieron a inducir las
mismas células. Se analiz6 la produccion de RNasa U2 mediante ensayo de
actividad frente a RNA y zimograma.

Para la purificacion de la RNasa U2 obtenida, se utilizé el mismo
esquema, con dos etapas cromatograficas, que se utilizé para la purificacién de
la proteina de U. sphaerogena, y que va se ha descrito.

Fermentacion

También se ha intentado ta produccion de la RNasa U2 por parte de la
misma cepa, mediante fermentacion, lo que se llevé a cabo en un fermentador
Biostat E, con una vasija de cristal y acero de 5,8 [, del Departamento de
Microbiologia 1l de la Facultad de Farmacia de esta Universidad, en
colaboracién con los Drs. Humberto Martin v Maria Molina. Se siguieron las
directrices de Stratton et al. (1998) v de la empresa Invitrogen.

Se crecid un preindculo de 200 ml de YPD con la cepa que se habia
utilizado en los ensayos de produccion, incubandolo durante 24 h, Con este
cultivo se incculd el fermentador, en el que se habian autoclavado 4 1 de medio
BSM, afiadiéndoles en frio 20 ml de PTM, y NH,OH al 25% hasta ajustar ¢l
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pH a 5.0 (unos 100 ml). Durante toda la fermentacidn, se fijo la temperatura en
30 °C, el pH en 5,0 (con adicidon automatica de NH,OH al 25%), se afiadio
antiespumante (pluriol) cuando se formo espuma. v se mantuvo la agitacion v
aircacion necesarias para que el oxigeno disuelto fucra al menos del 20%. Se
sacaron alicuotas a lo largo de la fermentacion, evaludndose 1a concentracion
celular mediante peso himedo v dispersion dptica (OD,.). v comprobando que
no habia contaminaciones mediante observacion microscopica. [l medio de
cultivo, separado por centritugacion, se¢ guardo a -20 °C para determinar
posteriormente la actividad ribonucleolitica (frente « RNA de levadura) y la
concentracion de metanol,

I:n la primera fase de crecimiento la fuente de carbono fue el glicero!
incorporado en ¢l medio. La cantidad de glicerol presente al principio dcl
cultivo es la maxima (4%) para que no sea toxica. Cuando este se agoto, se
realizd una segunda fase, en que se fue alimentando con un flyjo continuo de
0.5 ml/min de glicerol al 50% (con un 1% de PTM, ), afiadiendo en total 250
ml. Con esta alimentacién adicional se consigue multiplicar la densidad celuiar
en el cultivo, La tercera fase es la alimentaciéon con metanol (con un 1% de
PTM, ). que es el inductor de la expresion del gen recombinante. Esta fase es
distinta segin el fenotipo Mut de la cepa utihzada. En este caso, se utilizé una
cepa Mut®, v se aplico un flujo de metanol de 0.2 mi/min durante toda la fase
de induccion. Esta se llevd a cabo durante 110 h. al cabo de los cuales se
recogio ¢l cultivo.

LLa determinacion de la concentracion de metanol la realizaron Nuria
Pefia y el Dr. Julio Revigjo, del Departamento de Quimica Analitica de esta
Facultad, utilizando electrodos amperométricos compositos de grafito-teflon
en cuya matriz s¢ incorporaron peroxidasa de nabo y aleohol oxidasa de 7.
pastoris, en condiciones similares a las descritas para otros bioscnsores
semcjantes (Serra et al.. 1999).

9.- Caracterizacién de las proteinas purificadas
Espectros de absorcidn en la region UV-visible

Las  medidas  espectroscdpicas  s¢ realizaron bhien  en un
espectrofotémetre Beckman DU7 o bien en uno Uvikon 930, Para ello se
emplearon cubetas de cuarzo de paso optico de 0.1 v 1.0 em, dependiendo del
volumen y concentracion de la muestra. La concentracidn de las protefnas se
caleuld a partir de sus coelicientes de extincion (tabla 9).
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Tabla 9: Coeficientes de extincion de las proteinas utilizadas

Proteina E™* (28¢ nm, I-g"'em”) Referencia
G-sareina nativa 1,34 Gavilanes et al., 1983
H50Q 1,27 Lacadena et al., 1999
E96C 1,34 Lacadena et al., 1999
H1370 1,34 Lacadena et al,, 1995
H30/H1370Q .27 Lacadena et al., 1999
HS0A3T/E260 1,27 f.acadena et al.. 1999
AFP 1,76 ¢ [iste trabajo
It-AFP 1,59° Este trabajo

TEM (278 nm)

Espectros de dicroismo circular

Los espectros de dicroismo circular se realizaron en un dicrografo
Jobin-Yvon Mark Il o en un espectropolarimetro Jasco J-715. Las disoluciones
de proteina se analizaron en cubetas de 0,01 a 0,1 cm de paso optico en la
region del UV lejano (menos de 250 nm) v de 1 c¢m en el UV proximo
(350-250 nm). Los resultados se expresan como valores de elipticidad molar
por residuo de aminodcido (@) en unidades de grado x cm® x dmol™,
tomando para la a-sarcina v la AFP 113 como masa molecular promedio por
residuo, y 109 para la RNasa U2, deducido de¢ sus respectivas secuencias
(Sacco et al., 1983; Nakaya et al., 1990; Sato y Uchida, 1973a; Kanaya y
Uchida, 1986y 19935). La concentracion de proteina empleada para las medidas
en las regiones del UV lgjano y proximo se mantuvo comprendida en los
mtervalos 0,1-0,5 mg/ml y 0.5-1,0 mg/ml, respectivamente. La concentracion
de proteina fue determinada por medidas de absorbancia. o bien mediante
analisis de aminoacidos.

Espectros de fluorescencia

Los espectros de fluorescencia se realizaron en un espectrofluorimetro
SLM Aminco 8000C, equipado con una lampara de arco de xenon de 450 W,
empleando cubetas de 0,2 6 0,4 cm de paso dptico. Las medidas fueron
realizadas a 25 °C. La anchura de rendija fue de 4 nm, tanto para el haz de
excitacion como para el de emision. El voltaje de los canales se ajustd en cada
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caso de modo que la sefial recibida se encontrase siempre entre los limites
Optimos aconsejados.

Andlisis de aminoacidos

Los analisis de aminoacidos se llevaron a cabo con un analivador
automético Beckman Modelo 6300. Las muestras se hidrolizaron en HC1 5.7
N con fenol 0.1% (p/v) v mor-leucina como estandar interno (0.2 ml volumen
total) durante 24 horas a 110 °C, en tubos cerrados a vacio. Posteriormente las
muesiras se secaron, lavandose a continuacion dos veces con 0,2 ml de agua
destilada. Los hidrolizados secos se disolvieron en 50 pl de tampdn Na-S
{(Beckman} y se aplicaron en el analizador.

Secuenciacién automatica

La sccuencia del extremo amino de las distintas formas de a-sarcina
preducidas en P. pastoris. asi como de la AP y la If-AFP, se determiné en el
Departamento de Biologia Funcional de la Universidad de Oviedo. por parte
del Dr. Carlos Lopez-Otin. mediante degradacién automatica de dman, en un
sccuenciador de fase gaseosa Applied Biosystems modelo 477A. utilizando ¢l
programa estandar y en presencia de poiibreno (Tare ¢t al., 1978). Los
dertvados feniltichidantoinicos (PTHD de los aminoacidos fueron identificados
y cuantificados mediante un analizador de PTH. modelo 120A, de la misma
casa comercial (Hewick et al., 1981},

Llectroforesis en geles de poliacrilamida

Se realizaron electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de
dodecilsultato de sodio (PAGE-SDS) para determinar la pureza de muestras
proteicas y la masa molecular de las proteinas presentes (Shapiro et al., 1967},
utilizando sistemas de electroforesis en placa de la marca Bio-Rad, con un
porcentaje de poliacrilamida:bisacrilamida (30:1) al 15-17%, y en presencia de
SDS al 0.1% (p/v). Las muestras sc disolvieron en tampon de aplicacion,
compuesto por Tris-HC1I 50 mM pH 7.6, EDTA 2 mM, SDS % (p/v}. glicerol
[0% (v/v) ¥ azul de bromofenol 0.02% (p/v). al que se le afiadio, cuando se
querian reducir las muestras, 2-mercaptoetanol al 3% (v/v) o ditiotreitol (DT
p/v)al 0,2%, y se desnaturalizaron calentando a 80 “C durante 20 min. ¢n ¢l
caso de muestras que no se querian reducir, v 15 mina 95 °C para reducirlas.
Las electroforesis sc corricron con una corriente constante de 25 mA por gel
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hasta que se salia ¢l azul de bromofenol (generalmente 45 min), y sc tifieron
con azul de Coomassie.

Inmunodeteccion de a-sarcina y AFP

Los anticuerpos frente a u-sarcina y AFP se obtuvieron a partir de suero
de conejos, a los cuales se les habian inyectado varias dosis de 100 pg de la
proteina cosrespondiente, purificada a homogeneidad. Esta obtencién de
anticuerpos se realizd en la Clinica de la Concepeidn (Fundacion Jiménez
Diaz) gracias a la colaboracion del Dr. Fernando Vivanco. La purificacion
parcial de los mismos se llevo a cabo en dos etapas. En la primera. se obluvo
la fraccién de IgG mediante una precipitacion con sulfato amoénico en
condiciones estdndar. En la segunda, se procedio a la inmunoprecipitacién de
la poblacion «inespecifican, al afiadir un lisado de £ cofi a una mezcla del
correspondiente suero con PBS-Tween 20 at 0,05% (v/v). La precipitacion se
realizd por incubacion durante 2 h a 4 °C, durante las cuales se mantuvo una
constante agilacion suave, y posterior centrifugaciona 10 000 g. Esta operacion
se rcalizd dos veces. El lisado de £. coli se obtuvo tras sonicacién exhaustiva
de un cultivo saturado de células conieniendo el plasmido adecuado, sin el
correspondiente gen de la proteina recombinante. Los anticuerpos as{ obtenidos
se guardaron alicuotados y congelados a -20 7C.

La inmunodeteccion se llevo a cabo mediante transferencia de las
proteinas contenidas en un gel de PAGE-SDS a una membrana limmobilon
{Millipere). La transferencia sc realizo en un aparato de transferencia LKB,
durante 1 ha 0,9 mA/cm’ de gel, en tampon Tris 48 mM, Gly 39 mM, SDS
(0,U4375% (p/v) vy metanol 20% (v/v). Posteriormente, {a membrana se saturd en
PBS con leche en polvo desnatada al 3% (p/v) durante 2 h. A continuacion, se
incubo con anticuerpos frente a a-sarcina o AFP. convenientemente diluides,
durante 3 h. Tras un lavado con PBS-Tween al 0.5% (v/v), se incubd la
membrana con un anticuerpo especitico para la fraccion constante de las 1gG
de conejo (Bio-Rad). diluido 1/3000 en PBS-ieche al 0,1% (p/v), durante 1 h
a temperatura ambiente. Estos anticuerpos sc¢ encuentran combinados con
peroxidasa lo que permite visualizarlos al afiadir ¢l reactivo correspondiente,
que se vuelve coloreado bajo laaccidon de la enzima. El revelado se realizo por
adicion de la solucion de revelado que contiene tetrahidroclorato de
3.3'-diaminobencimidina (DAB) 0,03% (p/v) y 1,0, 0,016% (v/v) en tampdn
PBS. Una vez aparecidas las bandas coloreadas, la reaccion se pard por
inmersion en agua destilada.
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Deteccion de proteinas glicosiladas

Fiste cxperimento se llevd a cabo para detectar la presencia de proteinas
glicosiladas en medios extracelulares obtenidos a partir de cultivos de Pichia
pastoris. Este ensayo se basa en la reaccion de la concanavalina A con los
restos de manosa de las protefnas glicosiladas (Hsi et al., 1991). Las
condiciones en que se hizo son las descritas por Batanero et al, (1994),

Las muestras de los medios extracelulares se aplicaron en geles de
poliacrilamida al 17%, en presencia de SDS al 1%. Después de realizada la
clectroloresis, uno de los geles se tifio con azul de Coomassie, y con el otro, en
el que se habian aplicado por duplicado las muestras. se procedid a una
transferencia a Immobilon come va ha sido deserita. Fsta membrana de
Immaobiion con las proteinas transleridas se dividio en dos partes iguales. En
una de cllas se Hevo a cabo una inmunodeteccion, revelando aquellas bandas
gue reaccionan con los anticuerpos frente a la u-sarcina. La otra parte de la
membrana se sumergio en solucion fijadora (TBS con 2% polivinilpirrolidona)
durante una hora, incubindose después una hora con concanavalina A
biotunilada (10 pg/ml)y en TBS con 2% polivinilpirrolidona. La membrana se
lavo entonces con TRS con 0.1% Triton X-100. v se incubd con el reactivo
ABC de Vectastain (avidina v peroxidasa de nabo biotinilada). difuido 1:400
en TBS con 1% polivinilpirrolidona. durante 30 min. La concanavalina A,
unida a las glicoproteinas, se reveld con 0.05% (p/v) 3.3"-diaminobencidina-~
HCTy 0.03% (viv) H,0, en TBS, hasta observar fas bandas de color. Se detuvo
entonees la reaccion sumergiendo la membrana en agua.

Reduccion y carboxiamidometilacion

Para reducir los cuatro puentes disulfuro de la AFP, y mantenerlos
separados mediante la carboxiamidometilacion de los grupos tidlicos
expuestos, se desanturalizé la AFP (a 10 mg/mD) mediante incubaciéon durante
I ha 37 "Centampon Tris-HCL pH 8.0, contentendo EDTA 2 mM y cloruro
de guanidinio 6 M. Para reducir los puentes. se afadio DTT a una
concentracion final 70 mM (aproximadamente 10 veces mas cantidad molar
que los puentes a reducir), incubandosc a 37 “C durante 90 min. Se afiadio
entonces yodoacetamida a una concentracion final 0,7 M. incubandose en
oscuridad 120 min a 37 “C. La protefna se purificd cntonces mediante
cromatogralia de penetrabilidad en una columna de Biogel P2 (Bio-Rad)
equilibrada en HAcO 30 mM., y sc liotilizd. El contenido de
carboximetilcisieina en fa proteina modificada se determind mediante andlisis
de aminoacidos.
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Digestion con proteasas

Entre 10 y 50 nmol de AFP nativa se utilizaron en cada tratamiento
proteolitico, segin las condiciones expuestas en la tabla 10, utilizando enzimas
compradas a Boehringer Mannheim, excepto la tripsina, que era de
Worthington.

Tabla 10: Condiciones de digestién de AFP con distintas proteasas

Proteasa Relacién en Tampén Incubacion  Otros
peso trata-
enzima:sustrato mientos

Tripsima 1:100 NI HCO, 03 M, pH 8,0 37 °C. 24 h

Sv-8 1:20 WNH,HCO, 0,1 M, pH 30 °C, 24 h

8.0, EDTA 2 mM
Termolisina 1.6 NH,AcO 0,5 M, CaCl, 65°C,3ho
0,2 mM 80°C, 16 h

Proteinasa K 15 37°C.24h %

Pronasa 1:5 37°C,24h %

Pepsina 120 TFA 0,1% 37°C.loh ¥

Carboxi- 1:50 N-metilmorfolina 0,2 M, 37 °C T

peptidasa Y pH 8,1

Subtilisina 12 NI HCO, 50 mM, pH 37°C.3h

8.5, sin Ca®
* 1.a AFP se disolvid en Tris-HCI S0 mM, pH 8.2, CaCl, 10 md, NaCl 150 mM, y se
hirvie durante 30 min, tras lo cual se enfrid ¢n hiclo antes de echar la enzima.
** Previamente, fa AFP se hirvié durante 30 min,
* Se cogieron alicuotas a 2, 15, y 24 h de reaccion, que se precipitaron por adicion de
sulfosaiicilato al 50% y NaOlH | M, analizandose ¢l contenido en aminoacides de los
sobrenadantes.

HPL.C en fase inversa

La cromatogratia mediantc RP-HPLC. tanto de la AFP como de las
tormas de u-sarcina purificadas de P. pastoris, sc llevo a cabo en un aparato
System (rold de Beckman, con una columna Ultrasphere (5 pym) de Beckman,
eluvendo la proteina con un gradiente lineal entre 0 v 23% de B en 30 min, con
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un flujo de 1 mI/min. E] disolvente inicial era TFA al 0.1%. B era TFA al
0,1% en acetonitrilo.

Determinacion de la masa molecular por eromatografia de penetrabilidad

Se determind la masa molecular de la ATP y la1f-AFP nativas mediante
cromatografia de penetrabilidad en un sistema I'PLC (Pharmacia), con una
columna Superdex 75 HR 10/30 (1 x 30 cm), equilibrada en fosfato de sodio
50 mM, pH 7.0, conteniendo NaCl 0,2 M. utilizando un flujo de 0,5 ml/min y
una mezcla de proteinas de masas moleculares conocidas: albiimina de suero
bovino (66,2 kDa), ovoalbimina (45,0 kDa), mioglobina (17.8 kDa) v
citocromo € de caballo (12,3 kDa).

Programas bioinformaticos utilizados

Las estructuras tridimensionales de las proteinas se visualizaron y
estudiaron con los programas Rasmol (www.umass.edwmicrobio/rasmol).
Chime (www.mdli.com/download/chime20down.himl), Swiss PDB viewer
(Guex v Peitsch, 1997, www.expasy.ch/spdbv/), Insight H (Biosym
Technologies) o MolMol (www.mol.biol.ethz.ch/wuthrich/software/molmol/),
utiizando las coordenadas del PDB o las proporcionadas por el Grupo de
Espectroscopia de RMN del Instituto de Estructura de la Materia del CSIC.
antes de que fueran depositadas en dicha base de dates.

El alineamiento de secuencias de DNA o proteinas se lievo a cabo con
el paquete GCG 9 (Wisconsin Group), o mediante el programa ClustalW
(Thompson etal., 1994a) instalado en el servidor del Ewropean Bioinformatics
Mmstiture (EBL www2 eblac.uk/clustalw/). Il alineamiento segan la estructura
tridimensional se ha hecho con el Swiss PDB viewer {Guex y Pettsch, 1997:
www.cxpasy.ch/spdbv/). La edicion grifica de los alineamicentes se ha
realizado con el programa GeneDoc (www cris.cony ~ketchup/genedoc.shtml).

Se construyd un arbo! tilogenético con las secuencias de DNA de las
ribotoxinas obtenidas, y con los fragmentos equivalentes de las va conocidas.
utilizando el programa WET (Javier Dopaze, DI S.AL), mediante el método
UPGMA a partir de una matriz de distancias de Jukes y Cantor realizada por
el mismo programa.

El drbol filogenético de las RNasas microbianas extracelulares, se ha
realizado en el servidor del EBI, al realizar el alineamiento de las secuencias
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dc proteinas de las proteinas maduras con ClustalW (www2.ebi.ac.uk/
clustalw/y,

La prediccion de 1a existencia de un péptido sefial v su sitio de corte se
hizo con el servidor SignalP (Nielsen et al., 1997. www.cbs.dtu.dk/services/
SignalP/), utilizandoe la red entrenada con secuencias eucariotas. La prediccion
de sitios de glicosilacidn en O se realizd con el servidor NetOGlye (Hansen et
al., 1998 www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlye/)

10.- Ensayos de actividad antifungica

Los ensayos de actividad antifiingica y antibacteriana de fa AFP y la H-
AFP los llevaron a cabo la Dra. Belén Patifio vy la Prof. Covadonga Vazquez,
del Departamento de Microbiologia de la Facultad de Biologia de la
Universidad Complutense, mediante el método de dilucion en agar, utilizando
distintos medios en funcién de los organismos ensayados (tabla 11): PDA (agar
de patata y dextrosa} para hongos filamentosos, YMA (agar de morfologia de
levaduras) para las levaduras, y agar de Miiller-Hinton para bacterias.

Se prepararon suspensiones de los microorganismos en agua estéril
conteniendo 10° ciw/ml (cfu; unidades formadoras de colonias), que se
utihizaron para inocular los cultivos. Se utilizaron concentraciones de AFP
desde 0,006 hasta 1.133 mg/ml, incubandolas con los hongos v levaduras a 30
°C durante 48-72 h, o con las bacterias a 32 °C durante 24 h. La concentracion
minima inhibitoria (MIC) se define como la concentracion de antimicrobiano
que causaba la inhibicion completa del crecimiento después de estos periodos
de incubacion.

11.- Ensayos de actividad ribonucleolitica

Se han utilizado dos tipos de ribonucleasas en esta Tesis: unas, las
ribotoxinas, son muy especificas, pero poco efectivas frente a RNA «desnudoy;
laotra, [a RNasa U2, es mucho menos especifica, pero mucho mas activa frente
al RNA en general. Por eilo, a pesar de que compartan un mismo tipo de
actividad catalitica, ha habido que emplear una muy diversa variedad de
ensayos, adaptandolos para los dos tipos de RNasas.
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Organismo Numero{s) de coleccton
Trichoderma koningii [IFM A219
Trichoderma harzianum LM AZLT

Penicillivin purpurogenum  1JFM ASTS
Fusaritm oxysporum Fot ta, Fot Ib, Folr 2, Forl 13 v Fol 39-87
Penicillivm frequentans [JFM ASGS
Penicillivmm chrysogemm 1JFM AS75

Penicillivm chrysogenum  CECT 2306

Aspergillus niger IIFM A483
Aspergitlus flavis IB 1147
Aspergiltus flavi JB 1057
Aspergillus giganteus MDH 18894
Cundicla alhicans CYC 1140
Rhodoruic mueiluginosa CyYyC 1024
Pichia membranafaciens CYC 1070

Succharomyees cerevisiae CYC 1038
Saccharomyees exiguus CYC 1057
Salmonctla enteriditis

Beaeilins subiilis

Lscherichue coli

Pseudomaonay aeruginosa

Micrococous Tutews

Serratic marcescens

Staphylococous aureus

Todos los microorganismos se obhtuvieron de la coleccion del Departamento de
Microbiclogia de la Facuilad de Biologia de tn Universidad Complutense. excepro 1.
glguntenus, que fue una donacion del D, Y. Endo (Universidad de Chime. Japon).

No es facil disponer de un ensayo de actividad senctllo y cuantitativo
para las ribotoxinas. I sustrate natural seria en ¢se caso el ribosoma, en el que
rompe un solo enlace foslodiéster. Esta reaccion con el ribosoma es, de hecho.
suensayo mas especifico v caracteristico, y s¢ usa en nuestro faboratorio desde
hace tiempo como control de la actividad especifica de las ribotoxinas
producidas, tanto silvestres como mutadas. Durante el trabajo que aqui se
presenta, s¢ ha adaptado este ensavo. ademas, para detectar la produccion de
ribotoxinas en cultivos de hongos. Otros grupos utilizan también un ensayo con
un ofigorribonucleotido sintético de 35 bases. que contiene la secuencia del
lazo de sarcinaricina (SRL), y que se marca radiactivamente al sintetizarlo.
Tras la reaccion con la ribotoxina. se separan los dos fragmentos de RNA
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mediante  electroforesis. pudiendo cuantificarse las bandas de la
autorradiografia (I'ndo et al.. 1990 v 1991). Sin embargo, es un ensayo muy
laborioso en su realizacion v muy caro. ademas de no aportar apenas ventajas,
por 1o que no se ha usado en los experimentos descritos en esta Tesis.

Las ribotoxinas, aunque algo especiales, son ribonucleasas. Y este
grupo de enzimas ha sido ampliamente cstudiado, por lo que se han
desarrollado muchos ensayos de actividad posibles. que han permitido ademas
estudiar con detalle su mecanismo catalitico. Sin embargo, este tipo de ensayos
con sustratos ribonucleicos menos especiticos no se habian usado apenas para
las ribotoxinas, por lo que una de las tareas del trabajo que aqui se describe ha
sido la de adaptar alguno de ellos para su utilizacion con las ribotoxinas. Por
ejermplo, la reaccidn frente a homopolinucleotidos, combinada ademas con ta
electroforesis en presencia de STIS, o que resulta en el famado zimograma. El
otro es la reaccidn con el sustrato mas simple, un dinucleotido, en la que para
detectar los productos formados ha habido que recurrir a la separacion por
cromatogratia.

Actividad frente a ribosomas

[.a actividad ribonucleolitica de la w-sarcina se determiné por la
liberacion del fragmento o, tras incubacion de la a-sarcina con un lisado de
reticulocitos de conejo libre de células (de la marca Promega), como describen
Lamy vy Davies (1991). Este lisado (50 ul) se traté con 20-100 ng de u-sarcina
nativa en tampon Tris-HCL 40 mM., KC 40 mM, EDTA 10 mM, pH 7.5,
durante 15 minutos a temperatura ambiente. La reaccion se pard por adicion de
0.25 ml de Tris-HC1 50 mM, SDS 0,5% (p/v), pH 7,5, incubandose la mezcla
5 minutos a temperatuta ambiente. La extraceion del RNA se realizé en fenol
saturado en agua y posteriormente se precipitd con alcohol isopropilico. Este
RNA sc analizo en gel de agarosa al 2,4% (p/v) en tampdn TAE con
formaldehido al 16% (v/v) ¥y se visualizé mediante tincion con bromuro de
etidio.

Adaptacién para esporas de hongos

Con esta adaptacién se pretendid desarrollar un método rapido de
andlisis de la presencia de ribotoxinas en cepas de hongos filamentosos,
mtentando detectar su actividad especifica. por la liberacion del [ragmento o
(Schindfer y Davies, 1977), aunque a veces esto no es posible por la presencia
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de otras actividades ribonucleoliticas, menos especificas, que degraden en
mayor medida el TRNA.

Pura recoger las conidiosporas, se agitaron cultivos de los hongos en
PDA en tubos inclinados con una solucion de Tween-80 al 0.01%. Las
suspensiones ast formadas se agitaron exhaustivamente y se centrifugaron
brevemente. Se incubaron 3 ul del sobrenadante con 3 ul dc lisado de
reticulocitos de conejo (Promega). durante 3 min a 37 °C, pardndose la
incubacion con 0,5 pl de SDS al 10%. Para extracr el RNA, se afiadieron 7 pl
de PCly 20 ul de TL, ptl 8,0, siempre mezelandolo hien. Tras centrifugar, se
cogicron 135 ul de la fase acuosa superior, que se mezclaron con 0,5 upl de
tampon de aplicacion de electroforesis, incubandoio a 95 °C durante 5 min. con
la tapa abierta (procurando stempre que noe se seque la muestray. Las muestras
ast preparadas se aplicaron en un gel de agarosa al 2 %% para electroforesis,
observandose los distintos RNA, incluido el fragmento a. Se hicieron tambicén
controles sin muestra. y con 30 ng de mitogilina, purificada segun estd descrito
{Kao vy Davies, 1993).

Zimograma frente a homopolinucleotidos

La deteccion in situ de la actividad de enzimas previamente separadas
por electroforesis en geles de poliacrilamida se ha utilizado desde hace varias
décadas para proteinas muy distintas. Este lipo de ensayos se conocen cono
wzimogramasy, Estc método presenta varias ventajas. pues un sélo ensayo
puede servir para analizar, ademds de la cantidad de enzima presente, su
homogencidad o su posible contaminacion por actividades similares. aunque
estén presentes en muy pequeila proporcion. Ademas, se puede usar tante para
extractos biologicos crudos como para las enzimas purtftcadas.

Sin embargo. cuando la electroloresis se hace en presencia de SDS, en
condiciones desnaturalizantes, hay una dificultad afiadida para poder rcalizar
este tipo de deteccion, que es la necesidad de renaturalizar la enzima, lo que no
siempre es posible. En el caso de las ribonucleasas. especialmente las
secretadas v consideradas como «digestivasy» (p. ¢). [as de la superfamilia de la
RNasa A en mamiferos o las de la'T1 ¥ T2 en microorganismos). como suelen
ser enzimas muy estables y facilmente replegables (al menos. si no se reducen
sus puentes disulfuro), se han pedido desarrotlar con cierta facilidad este tipo
de ensayos,

Se habian descrito en la década de los ochenta de forma detallada
{aunque va se usaban desde antes) dos tipos de zimograma para RNasas. En
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uno de ellos se colocaba encima del gel, tras la clectroforesis, una capa de
agarosa con el RNA embebido. Tras una incubacion, se detectaba el RNA no
degradado que permaneciaen laagarosa (Thomas v Hodes, 1981). Este método
ha sido aplicado durante esta década para zimogramas tras isoelectroenfoque,
utilizando bromuro de etidio embebido en la agarosa con el RNA, para detectar
las actividades de RNasa (Yasuda et al., 1992; Nadano et al., 1993) o de su
inhibidor, ponicndo el contacto el gel y [a agarosa con una membrana
impregnada de RiNasa (Nadano et al., 1995).

El otro método consiste en embeber el RNA directamente en el gel de
poliacrilamida donde, dado su gran tamafio, no se desplaza durante la
electroforesis, tras la cual hay que eliminar el SDS para renaturalizar las
proteinas, ¢ incubarlo en un tampon y a una temperatura adecuados. El RNA
no degradado se detecta por tincidn con un colorante de Acides nucleicos. como
el azul de toluidina. Este método fue descrito en detalle por Blank et al., que
utilizaron el isopropanol en disolucién acuosa tamponada para eliminar
eficazmente el SDS (Blank et al., 1982). Estos autorcs también utilizaron
distintos RNA para detectar RNasas de distinta especificidad (Blank et al..
1975). Mas recientemente, el grupo de ribonucleasas de la Universidad
Autonoma de Barcelona ha desarrollado mas posibilidades practicas de este
ensayo (Bravo et al., 1994)

Se planted la posibilidad de adaptar este ensayo para la a-sarcina, lo que
seria de utilidad, tanto para determinar la presencia de ta enzima al producirla
en sistemas de expresion nuevos, como L. coli o P. pastoris, como pard
determinar su grado de pureza, especialmente en lo que concierne a pequefias
contaminacienes por otras RNasas menos especiticas pero mucho mas activas
frente a RNA (csto era especialmente importante para poder llevar a cabo
ensayos de actividad catalitica con sustratos distintos del ribosoma), Este
ensayo también permittd evaluar la capacidad cartalitica de los distintos
mutantes de g-sarcina (siempre contando con fas limttaciones del método, entre
las cuales estd el necesario paso de renaturalizacion de la enzima), asi como
compararla con otras ribotoxinas.

Ll método descrito por Blank et al. ya se habia usado en nuestro
Departamento para detectar RNasas, tanto acidas como alcalinas (Garcia
Segura, 1985), por lo que fue un buen punto de partida para aplicarlo al caso
de las ribotoxinas. A la hora de elegir el sustrato, habia que considerar la
especificidad de la a-sarcina frente a RNA «desnudoy, en el que corta tras bases
puricas, adenina o guanina (Endo et al., 1983). Por tanto, parecia mejor, para
intentar aumentar la capacidad de deteccion, utilizar un homopolinueleotido de
bases plricas, en vez de RNA aislado de fuentes bioldgicas. Asi, ha usado
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sobre todo dcido poliadenilico, poli(A). aunque también se ha probado
reclentemente dcido poliinosinico, poli(l}, cuya respuesta es mejor (Kao et al..
1998). Iin los primeros ensayos se hizo la incubacidn catalitica (paso 4) a pH
7.5 desde que se descubrid que la g-sarcina era una RNasa acida, se han hecho
incubando a pH 4,5. Asi, se han conseguido detectar hasta 0,1 pg de a-sarcina
pura. aunque las bandas se ven mejor aplicando entre 0.5 v 1.0 ng.

También se ha utilizado este ensavo para el estudio de la RNasa U2.
Como ésta también tiene especificidad por bases plricas y su pll optimo es
acido, sc ha usado también poli(A) vy tampon acetato a pH 4.5, aunque se
obtiene una sensibilidad mayor, dada su mavor actividad especifica frente al
RNA.

Procedimiento

Los geles se prepararon como habitualmente para PAGE-SDS, pero
afiadiendo el homopoiinucleotido. politA) o poli(T}, & 0.3 mg/ml en el gel
separador. T.as muestras se¢ prepararon en ¢! tampdn de aplicacion de
electroloresis habitual, pero sin agente reductor, v se calentaron a 80 °C durante
20 min, v laaplicacion y desarrollo de la electroforesis fueron los usuales. Para
la deteccion de las actividades ribonucleoliticas, el gel sc sometid a las
siguientes incubaciones, ulilizando unos 100 ml de cada solucion:

b2 x IS minen Tris-HCL 10 mM pH 7.5, temperatura ambiente.
2.2 x 15 min en Tris-HCT [0 mM pH 7.5, 25% 1sopropanol.
temperatura ambiente

3.2x 15 minen Tris-HC1 {0 mM pH 7.5, temperatura ambiente
4.1 h,en Tris-TICHO,1 M. pH 7.5, 6 NaAcO 0,1 M, pH 4,3, 37 °C.
5. 10 min, en Tris-FICT 10 mM pH 7.5, temperatura ambiente

6. 15 min en azul de toluidina 0.2% en Tris-HCT 10 mM phl 7.5,
temperatura ambiente

7. Lavados con agua para destefiir, hasta conseguir el grado de contraste
adecuado.

Sc ha observado que el primer paso se pucde eliminar, sin perjuicio de
ios resultados obtenidos,
Actividad frente a RNA de levadura

Este ensayo de actividad ribonucleohitica se basa en ia medida de fa .

produccion de pequefios oligonucleotidos o mononucleotidos solubles en
medio dcido, en presencia de acetato de uranilo, va que el RNA de gran tamafio
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precipita (MacFayden, 1934). El sustrato empleado fue RNA de levadura
repurificado mediante sucesivas precipitaciones en acetato de sodio. Este
mismo ensayo se puede hacer también sin la sal de uranilo. en cuyo caso
precipitan oligonucleotidos de mayor tamafio; de hecho, ef tamafio limite por
encima del cual se produce la precipitacion depende de la acidez del medio, de
la concentracion de la sal de uranilo y de la composicidon de bases del
oligonucleotido conereto (Dickman y Trupin, 1959). En esta Tesis, este ensayo
sc ha utilizado tnicamente para la RNasa U2, yva que la g-sarcina presenta una
respuesta muy pobre (Martinez del Pozo et al., 1989).

Procedimiento

En esencia se ha seguido el método descrito por Blackburn et al. (1977)
con ligeras modificaciones, para poder comparar mejor la actividad especifica
con la deserita anteriormente para la RNasa U2 (Rushizky et al., 1970). La
mezcla de incubacion estandar estaba formada por 50 pi de tampon 0,5 M KCl,
0,25 M NaAcO, 0,25 M Tris-HCI, 25 mM EDTA (normalmente a pH 4,5, para
medir fa actividad de la RNasa U2; cuando se midio actividad de RNasa Ul en
la puritficacion a partir de Ustilago sphaerogena, se hizo a pH 7,5), 25 pl de
agua vy 25 pl de una disolucién de alblmina de suero bovino al 0,1% (p/v) en
agua destilada. A esta mezcla se afiadieron 25 pl de la muestra a medir.
Stempre s¢ hiczeron duplicados de cada muestra.

La mezela (125 ul) se preincubd a 37 °C durante al menos 5 minutos.
Después se comenzd la reaccion por adicion de 125 pl de una disolucion de
RNA de levadura a 4 mg/ml en agua destilada y una rapida v enérgica
agitacion, tras la cual se incubd a 37 °C durante 15 minutos. Transcurrido este
tiempo se detuvo la reacciéon afiadiendo 250 pl de acido perclarico al 10%
(v/v). conteniendo acetato de uranilo al 0,25% (p/v), mantenido en hielo v
usado  como  agente precipitante. La suspension resultante se  agito
vigorosamente y se mantuvo en baio de hielo durante al menos 30 minutos.
Transcurrido este tiempo, los tubos se centrifugaron a 14 000 g durante 15 min
ad °C. Sc tomaron 400 ] del sobrenadante obtenido y se diluyeron 10 veces
con agua destilada, midiéndose su absorcién a 260 nm. A este valor se le resté
la absorbancia de una disolucién resultante de sustituir, en el proceso seguido,
ta muestra por agua destilada o tampon (que suele dar una A,,, entorno a 0,15).

Unidades de actividad

Se definen 100 unidades de actividad como la cantidad necesaria de
enzima para produeir una variacién de A, de 1, en las condiciones arriba
descritas. Esto es, para calcular las unidades de actividad se multiplicd por 100
ef valor de la variacion de absorbancia obtenido respecto al ensayo en blanco.
La linealidad del ensayo se mantenia. al menos hasta valores de A, bruta (sin
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restar la del ensayo en blanco) de 0.6 (figura 18). Cuando la A, es mayor de
ese valor, se puede evaluar el ensayo para comparar unas muestras con otras def
mismo ensayo, pero no s¢ puede cuantificar bien la actividad presente.
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Figura 18: Lincalidad del ensavo de actividad frente a RNA de levadura para distintas
cantidades de RNasa U2,

La actividad especifica se caleulo dividendo por la A, de la muestra.
0 por la concentracion masica de proteina. determinada por analisis de
aminoacidos.

Preparacion del sustrato

Con el [in de optimizar las condicioncs del ensayvo de actividad, el
sustrato se sometio a un proceso de purificacion {(Garcia Segura, 1983). Con
¢llo sc pretende eliminar los contaminantes presentes en ¢l RNA comercial
{iones, glucanos, etc) asi como fragmentos de RNA de pequefio tamano
molecular, que alteran la valoracion de la actividad de RNasa.

El' método de purificacion es el que se detalla a continuacién: 100 g de
RNA de levadura Torula (tipo V1Ide Sigma) se disuelven lentamente en 500 ml
de agua destilada. Para posibilitarlo se afaden alicuotas de NaOH 1 M. de
manera que ¢l pH final sea proximo a la neutralidad. y procurando que en
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ningan caso ¢l pH se eleve por encima de 9.0. Durante todo el proceso, el
medio se mantiene a 0-4 °C en bafio de hielo. I.a disolucion neutralizada se
enrasa a t litro con agua destilada y se somete a precipitacion salina, por
adicion de acetato sodico y acido acético hasta una concentracion final 3 M de
acctato sédico y un pH de 5,5, De esta forma se obtiene una suspension de
color pardo., que se mantiene a -20 °C durante una noche. El gel formado se
recoge por centrifugacion (13000 g, 30 minutos. -20 °C) y se redisuelve en |
litro de agua destilada. El proceso de precipitacion se repite dos veces mas. El
precipttado finalmente obtenido se redisuelve en 500 ml de agua destilada, y
se le aflade [ litro de etanol, previamente enfriade a -20 °C. La suspension
resultante sc mantiene a esta temperatura durante una noche. El precipitado
blance se recoge mediante centritugacion en las condiciones ya descritas, se
redisuelve en EDTA 25 mM v se dializa frente a 20 volumenes del mismo
medio (2 cambios x 6 horas). A continuacion, se dializa frente a 20 volimenes
de NaCl 0,13 M (2 cambios x 6 horas} v, por ultimo, frente a 20 volumenes de
agua destifada (3 cambios x 6 horas). El matenal dializado se liofiliza (se
obtuvieron 2,8 g) y se conserva en este estado, a -20 °C, hasta su utilizacion.

Actividad frente a dinucleotidos

Para cuantificar la actividad de las RNasas utilizadas en este trabajo
también se han empleado dinucleotidos (ApA v GpA) como sustrato. Es
importante destacar que en este tipo de ensayo se esta analizando la capacidad
minima de estas enzimas para hidrolizar un enlace fosfodiéster. Ambas
enzimas, cn condiciones naturales, actiian frente a un polirribonucleotido. Es
decir. sc debe asumir que cuando se emplearon estos ensayos lo que se analizd
fueron las caracteristicas esenciales, minimas, que permiten a la RNasa U2 y
a la a-sarcina romper enlaces fosfodiéster del RNA.

Iin el caso de wtilizar ef ensayo para determinar {as constantes cataliticas
de la RNasa U2 purificada, se us6 la reaccion con ApA, registrando la
variacion espectrofotométrica de la misma, segun describen Yasuda e Inoue
(1982). Esta determinacion no es posible con la g-sarcina, dada la escala de
tiempo en que transcurre la reaccion.

Las reacciones se llevaron a cabo en cubetas de cuarzo de 1 em de paso
optico, registrando la A, en un espectrofotdmetro Beckman DU640, equipado
con un portacubelas con sistema Peltier. para termostatizar la cubeta, a 25 °C.
El volumen total de reaccidén era de 800 ul, aplicando primero 400 ul de
tampon NaAcO 50 mM, pH 4.5, conteniendo NaCl 0.1 M, la cantidad deseada
de ApA en tampdn NaAcO 50 mM, pH 4,5 (sin NaCl), y el volumen del mismo
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tampon neceasrio para sumar 780 wl Se registrd la A,» durante un minuto
aproximadamente para comprebar que era estable. tras lo cual se afadio la
enzima en 20 ul del tampdn sin NaCl, registrandose la A, durante 10 min. Se
usaron concentraciones de enzima en la reaccion en torno a 200 nM. La
concentracion de ApA se determind a partir del espectro de absorbancia,
wiilizando un coeficiente de extincién molar £,,,=28225 M-em™, v se usaron
en las reacciones concentraciones entre 10 v 60 uM y cubetas de distintos pasos
Gpticos para evitar que la absorbancia fuese mayor de 1,0.

La velocidad de cada reaccion se caleuld a partir de la pendiente, segin
la variacion de! coeficiente de extineion, Ag.,,=4320 M7-cm”, calculado en
condiciones similares (Yasuda ¢ Tnoue, 1982). Se hicieron reacciones por
duplicado para distintas concentraciones de sustrato. manteniendo fija la
concentracion de Ja enzima. Previamente, se habia comprobado que para ese
mtervalo de concentraciones de sustrato la velocidad era directamente
proporeional a la cantidad de enzima afladida. La constante de Michaelis (K,,)
y la velocidad maxima (v ) se caleularon segin ¢l modelo de Michaelis-
Menten, ajustando mediante regresion no limeal, usando el programa SigmaPlot
v5.0 (Jandel). los valores obtenidos a la ecuacidn hiperbolica.

En el caso de la g-sarcina v de sus difercnles mutantes, como se
deseribe en ¢l apartado de resultados v discusién, hubo gque adaptar un método
de separacion por HPLC, a partir del descrito por Shapiro et al. (1986). Esta
forma de medir la reaccion tiene el inconveniente de que lleva mucho tiempo
pero presenta la ventaja de que se puede cuantificar la aparicion de cada uno
de los productos, por separado.

Los tampones empleados para la reaceidn fueron Tris-HCL fostato de
sodio o acetato de sodio en concentracion 50 mM, conteniendo 0.1 M NaCl y
SmM EDTA, ajustados al pH necesario. En el tampon se disolvia la enzima
(enwre 0.5 y 10 uM) y el dinucleotide (ApA o GpA). La concentracion de
dinucleotido se caleulod segun los cocficientes de absorcidon descritos (Osterman
y Walz, 1978). Sc realizaron siempre los correspondientes controles sin
enzima. Las reacciones se llevaron a cabo a temperatura ambiente, durante
distintos tiempos, en ¢l rango de 10-20 h. deteniendo la reaccion mediante
congelacion en aire liquido. La separacion de los preductos se hizo en un
cromatdgrafo de HPLC Sysiem Gold de Beckman, equipado con un detector
modelo 166 y una cotumna Kromasil 100 C18 (5 pm, 0,46 x 15 cm). de fase
invessa. La elucion se levd a cabo a temperatura ambiente con un gradiente
lineal de 35 min en el que se pasaba, con flujo de | ml/min, de tampdn fosfato
de potasio 100 mM. pH 7,0, a tampén fostato de potasio 90 mM. pH 7.0, con
32.5% de metanol. La deteccion de los picos se Hevo a cabo por absorbancia
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a 254 nm, cuantificandolos con el programa Beckman System Gold. El drea de
los picos se relaciond con la cantidad de los diferentes productos, mediante
calibracidn con compuestos estandares comerciales. La constante de Michaelis
(Ky) ¥ la velocidad médxima (v ;) se calcularon segin el modelo de Michaelis-
Menten, ajustando mediante regresidn lineal de una grafica de dobles inversas,
segln el procedimiento de Lineweaver-Burk.
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RESULTADOS Y DISCUSION

A - Deteccion y caracterizacion de nuevas
ribotoxinas

Una de las principales cuestiones que quedan sin resotver, respecto a
las ribotoxinas fangicas representadas por la g-sarcina, es la de dilucidar cual
es su funcion bioldgica. Es decir, ; para qué producen los microorganismos este
tipo de proteinas? Con el fin de contribuir a la resolucién de esta pregunta, se
decidi6 abordar un estudio sistematico acerca de su distribucion en el reinoe de
tos hongos. En este sentido, aunque las primeras ribotoxinas, a-sarcina,
mitogilina y restrictocina, fueron descubiertas en los aflos sesenta, hasta 1990
no se habia descrito ninguna otra. En estos ultimos afios, sin embargo, se ha
avanzado de forma muy significativa en este sentido, gracias tanto al trabajo
que se¢ presenta a continuacion. como al anteriormente realizado por nuestro
grupo de investigacién (Wirth et al., 1997) v por otros (Arruda et al., 1990; Lin
et al., 1995 y 1997, Parente et al., 1996; Huang et al.,, 1997). Como se
demuestra a continuacion, se puede decir que las ribotoxinas son un grupo de
proteinas extendido entre los hongos filamentosos v, por tanto, no parece que
sean simplemente una rareza evolutiva como se crefa anteriormente.

El interés de este trabajo de descubrimiento de nuevos genes hay que
enmarcarlo, ademas, dentro de la consideracion de que estas protetnas sean un
ejemplo de ingenieria natural de proteinas (Kao y Davies, 1995 v 1999). Seglin
esta hipotesis, a partir de una ribonucleasa ciclante no especifica, como pueden
ser la RNasa T1 o la U2, s¢ habrian ido adquiriendo elementos afiadidos de
estructura que les permitirian aumentar su especificidad hasta dirigirse
especificamente a la inactivacion del ribosoma e, incluso. translocarse a traveés
de algunas membranas celulares. Seria precisamente la adguisicion de estas
nuevas funciones bioldgicas lo que habria dirigido la evolucion de estos genes.

Con este propdsito se estudiaron toda una seric de distintas cepas del
género Aspergillus, y de otros refacionados con &l (Penicillium, Neosartorya,
Hemicarpenteles), con respecto a su capacidad de produecion de ribotoxinas.
Estas cepas estaban conservadas en el Department of Microbiology and
Immunology de ta University of British Columbia por los Drs. Julian Davies y/o
Barbara Dill. El resumen de los resultados obtenidos, explicados a
continuacion, se muestra en la tabla 12



104 Resultados y discusién

Tabla 12: Resultados de la deteccion de ribotoxinas en diferentes cepas de hongos
filamentosos, 1.05 nimeros de fas cepas son los mismos gue en la tabla 8.

{inmuno-
Lepa Seuthern  PCR__Actividad __ensavo
U Aspergillus giganreus MDH 18894 ™ + + nd
2. Adspergillus gicanteus  NRRL 10 + + - -
3. Aspergilius gigantens  NRRL 1730 - nd +
4. Aspergillus gipantens  NRRL 4763 4 | nd +
5. dspergillus vividivutons + () nd
O, Aspergitlus fumigatus + + 5 nd
7. Aspergillus sp. - + nd nd
8. Aspergillus sp. - + nd nd
9. Aspergilius fischer! T + id +
V0. Aspergillus resivictus MDH [3462L. nd nd nd
o Aspergilfus glaucus & nd +
12 Neosartorva glabra ! T nd +
13, Aspergiilus nidulans (CS2008) - - nd {2}
V4, Aspergillus flavus - - nd nd
U3, dspergdius orveae NRRL 447 - - nd nd
V0. Adspergillus niger - - ad nd
U7, Aspergilius alutaceus NRRL 308 - - - nd
18, Aspergillus terreus - - ad and
19, Hemicarpenteles - - nd nd
acunthosporis
200 Penicdlivm norctum - nd - nd
L FPenicillinm galicum . URN.LL: IO W
nd: no determinado. +; detectado, -2 no detecrado,

{1y presencia de ribonucleasas no-especificas
(2) bandas de alta masa molecular

Ln primer lugar, se aislo el DNA gendmico de todas estas cepas v se
hibrido, mediante transterencia de tipo Southern. con el gen codificante para
la -sarcina madura (sin el intron) marcado radiactivamente. Fste experimenio
revelo la presencia de un solo gen. que podria ser el de una ribotoxina. en 1
de las 20 cepas analizadas (figura 19). Afgunas de ellas. que ya se sabfa gue lo
expresaban. como la cepa MDH 18894, la productora de a-sarcina, o la NRRIL
10, productora de gigantina, se usaron como controles positivos.

Para confirmar la presencia de estos gencs de ribotoxina, se diseflaron
dos oligonucleotidos, correspondientes a zonas altamente conservadas en la
secuencia de las ribotoxinas conocidas hasta entonces. Con estos dos
oligopucledtidos se amplificaria. en los gencs hasta entonces conocidos, un
fragmento de 273 pb, que comprende los aminodeidos 38 a 128 en el caso de
la a-sarcina (figura 14). La amplificacion mediante PCR se levo a cabo
bajando cn sucesivos ciclos la temperatura de hibridacion (estrategia
touchdown, Don et al, 1991, Roux y Hecker. 1997), para aumentar la
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Figura 19: Transferencia de tipo Southern de Jos DNA tingicos digeridos con las enzimas
indicadas, usande como sonda la secuencia que codifica la u~sarcina madura marcada con P,
En ¢l caso de las especies no identificadas de Aspergilius, el namero entre paréntesis es el
mismo de las tablas 8 v 12, En el carri] «sar» se cargd ¢! plasmido conteniendo la sonda.

probabilidad de que los oligos empleados hibridasen con las zonas deseadas,
aunque la coincidencia de secuencias no fuese absoluta. Los resultados
obtenidos (figura 20) fueron coherentes con los experimentos de hibndacton,
detectandose una banda de tamafio similar ala del fragmento del gen sar en las
mismas cepas en que se habia detectado por hibridacidn. Las cepas cuye DNA
no reaccionaba a la hibridacion daban bandas distintas, inespecificas, tras la
PCR.

Ademds de ensayar la presencia del gen, también sc¢ quiso probar la
produccion de las ribotoxinas por parte de las distintas cepas, no solo para
confirmar los resultados, sino para estudiar si el gen correspondiente se
expresaba en condiciones similares a las del gen sar. El ensayo mas facil era
Ja inmunodeteccion de las ribotoxinas producidas en el medio liquido en que
se detectd originariamente la a-sarcina {Olson v Goerner, 1965). Se hicieron
estos cultives liquidos, por dupiicado, utilizando 6 cepas en las cuales ya se
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A. gig. MDH1889%4
A gig. NRRL10

A. gig. NRRL1780
A gig. NRRL4763

A. restrictus
A. glaucus

b A. fumigatus
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A. nidulans
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A. oryzae
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Banda de*

ribotoxina

habia detectado el gen, ademas de la cepa de A. niduians como control Figura
20: Andlisis de las PCR de deteccion de ribotoxinas. La banda correspondiente a la secuencia
de [as ribotoxinas estd marcada con una flecha. 4. gig. es 4. gigamieus.

negativo. Con alicuotas del medio extracelular recogido al cabo de 70 horas de
culivo (tras dos preindculos de 24 horas) se flevé a cabo una
inmunotransferencia de tipo Western usando anticuerpos policlonales frente a
la g-sarcina (figura 21). Se detectd una banda similar a la a-sarcina en las 6
cepas en que se habia detectado el gen. También se detectd una banda
inmunorreactiva de menor masa molecular en el cultivo de 4. giganteus NRRL
4673, que se podria explicar por la hidrolisis parcial de la proteina. Quizd mas
curiosa ¢s la presencia de una banda débilmente inmunorreactiva de mayor
masa molecular en el cultivo de A, niduiuns, Dado que en esta cepane se habia
detectade e! gen de ribotoxina. esto se podria deber a otra proteina extracelular
que comparta algiin determinante antigénico con la ¢-sarcina. De hecho, en otro
estudio similar llevado a cabo por el grupo de Alan Lin en Taiwan {Lin et al.,
1995), los cultivos de dos cepas de Aspergillus (4. asperescens CCRC32117
v A. flaves CCRC32140) daban también una ligera inmunorreactividad frente
al suero anti-u-sarcina, aunque no se detectaba la presencia del gen en dichas
cepas.
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Figura 21: Inmunodeteccion de ribotoxinas en medios extracelulares de cultivos de las cepas
indicadas. Se¢ han utilizado anticuerpos obtenidos frente a la o-sarcina. 4. giy. es A. giganteus.

Finalmente, los resultados se contrastaron mediante un ensayo de
actividad especifica de ribotoxinas, consistente en hacer reaccionar con
reticulocitos una suspensiéon que contiene mavoritariamente esporas de fos
hongos. Posteriormente, se exirae et RNA y se comprueba la presencia del
(ragmento «, producto de la hidrolisis especifica del RNA 288 por las
ribotoxinas. La produccion de restrictocina se ha asociado a la formacion de
contdiotoros { Brandhorst y Kenealy, 1992; Yang y Kenealy, 1992b); por e¢so,
al recoger las csporas en una suspension, era muy posible que se pudiera
detectar la actividad de las ribotoxinas. Se analizaron las suspensiones de
esporas de 6 cepas, tanto de aquellas en las que se habia detectado el gen como
de las que no (figura 22). En las cepas en las que no se habia detectado el gen
(P. notatum, A. alutaceus) tampoco se observo ¢l fragmento «. Fn el resto, se
detectd claramente el fragmento en cuatro de ellas (4. giganteus MDIT18894,
A. giganteus NRRL10O, A. fumigatus), aunque también sc observaba algo de
degradacion inespecifica. Fn el caso de 4. viridinutans, lo \unico que se
observaba es la degradacion inespecifica, por lo que no se pudo observar si se
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producia el fragmento «. Esta degradacion inespeciftica se podria explicar de
varias formas. Por una parte, va s¢ sabe que las propias ribotoxinas. que en
concentraciones pequefias son aitamente especificas, son capaces de hidrolizar
extensivamente el RNA cuando estdn cn mayores concentraciones (Endo et al.,
1983). Por otra parte, también hay que considerar que s¢ mancjaron
suspensiones de cultivos, enriquecidas en esporas, en las que podria haber otras
RNasas no especificas. De hecho, para A clavatus, bongo cercano
filogenéticamente a A. viridinutans y del cual se han descrito cepas productoras
de clavina v c-sarcina (Parente et al.. 1996; Tuang et al. 1997), también sc ha
descrite la produccion de otra ribonucleasa extracelular, especifica de guanina
v de ta subtamiliade la'l'T, Ia RNasa C2 (Bezborodova et al., 1983). Por tanto.
la mayor degradacion que se observa cn ¢l caso de . viridinutans se puede
deber a la presencia de otra RNasa extracelular menos especifica que la
correspondiente ribotoxina. pero mas activa.
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Figura 22: Ensavo de actividad de esporas de las cepas indicadas. La flecha sefiala Iz banda
correspondiente al fragmento a liberade especificamente por las ribotoxinas. .. gig. es A.
Lganiens.
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[iste dltimo ensayo tiene el valor afadido de ser la primera vez que se
demuestra que es posible detectar la presencia de ribotoxinas mediante el
empleo de csporas. Se trata, pues, de un método valido, sencillo y reproducible
de deteccidn de la presencia de ribotoxinas en hongos filamentosos, aunque
presenta el inconveniente de la posible degradacién inespecifica dc los rRNA.

El siguiente paso, de cara a analizar los genes detectados, fue el de
secuenciar los fragmentos obtenidos por PCR. Se hicieron reacciones de
secuencia con los fragmentos purificados y los oliges usados para la
amplificacion, Todos los fragmentos obtenidos resultaron ser de la misma
longitud, y sin ningun intron. lo que estd de acuerdo con los fragmentos
similares de los genes que ya se conocian (figuras 23 y 24). La mayor
diferencia observada fuc de un 18%, lo que muestra también la poca
variabilidad presente entre los distintos genes de la familia.

Finalmente, estas secuencias se utilizaron para realizar un analisis
filogenético de todos los fragmentos similares conocidos (figura 25). Segiin
este andlisis, se pucden establecer tres grupos dentro de la familia de
ribotoxinas. En uno de ellos estarian la restrictocina, la mitogilina y AspFl,
junto con algunas ribotoxinas nuevas, de 4. fischeri, A. glaucus y Neosartorya
glabra (que son idénticas o muy parecidas a la mitogilina), Un segundo grupo
seria el de las ribotoxinas de 4. clavatus, clavina y c-sarcina, asi como la de 4.
viridinutans. El tercer grupo seria el de las ribotoxinas producidas por distintas
cepas de A. giganteus, siendo la a-sarcina y la gigantina las mds caracteristicas
de este grupo. Uno de los resultados mas llamativos de este andlisis es que las
sels secuencias de ribotoxinas del género Penicillium obtenidas por el grupo de
Alan Lin (Lin et al., 1997) estarian dentro de este Gltimo grupo, lo que sugiere
que estos hongos del género Penicillium estarian mas cercanos a algunos del
genero Aspergilius que los miembros de este género entre si, o al menos los
genes de sus ribotoxinas.
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Figura 23: Alincamiento de las sccuencias de DNA de los fragmentos de ribotoxinas
obtenidos por PCR, asi como de los fragmentos equivalentes de los genes de ribotoxinas
publicados anteriormente. () representa residuons gue estan conservados respecto a lasecuencia
del gen de la g~sarcina.
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Figura 24: Alineamiento de las secuencias de amincdcidos deducidas de las secuencias
gendmicas obtenidas, asi como de los fragmentos equivalentes de las secuencias deribotoxinas
pubticadas anteriormente. {.) representa residuos que estin conservados respecto a lasecuencia
de la u-sarcina.



-

iscusion

Resultados y d

(eulnBouwl smebiwny vy

snonelb

elgeih eAiopesoapn

(BulDOYOILASBI) TZOVE LHAW Snjou)sel -
1eyasy

SUBINUIPLIA

(BUIABD) GO980 4! SnjeAR[O
(euioles-0) §#11260H0D SNjeAR/
(eunueBif) 0L 1Y YN snejuebib
g9/ T4 YN snajuebih
WNUISaULIsYo o
wnsojoulds
oesep o4
wnuepssat o
wnyesinoe o
wnjeybip o

B8 L1 THYN Snajuebib y
(ewtiones-0} FE98 L HQW Shejuebib

T <CT T T T

25: Arbol llogenético gonstruido con las sc

23.

cuencias de nucleotidos de la figura

Laescala es en porcentaje de distancias de Jukes v Cantor,

Fipura



Resultados y discusion 113

La hirsutelina A, ;un intermedio evolutive?

La hipotesis de que estas ribotoxinas sean un producto de ingenieria
natural (Kao y Davies, 1995} es bastante sugerente v, a la vista de los datos que
se¢ van conociendo acerca de esta familia, parece ir confirmandose. Sin
embargo. si estamos viendo realmente los productos finales de dicha evolucién,
y s1, efectivamente, estos genes han evolucionado a partir de un gen primitivo
correspondiente a una RNasa de la superfamilia de las ribonucleasas
microbianas extracelulares {quizd de una RNasa especifica de guanina o de
purinas), seria logico pensar que debe haber intermedios evolutivos que hayan
ido adquiriendo solo algunas de las regiones extra que les han proporcionade
las actividades afiadidas que presentan las RNasas.

Un estudio evolutivo similar se encuentra hastante mas avanzado en el
caso de las RNasas de mamiferos de la superfamilia de Ia RNasa A, donde se
han establecido dos grandes familias de genes, la de la RNasa A v la de la
RNasa seminal bovina (Benner et al., 1997). Esta Gltima familia de proteinas
presenta funciones biologicas afiadidas (al igual que las ribotoxinas; D'Alessio
etal., 1991), v el analisis de la evolucion entre las dos famihias (que incluye la
presencia de mutaciones que no se mantfiesian funcionalmente de modo
inmediato, puesto que hay genes duplicados que no se expresan) ha permitido
identificar, por ingenieria de proteinas. los delerminantes de la secuencia que
son responsables de la diferencia estructural v funcional entre las dos familias
(Ciglic et al., 1998; Opitz ct al., 1998).

Uno de estos posibles intermedios se encontré al analizar la secuencia
de la hirsutehna A (HtA), una proteina extracehular producida por el hongo
entomopatdgeno Hirsutella thompsonii. De acuerdo con los trabajos
publicados, se trataria de una proteina con propiedades biotdgicas similares a
las de las ribotoxinas (Vev et al., 1993 Liu et al., 1996). En concreto, estaba
descrita su actividad citotoxica, su capacidad para inhibir la biosintesis de
proteinas. y suactividad ribonucieolitica especifica que producia un fragmento
de unos 500 pb al ensayarla frente a ribosomas eucariotas (Liu et al., 1996). El
¢DNA que codifica para esta proteina se habia clonado v secuenciado, pero los
autores de ese trabajo, aun conociendo estas homologias funcionales con las
ribotoxinas, no dedujeron ninguna homologia de secuencia con ninguna otra
proteina, incluyendo a las ribotoxinas u otras RNasas microbianas
extracetulares.

Se alineo la secuencia de amunoacidos deducida de la secuencia deserita
del cDNA de la HtA con las de las ribotoxinas mas representativas (a-sarcina,
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gigantina. clavina y restrictocina}, asi como con otras RNasas microbianas, ia
TT v la U2,y si se encontrd una homologia muy significativa entre la HtA y las
otras RNasas {figura FO13). De hecho, la HtA presenta mas del 25% de
wdentidad de sccuencia al compararla con las ribotoxinas. Ademds, los restduos
cataliticos de toda la superfamitia ¢sian alineados ¢n la HtA, en ia que
corresponderian a His42, Glu6b6, Hisl i3, También se alinean las cuatro
cisteinas supuestamente implicadas en los dos puentes disulfuro (Boucias et al..
1998 con las de las ribotoxinas, v las cinco hebras de la potencial lamina
principal, presente en todas las proteinas de la superfamilia.

Sarcin 52
Gigant 52
Clavin KT I &2
Restri TN QQLNPKTf;KWEDKRLLYSQAK ESNSHHAPLSDIEKT 51
Hta a4
T2 43
T 42
60 *
Sarcin TNGYDGDGKLPKGRTPﬂKFGKSDCDR&E : 105
Gigant : ' 1 145
Clavin : TNGYDSOGKILKGRT 105
Restri : TNGYDGNGELIKGRTF! 104
HtA H 77
vz 71
Tl 57
Sarcin ’”EKFDSKKWPKEN iy, 150
Gigant p 150
Clavin 150
Restrl 149
HtA 130
Uz 114
Tl 104

Figura FD15: Alincamiento de las sccuencias de aminodcidoes de ribotoxinas representativas
{e-sarcing, giganiina, clavina y restrictocina), hirsutelina A (HiAj v las RNagas no citotéxicas
U2 v T1 Los recuadros grises v negros indican los residuos conservados en al menos cuatro
o las siete secuenciag, respectivamente

Sin embargo. si se considera la secuencia completa, las diferencias
frente a las de las ribotoxinas son grandes en comparacion con las existentes
entre éstas. Fstas diferencias se encuentran en los lazos afiadidos a la estructura
peneral de las RNasas microbianas exiracelulares. en los que la HtA presenta
también diferencias con las RNusas inespecilicas. Por tanto, quizd nos
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encontremos ante un intermedio en la evelucidn de estas proteinas, aunque
también podria tratarse de una proteina que ha adquirido similares funciones,
pero por evolucidon independiente.

Por ultimo, hay que afiadir que se ha encontrado una proteina, también
con las funciones de una ribotoxina, en otro hongo entomopatogeno,
Metarhizium anisopliae, aunque se desconocen mas detalles sobre ella
{Raymond StLeger, comunicacion personal), por lo que no se puede precisar
todavia si seria también un intermedio evolutivo o quizd una proteina mas
cercana & las ribotoxinas.
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B - Mecanismo de produccion y secrecion

Clonacién y produccién de u-sarcina en Pichia pastoris

Una de las cuestiones mas intrigantes que permarnecen sin resolver es
aquella de cdmo se protegen los hongos filamentosos frente a la accion de las
propias ribotoxinas que producen. Hay que recordar que la secuencia
conservada del lazo sarcina/ricina (SRL), esta presente en todos los ribosomas
conocidos. mcluidos los de distintos Aspergilli, v se ha demostrado que ¢stos
son sensibles a la accion de las ribotoxinas (Miller v Bodley. 1988). Hasta el
momento de la realizacion de este trabajo. se habian planteado tres hipotesis.
Por un lado. se postulaba que los hongos producian unos precursores
ribonucleciiticamente nactivos v que, tras la proteolisis, solo la forma final
madura scria activa; a esta conclusion sc habia tlegado tras la clonacion del gen
y su expresion heteréloga en distintos hongos (Lamy v Davies, 1991: Lamy et
al., 1992; Kao y Davies. 1995). Alternativamente. los mismos autores
proponian que sc coprodujese un inhibidor especifico, de forma similar acomo
sucede con la produccion de la colicina E3 (Boon, 1972; Bowman et al., 1971)
o de la barnasa y su inhibidor, barstar (Flartley, 1989 y 1997) v como también
ocurre con la familia de las RNasas de mamiferos (revisado en Hoflsteenge,
1997). Por otra parte. v tras la expresion en Saccharomyces cerevisiae de
distintos mutantes de restrictocina en los que se moditicaba su péptidoe sefial.
se apuntd que el paso determinante podia consistir en la oplima
compartimentacioén celular (Yang v Kenealy, 1992a). estos autores, sin
embargo, no fueron capaces de producir proteina activa en S cerevisiue.
Tampoco se habia conseguido purificar hasta la fecha ninguna de las formas
precursoras para poder descartar alguna de estas hipotesis.

Cuando en nuestro grupo sc¢ abordd la produccién de e-sarcina en .
coli, inicialmente se intentd con el ¢cDNA original completo. incluvendo su
péptido Hder. Sin embargo, no fuc posibie la expresion de este gen hasta que
no se modificd dicho péptido por ef de la proteina bacteriana OmpA (Lacadena
ctal., 1994), lo que esta de acuerdo con los distintos requisitos que conforman
los péptidos sefial eucariotas v procariotas (Von Heijne y Abrahamsen, 1989).
Pero lo mas destacado era que la imposibilidad de producir la proteina se
correspondia con la muerte de las bacterias cuando se inducia el promotor que
regulaba el gen, lo que sugeria que la ribotoxina sin procesar serfa activa, ya
que se estaria produciendo pero, al no reconocerse el péptido sefial, no se
secretaria v permaneceria en ¢l citoplasma. actuando sobre los ribosomas. A
una conclusion similar habfan llegado Yang y Kenealy (1992a) tras la
clonacidn del gen de restrictocina en S, cerevisiae. Para confumar alguna de
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estas hipdtesis, y para poder disponer de un sistema alternativo de produccidn,
mas parecido al original, se planted la clonacién y expresion del gen de la
g-sarcina en un sistema eucariota. Ya se habian descrito varios intentos de
produccion de ribotoxinas, tanto en hongos Aspergilli (Lamy y Davies, 1991;
Wnendt et al.. 1993; Brandhorst et al., 1994) como en S. cerevisiae (Yang y
Kenealy, 1992a), pero con muy escaso éxito. Por eso, se decidio abordar la
produccion heterologa de o-sarcina en la levadura metilotrofica P. pastoris.

Para conseguir laproduccion en P. pastoris, se amplificd mediante PCR
la secuencia codificante de la o-~sarcina, sin intron y con su péptido lider, a
partir del plasmido pOMPAwS (Lacadena et al., 1994). Primeramente se
hicieron dos construcciones, denominadas pHILDZpreaS y pHILS L preusS, que
se detallan en el esquema (figura 25). La primera de ellas, pHILD2preaS,
incluia el ¢DNA codificante para la a-sarcina entera, con su péptido lider
original (prepro-g-sarcina) y su codén de iniciacion, colocado bajo el control
del promotor del gen AOX! de P. pastoris. En la segunda de ellas,
pHILS IpreaS, la secuencia scial de la fosfatasa acida de la levadura estaba
fusionada a la secuencia codificantc de esta prepro-u-sarcina. Esta segunda
construccion se hizo con la pretension de que se produjera en el medio
extracelular ef precursor completo de la proteina, para asi poder purificarlo y
caracterizarlo, va que se ha descrito que las levaduras generalmente inician la
traduccidn en el coddén ATG mas cercane al extremo 5' del mRNA. Sin
embargo, esto no fue asi, como sc explica mas adelante.

[.os dos vectores descritos, pHILDZpreaS y pHILSipreaS, se
lincalizaron con Notl y Bg/ll, respectivamente, para obtener fragmentos cuyos
extremos fueran los del gen AOXT de la levadura y que incluyveran el gen a
expresary ¢l gen marcador, H154. De esta forma, al transformar la cepa GS115,
que presenta una mutacion en el gen HIS4 (genotipo his4), se favorece la doble
recombinacidn homologa en la que se sustituiria el gen 40X/ de la levadura
por la construccién insertada en la célula. Se busca favorecer este tipo de
integracion frente a otras que son siempre posibles (v que en algunos casos
también podrian servir para la produccion de la proteina), como la integracion
por recombinacion en HIS4 porque, si1 se da la sustitucion en 40X/, se anula
la funcionalidad de este gen y cambia el fenotipo de la levadura, que pasa a
depender sélo de un segundo gen de alcohol oxidasa, AOX2, para su
crecimiento en metanol, que se hace mucho mas lento. Por eso, se habla de un
fenotipo Mut® (de methanol utilization - slow) en vez de Mut'. Lo que se hizo,
pues. tras la transformacion v seleccion de las células transformadas en medio
minimo carente de histidina, fue crecer las colonias obtenidas en placas de
medie minimo con glucosa 0 metanol como fuentes de carbono. Las levaduras
que crecian mas lentamente en metanol pero crecian normalmente en glucosa,
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eran las que presentaban un fenotipo Mut’, debido en principio al
reemplazamiento del gen 40X/,

El siguiente paso fue ensayar la capacidad de produccion de a-sarcina
recombinante por parte de las cepas seleccionadas. 1o que se hizo creciendo las
células en medio con glicerol como unica fuente de carbono v transfiriéndolas
después a un medio con metanol sustituyendo al glicerol. Iin este segundo
medio apenas crecen (sOlo ticnen el producto del gen AQX2 para metabolizar
el metanol), pero se induce el promotor gue regula la proteina recombinante.
La deteccion de las proteinas producidas se llevé a cabo mediante
inmunotransferencia, tras PAGE-SDS, de los medios extracelulares de
produccion. En todas las cepas de fenotipo (His" Mut) ensavadas, se
observaron dos bandas inmunorreactivas. Una de ellas migraba como la
a-sarcina fungica madura v la otra era ligeramente mavor (figura 26), pero no
lo suficientemente grande como para que pudiera corresponder a la forma
prepro-u-sarcina con su péptido sefial completo. La unica diferencia observada
cntre ambas construcciones genéticas fue que las células transtormadas con
pHILD2preaS producian mas proteina recombinante, ya que las bandas sc
podian obscrvar también tras tincion de los geles con azul de Coomassie, v no
solo mediante inmunodeteccion.

Unade estas cepas transformadas con pHILD2preasS se selecciono para
Hlevar a cabo una produccion a mayor escala de la proteinas. Con un esquema
de purificacion practicamente 1déntico al utilizado para ta proleina fingica
natural, y partiendo del medio extracclular obtenido después de inducir en
medio con metanol, se obtuvo una [raccion que contenia la mezela de ambas
prolcinas inmunorreactivas y ribonucleoliticamente competentes (figura 26).
Sin embargo, no fue posible separarlas en cantidad suticiente tras fa utilizacion
de distintas alternativas cromatogralicas, ni siquiera mediante RP-HPLC. Se
opto entonces por caraclerizar ln mezcela, con el proposite de averiguar a que
se debia la presencia de la proteina de mayor tamaiio v asi poder eliminarla de
las preparaciones.

Aungue Ja o-sarcina fiingica patural no estd glicosilada, no se podia
descartar a priori la adicion de azicares como una de las posibilidades para
explicar la presencia de la banda inmunorreactiva de mavor tamafio, va gue fa
ruta de sccrecion en levaduras esta muy relacionada con los mecanismos de
glicosilacion (Cregg et al.. 1993; Kukuruzinska et al., 1987), v ¢stos no son
iguales en los hongos Mlamentosos v en las levaduras: ni siquiera se conservan
entre las distintas levaduras. Sin embargo, finalmente se descartd csta hipdtesis,
puesto que la secuencia congenso de N-glicosilacion no se encuenira en la
a-sarcina (Kukuruzinska et al,, 1987: Sacco etal., 1983) v, ademas, ninguna de
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las dos proteinas recombinantes reaccioné con la concanavalina A, lo que
indicaba que no habia tampoco modificacién por manosas.

A B

s i

1 2 3 4 5 1'2'

Figura 26: Caracterizacién de la a-sarcina purificada del cultivo de céhulas de P. pasforis. A:
gel resultante de PAGE-SDS, tincion con azul de Coomassie: | : patrones de masa molecular
pretefiides (Bio-Rad); 20 1.0 ug de g-sarcina fungica; 3: 0,5 pg de las proteinas aisladas de
cepas transformadas con pHILD2preaS; 4: 0,5 pg de la proteina aislada de cepas
transformadas con pHIL.D2preaS(A-2K); 3: 1,0 ug de la misma proteina. B: Inmunodeteccion
con anticuerpos frente a o-sarcina de las muestras 3 y 4 del panel A. C: Zimograma frente a
poli(A) a pH 7,5 de las muestras 3 y 4 del panel A,

Se pensd entonces que la explicacion mas plausible debia ser algin
delecto en el procesamiento proteolitico postraduccional de la proteina. Por
este motivo. se obluvo la secuencia del extremo amino de la mezcla de las dos
protemas, que reveld la presencia de la proteina madura y de otra forma con
seis aminodcidos mds en el extremo amino. Estos seis aminodcidos forman
parte del péptido pro de la a-sarcina (figura 27). Este procesamiento parcial se
podria explicar por la saturacidn de la proproteina convertasa encargada de
llevarlo a cabo. Normalmente, esta enzima seria la homologa de Kex2p de S
cerevisige. aunque este paso no parecia haber sido un problema en otras
sobreproducciones de proteina que necesitaran de un corte similar (Huecas et
al., 1999). Otra explicacion posible era que tuviese lugar un reconocimiento
sélo parcialmente efcctivo de la secuencia de corte por dicha endoproteasa
andloga a Kex2p. Como se explicard mas adelante, Kex2p suele cortar tras un
sitio dibasico Lys-Arg (Julius et al., 1984), aunque estos no son los tnicos
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elementos de reconocimiento para su actuacién. Asi, todo sugeria que la
presencia del par Ala-Arg en el extremo carboxilo del péptido pro de la
o-sarcina hacia que no fuera bien reconocida por la convertasa de la levadura,
aunque si debe reconocerla la convertasa propia del hongo, como se discute
mas adelante.

o
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Figura 27: Esquema del procesamiento proteolitico del precursor de la a-sarcina. En cursiva,
la numeracién de la secuencia del precursor; en letra normal, la numeracion de la secuencia
segun la proteina madura. La secuencia sefial seria cortada en el reticulo endopldsmico (RE)
por la peptidasa sefial (SPasa) entre Ala 19y Val 20, dirigiéndose la proproteina al aparato de
Golgi, donde quiza se corte por una dipeptidil aminopeptidasa (DPAP) y, seguro, por una
proproteina convertasa, probablemente homéloga a Kex2p.

Para comprobar esta hipétesis, se construyé un tercer vector,
denominado pHILD2preaS(A-2K), en el que se reemplazo la Ala en posicion
-2 respecto a la secuencia madura de la proteina por una Lys, en el vector
pHILD2preaS, con lo que se establecia el par dibasico Lys-Arg en la secuencia
de corte por la proproteina convertasa (figura 27). Al transformar células
GS115 con este vector, seleccionar las que presentaran fenotipo Mut’ e inducir
su produccion, ahora si que se obtuvo en el medio extracelular exclusivamente
la o-sarcina madura (figura 26).

Una de las colonias obtenidas por transformacion con este vector se
escogio para producir, en medio compuesto (BMGY y BMMY) y a mayor
escala, proteina madura recombinante. Se purificé 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 proteina pura por litro de cultivo de induccién. Dicha secuencia, ademas,
se correspondia con la descrita para la o-sarcina madura. La proteina asi
purificada mantenia su integridad estructural con respecto a la a-sarcina nativa,
de acuerdo con sus espectros de absorcién UV, de dicroismo circular (figura
28) y su composicion de aminoacidos. Asimismo, se ensayé su actividad
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ribonucleolitica especifica frente a ribosomas (figura 29), en la que se produce
el fragmento « tras reaccién con reticulocitos de conejo, en la misma medida
que con la a-sarcina madura fungica.
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Figura 28: Zspectros de CD en el UV lejano (A) y proximo (B) de la a-sarcina fungica (linea
continua) v oblenide a partir de una cepa de P pasioris transformada  con
pHILDZpreaS(A-2K) (linca discontinua).

Figura 29: Ensayo de actividad especifica de lu g-sarcina purificada de P. pastoris. 1. 60 ng
de o-sarcina fingica; 2: 60 ng de a-sarcina de una cepa de F. pastoris transformada cen
pHILDZpregS{A-2K); 3: 120 ng de la misma muestra; 4: control negativo de g-sarcina

Todos estos resultados, ademas de permitir la sobreproduccidn de
a-sarcina madura en P. pastoris, sirvieron para extraer una serie de
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conclusiones acerca de su mecanismoe de produccion. que se discuten a
continuacion.

La secuencia sefial de Aspergillus es reconocida en Pichia

A la hora de plantearse la produccion y secrecidén de proteinas
heterdlogas en un organismo eucariota como P, pastoris, es importante tener
en cuenta la secuencia sefial que se ha de utilizar. Si bicen las secuencias sefial
tienen un patrén comun a todos los organismes cucariotas, no todas son
mntercambiables cntre ellos (Von Heijne y Abrahamsén., 1989). De hecho. se
han descrito cases de secrecion en P pasforis usando la propia sceuencia sefial
de fa proteina heterdloga. pero también otros casos en que no se ha conseguido
secretar la proteina mas que usando alguna secuencia sefial ya probada en
Pichia. Una regla que parecerfa ldgica es aquella segiin ta cual cuanto mis
relacionados filogenéticamente estén los organismos implicados, mds probable
serd gue sea reconocida la secuencia seilal, aunque la experiencia dice que, en
realidad, no sirve de mucho si no se comprueba para cada caso particular.

En lo que a la situacion aqui descrita se refiere, hay que comenzar
recalcando como ¢l inico intento de preduccion de una ribotoxina en levadura,
la restrictocina en Saccharomyees cerevisiae, fallo precisamente porque no se
conseguia la sccrecion efectiva v cuantitativa de la proteina. Esta resultaba
toxica para fas células productoras, excepto cuando se producian mutantes
cataliticamente nactivos (Yang v Kenealy, 1992a).

Por ¢l contrario, del trabajo aqui presentado se desprende que la
sccuencia sefial de la a-sarcina, proveniente de un hongo Aspergillus, st ¢s
efectivamente reconocida por la levadura £ pastoris. La proteina naciente cn
el nibosoma debe ser dirigida. por tanto, mediante la ruta de translocacion
cotraduccional, al reticulo endopléasmico para continuar alli la traduccion y
poder seguir la ruta de secrecion. Por eso las células transtormadas con los
plasmidos pHIL.D2precS v pHILDZpreaS(A-2K) producen  ¢-sarcina
extracelular sin problemas de toxicidad. En el caso de las células transtormadas
con pHILS I preuS. hay dos secuencias sefial fusionadas, por lo que la cuestion
no es tan sencilla. En primer lugar, parece obvio que, en contra de lo que se
pretendia. la produccion de prepro-a-sarcina no tiene lugar, por lo que no se
reconoce simplemente la secuencia sefial situada cn 3, la de la fosfatasa acida.
Por otra parte. también hay que descartar que sc reconozea una sccuencia scfial
que sea una «[usiony de las dos secuencias, pues las sccuencias seflal presentan
un pairén bien delimitado de longitud, incompatible con la lengitud de fa suma
de las dos secuencias (Von Heijne, 1983). Si solo se obtuviera la proteina
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madura, no sepodria discriminar cual de las dos secuencias sefial es la utilizada,
puesto que las proproteina convertasas son capaces de cortar secuencias pro de
muy distinta longitud, siempre que presenten una secuencia de corte adecuada.
Sin embargo, en este caso, al obtener la forma madura y una forma pro, similar
a la que se ha detectado cn el caso de la proteina fingica (Endo et al., 1993a y
b), es 16gico pensar que la secuencia sefial que se utiliza es la propia del hongo,
por lo que no se traduciria la secuencia sefial de la fosfatasa alcalina. Se han
obtenido resultados similares usando el plasmido pHIL-81 con la secuencia
seflal de la enzima conversora de angiotensina testicular (ACE,) fusionada en
fase con la secuencia sefial de la fostatasa acida (Sadhukan et al., 1996). Estos
resultados contradicen la hipdtesis general aceptadada de que la secuencia
reconocida cs la correspondiente al ATG mas cercano al extremo 5'del mRNA.
[in cuanto al menor rendimiento obtenido con pHILS1preaS con respecto a
pHILID2preasS, se puede deber a la presencia de la secuencia sefial afiadida, que
hace que el codén de iniciacidn utilizado, el proveniente de la secuencia
fungica, se encuentre mas alejado del promotor.

El procesamiento del precursor de la a-sarcina se da en varios pasos

Aunque ya habia trabajos anteriores que estudiaban la produccion de la
a-sarcina en el hongo 4. giganteus (Endo et al., 1993 a v b), estos se limitaban
a detectar [as distintas especies intermedias, sin aislarlas, ni caracterizarlas y,
por tanto, sin entrar en el detalle de la posible estructura primaria de los
distintos precursores.

El primer paso en el procesamiento se debe dar en la translocacion al
reticulo endoplasmico, donde se produce el corte del péptido sefial. Estan
estudiadas en detalle las caracteristicas que reinen los péptidos sefial eucariotas
(von Heijne, 1985). Estas caracteristicas se dan en el caso del péptido seftal de
la a-sarcina que, como ya se ha dicho, es reconocido efectivamente por la
levadura P. pastoris. El sitio de corte de la peptidasa sefial, que delimita de
torma precisa la separacion entre un péptido sefial y la proteina que es
translocada al reticulo, también estd estudiado en detalle (Von Heijne, 1983,
1985 y 1986). Recientemente, se ha desarrollado un programa para analizar
tanto la potencialidad de una secuencia como péptido sefial de secrecion, como
su sitio de corte (Nielsen et al., 1997}, y que mejora las reglas que ya expuso
Von Heijne anteriormente (1986). Aplicando este método al caso de la prepro-
a-sarcina, la peptidasa sefial deberia cortar entre los residuos Ala19 y Val2( del
precursor (figura 30). Sin embargo, la secuencia pro que se encontrd tras la
produccidn en Pichia comienza en el residuo Ser22, o que sugiere que el corte
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se daria entre Pro21 y Ser22, en un enlace «prohibido» segun los métodos
deductivos expuestos (figura 27).
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Figura 30: Prediccion de la secuencia sefial del precursor de o-sarcina. La puntuacion C (en
rojo) indica la probabilidad de que un residuo sea el del sitio de corte (en posicion P-1) por la
peptidasa sefial. La puntuacion S (en verde) indica la probabilidad de que un residuo
pertenezca a una secuencia sefial. La puntuacion Y (en azul) combina las dos anteriores para
que sea maxima en aquellos residuos que tengan una alta probabilidad de ser un sitio de corte,
y en los que se dé una transicion de alta a baja probabilidad de pertenecer a una secuencia
sefal (Nielsen et al., 1997).

. Como se explica esta divergencia? No se puede descartar que la pareja
constituida por la a-sarcina y P. pastoris constituya una excepcion a la regla,
pero parece mas probable que a explicacion resida en la posibilidad de que
haya una dipeptidil aminopeptidasa (DPAP) en la ruta de secrecion de P.
pastoris, que cortaria tras algunos residuos de prolina. De hecho, esta descrita
la presencia de una dipeptidil aminopeptidasa, la DPAP-A, producto del gen
STEI13, anclada en la membrana del aparato de Golgi de S. cerevisiae, €
implicada en el procesamiento de proteinas que siguen la ruta de secrecion
constitutiva (Julius et al., 1983; Jones, 1991). Su descripcion se llevo a cabo al
estudiar el procesamiento del factor o 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
funcion ha sido descrita también como parte de la ruta de secrecion de P.
pastoris, en la que en muchos casos se utiliza este mismo espaciador,
proveniente del precursor del factor o, para producir proteinas heterologas
secretadas en P. pastoris, obteniéndose un procesamiento correcto. Sin
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embargo, ni el correspondiente gen homologo de P. pastoris, ni su proteina,
han sido aislados o caracterizados, Por tanto, en levaduras es bien conocido ¢l
procesamiento de los dipéptidos X-Ala en precursores de proteinas secretadas:
pero no asi los dipéptidos X-Pro, como ¢l que nos ocupa.

Sin embargo, aunque s6lo sea una hipétesis el corte de ese dipéptido
por una DPAP de P. pastoris, cs bastante sugerente, puesto que si que esta
descrito el papel de dipéptidos X-Pro en el procesamicnto de proteinas de
secrecion (revisado en Kreil, 1990). Por ejemplo, ¢s el caso de los precursores
de lamelitina (principal constituyente del veneno de abejas; Habermann. 1972,
Suchanek 1972; Vlasak et al., 1983) y de algunas cecropinas (producidas por
polillas en respuesta a infecciones bacterianas; Boman y Hultmark, 1987;
Lidholm et al., 1987; Boman et al., 1989). I:n estos precursorcs, entre el
peptido sefal y et péptido maduro se encuentran varios dipeptidos que son
hidrolizados sucesivamente, y que son del tipo Ala-Pro, Glu-Pro, Asp-Pro, Glu-
Alay Asp-Ala. También estd descrito en proteinas de otras levaduras, como el
propio factor a de Kluyveromyces lactis (Egel-Mitani v Hansen, 1987), o una
proteasaextracelular de Yarrowia lipolytica (Matobay Ogrydziak, 1989, Fabre
et al., 1991). También es conocido el caso de las DPAP de tipo IV de
mamiferos, que presentan especificidad por dipéptidos X-Pro, ademas de X-Ala
(McDonald v Schwabe, 1977, Mentlein et al., 1993; Pauly et al., 1996).

En cuanto a los hongos del género Aspergillus, se han aislado dos
aminopeptidil peptidasas. Una de cllas es del tipo 1V, vy libera dipéptidos X-
Pro- (Beauvais et al.. 1997h). La otra formaria un tipo nuevo, por lo que se
Hlamo DPAP V. y corta tras X-Ala-, aunque tamién tras His-Ser- y Ser-yr-
(Beauvais et al., 1997a). La mayor peculiaridad de estas dos DPAP es que son
extracelulares (a diferencia del resto de DPAP descritas), lo que complica la
posibilidad de que participen en el corte de un dipéptido en una secuencia pro
que se encuentra en la ruta de secrecidn, aungque no cabe descartarse del todo,
dado que también utilizarian dicha ruta. En cuanto a resultados similares en
Aspergiflus, al producir una proteina de fusion entre la glucoamilasa y la
interfeukina 6 humana, con un péptido espaciador que proporciona un sitio de
corte por Kex2p, el primero de los dos dipéptidos presentes en el extremo
amino de |a interleukina (Ala-Pro-Val-Pro-) si es cortado, tanto en S. cerevisiae
como en A. nidulans (Guisez et al., 1991; Contreras et al., 1991). Por tanto, de
los resultados de esta Tesis no se puede deducir que el corte por la DPAP, que
sc daen P. pastoris, se d€ asimismo en el hongo original, 4. giganieus, aungue
si se puede sugerir esa posibilidad.

El siguiente paso en el procesamienlo si que estaria claro, y es
precisamente ¢l que fallé parcialmente en la produccion en Pichia utilizando
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las construcciones pHILD2preaS v pHILSIpreaS. Se trataria del corte de la
secuencia pro (o de parte de efla. st ya ha sidoe parcialmente cortada) en cl
aparato de Golgi por parte de una proproteina convertasa. De este paso se habla
mas en detalle a continuacion.

La especificidad de la proproteina convertasa de Pichia pastoris

Las modificaciones postraduccionales de las proteinas son una de las
formas de que disponen los organismos para generar una mayor diversidad
funcional a partir de un limitado repertorio genético. Una de estas
modificaciones es la proteolisis imitada, en la que un precursor polipeptidico
es cortado para dar péptidos ¢ proteinas mas pequedias, v que pucden ser asi
activadas o cambiar de funcion. Este tipo de modificacion es especialmente
importante ¢n el caso de las proteinas secretadas al medio extracelular, donde
se conocen ejemplos desde hace bastante tiempo. como en el caso de las
enzimas digestivas pancredticas, tripsinay quimotripsina (revisado en Neurath,
1989), o de hormonas como las lipotropinas (Chrétien v Lim 1967) o la
msulina (Steiner et al.. 1967, Chance et al, 1968). De agqui vino la
denominacion de «proproteina» para el precursor, va que ¢n el caso de las
hormonas era una «prohormonay, una moléeula precursora de la hormona. Iin
¢slos primeros precursores, ¢l procesamiento implicaba la ruptura de la
proproteina por sitios donde habia un par de aminodcidos basicos. Con el
tiempo, el concepto del precursor se ha ido extendiendo, al encontrar
numerosos ejemplos entre las proteinas que utilizan la ruta de secrecidn, como
pueden ser hormonas, neuropéptidos, receptores. glicoproteinas de virus,
toxinas, moléculas de adhesion, proteasas. eic.

Conviene aclarar aqui, antes de continuar con la discusion. la
nomenclatura que introdujeron Schechter y Berger (1967) para las proteasas.
Segln csta convencion. los subsitios en que se colocarfan los distintos
aminodcides del péptido a hidrolizar se denominan con la letra P (de péptido),
v los subsitios en la proteasa, que interaccionan con dichos residuos P, con la
letra S (de subsitio). Los residuos situado en el lado amino del enlace a
hidrolizar se numeran con cifras positivas, contando hacia el extreme amino del
péptido: P, P,. Py, ete. (es decir, el residuo cuyo grupo carboxilo forma parte
del enlace a hidrolizar es ¢l P ). Los residuos del lado carboxilo del enlace a
hidrolizar s¢ numeran igual, contando hacia ¢l extremo carboxilo, pero se
sefialan como P, P, P, ete. Los subsitios correspondientes a cada residuo se
nombran igual, pero con laletra S: S5, 8., S,. S,L 8,L 84, ete. (figura 31).
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Figura 31: Esquema de la nomenclatura de subsitios en proteasas (tomado de Benyon y Bond,
1989). Scissite hond: enlace a hidrolizar.

Fn 1984 se identificd, dentro del reino de los hongos. en
Saccharomyces cerevisiae, la primera enzima responsable del corte de este tipo
de precursores. producto del gen KEX2Z, del que se ha derivado el nombre
«kexina» o Kex2p (EC 3.4.21.61, Julius et al., 1984), al estudiar el
procesamicnto del factor a de aparemiento. Posteriormente, entre 1989 y 1996,
se han descrito hasta siete genes humanos distintos que codifican serinproteasas
dependientes de calcio similares a la kexina y a la proteasa bacieriana
subtilisina. que se han denominado «proproteina convertasas» o «subtilisin-like
proprotein convertases». y que cortan en el extremo carboxilo de la secuencia
consenso (R/K)-X -(R/K)-, donden =0, 2, 4, ¢ 6, segiin {a convertasa. Muchas
de cllas prefieren un aminodcido basico en P2, 1o que se corresponde con la
observacion inicial sobre los sitios dibdsicos (algunas revisiones son Seidah y
Chrétien, 1997, Zhou et al., 1999). También se ha descrito otra familia de
proproteina convertasas, que son aspartilproteasas, entre las cuales se incluye,
por ejemplo. una de las proteasas responsables del procesamiento del precursor
de la proteina amiloide (Yan et al., 1999; Sinha et al., 1999)

El mutante kex2 en S. cerevisiae fue identificado por la ausencia de
expresion de la «toxina asesinay (killer toxin) madura, pero también se asociod
a la esterilidad o falta de apareamiento, debide a que no se producian
feromonas o maduras (Leibowitz v Wickner, 1976, Wickner v Leibowitz,
1976). También se asocid con el fallo en uno de los pasos necesarios en la ruta
de procesamicento de proteinas secretadas, que aparecian con mayor tamafio en
el medio extracelular (Rogers etal., 1979). Finalmente, el trabajo del grupo de
Jeremy Thorner permitid su identificacidn como la endoproteasa necesaria al
menos para el procesamiento del factor a de apareamiento (Julius et al., 1984).
Este es un tridecapéptido que secreta uno de los tipos de células haploides de
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S. cerevisiae (MATw), y que tiene funcién feroménica, al ser necesario para el
apareamiento con el tipo celular MATa. Se descubrié que la célula produce un
gran precursor, que incluye cuatro copias del péptido, en donde ademas de un
peptido sefial y una secuencia pro en el extermo amino, las cuatro copias estan
separadas por unos «espaciadores». El procesamiento necesariamente tenia que
incluir el corte por una endopeptidasa para rendir cuatro fragmentos, que
después tendrian 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 a:
primero fue la dipeptidil aminopeptidasa, producto del gen STE/3 (llamado asi
precisamente por fallar el apareamiento y ser «estérily; Julius et al., 1983);
después la endoproteasa, del gen KEX2 (Julius et al., 1984) y, finalmente, una
carboxipeptidasa, producto del gen KEX/, que elimina los residuos basicos que
quedan en el extremo carboxilo de los péptidos tras el corte por Kex2p
(Wagner y Wolf, 1987).
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Figura 32: Esquema de los pasos del procesamiento del precursor | del factor a de
apareamiento. Sobre la secuencia de aminodcidos (Kurjan y Herskowitz, 1982) se indican los
cuatro péptidos maduros (en azul), la secuencia sefial (en amarillo) y los trozos que se procesan
en el aparato de Golgi (en verde). Se indican también los sitios de corte de las distintas
proteasas.

La funcién de Kex2p como convertasa de distintos precursores
secretados se confirmé rapidamente, primero al estudiar el procesamiento de
la toxina asesina (Bostian et al., 1984), y después otras proteinas propias de S.
cerevisiae, pero también se vio su papel en el procesamiento de proteinas
heterdlogas producidas en la levadura (Bitter et al., 1984: Brake et al., 1984),
incluida una glucoamilasa de Aspergillus (Innis et al., 1985), o en proteinas
humanas aisladas (Bathurst et al., 1987) o producidas en células humanas que
expresan Kex2p (Thomas etal., 1988), lo que, unido a la secuenciacion del gen
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KEX2 (Fuller et al., 1988; Mizuno et al., 1988) abrid el camino para el
decubrimiento de las convertasas homdlogas en la especie humana.

En cuanto a la especificidad de Kex2p, desde el principio se apunto al
sitio dibdsico Lys-Arg- o Arg-Arg- como requerimiento del sitio de corte
(Julius et al., 1984), sin duda con la influencia de los numerosos sitios de corte
dibasicos que se iban encontrando en proteinas de mamiferos, y todavia hoy
se simplifica diciendo que Kex2p es una convertasa que corta en sitios
dibasicos, En esta linea parecen apuntar los experimentos en P. pasforis
descritos en esta Tesis, puesto que al introducir fa Lys en P2 se obtuvo un corte
eficaz por la Kex2p putativa. Sin embargo, mi opinion cs que la especificidad
de Kex2p es algo mds complicada, v mas aln en Adspergiflus, como se comenta
mas adelante. De hecho, asi como en ¢l precursor de! factor a de apareamiento
salo hay sitios dibasicos de procesamiento (L-D-K-R- para el primero, M-Y-K-
R- para los situados entre dos copias del factor a), en la otra proteina modcelo,
la toxina asesina, ademads de un sitio dibasico (V-A-K-R-), hay al menos otro
monobasico, L-L-P-R-, que bien pudiera ser cortado por Kex2p (Bostian et al.,
1984). Iin esta misma linea, han ido aparcciendo trabajos en los que se ha ido
demostrando que la especificidad de Kex2p es efectivamente mas compleja que
cl mero corte en sitios con secucncias dibdsicas. Por una parte, mediante el
estudio directo de la proteina purificada de 8. cerevisiae, se apunta a una doble
especificidad para residuos basicos o alifiticos en P4, que ayudaria a la
especificidad primaria en P1 {Rockwell v Fuller, 1998); por otra parte, se ha
visto la capacidad para cortar tras una sola arginina proteinas propias o
heterélogas producidas en S. cerevisiae o P. pastoris (Rourke et al., 1997,
Rockwell v Fuller, 1998; Werten et al., 1999).

Se ha caracterizado una pro-¢-sarcina activa: la proteccion frente a la
toxina depende de la translocacién efectiva al reticule endoplasmico

Como se ha expuesto, sc ha conseguido copurificar, junto con la
a-sarcina madura, una forma pro gue presenta 6 residuos extra en su extremo
amino. Aunque. como se ha dicho, no se puede afirmar que sea la tnica forma
intermedia en ef procesamiento del precursor, pues podria haber otra forma con
8 residuos de secuencia pro, si es muy significativo que esta forma sea
ribonucleoliticamente activa frente a un homopolinucleotido (figura 26).

Este resultado permite obtener conclusiones acerca de la proteccién de
los ribosomas del organismo productor. Se puede descartar [a hipétesis segiin
la cual tendrfa lugar la coproduccion de un inhibidor especifico (Lamy y
Davies, 1991; Lamy et al., 1992; Kao y Davies, 1995, va gue las levaduras no
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producen ribotoxinas y, por tanto, es harto improbable que P, pusioris produzea
un inhibidor especifico para estas proteinas que le proteja de su accidn
ribonucleolitica intracclular.

También se puede descartar otra de las hipodtesis, que mantenia
precisamente que el procesamiento del precursor de la ribotoxina se tendria
lugar en varios pasos, de tal manera que la forma pro seria inactiva (Lamy vy
Davies, 1991; Lamy et al., 1992; Kao y Davies, 1993). La pro-a-sarcina que se
ha purificado mantiene igual actividad ribonucleolitica que fa forma madura,
al menos en un zimograma frente a homopolinucteotidos (figura 26).

Por tanto, la proteccion de los organismos productores de ribotoxinas,
tanto los hongos que las producen naturalmente como aquellos en los que se
expresa de  forma transgénica. parece darse mediante una  eficaz
compartimentacion celular de la ruta de secrecion. Fs decir, mediante ¢l
reconocimiento efectivo del péptido sefial, que conlleva la translocacion
cotraduccional de la proteina gue se esta sintetizando en ¢l ribosoma. Para esta
translocacidn es necesario el reconocimiento del péptido seial v la formacion
de un complejo, denominado translocon, que es ¢l encargado de dicha
translocacion.

Produccion de otra proteina extracelular por Aspergillus
giganteus, la proteina antifingica (AFP)

Ya cn la descripeidn inicial de la purificacion de la a-sarcina se
comeniaba la produccion extracelular por parte Jde lo misma cepa de
Aspergillus gigantens de otra proteina, que inhibia el crecimiento de algunos
hongos. por lo que se denomind proteina antifngica (AFP; Olson vy Goerner,
1965). Esta proteina es pequefia y muy basica. por lo que sc copurifica con la
a-sarcina en la primera etapa, de intercambio 16nico, separandose
cuantitativamente ¢n la cromatografia de peanetrabilidad: de esta forma. a pesar
grandes cantidades. No se estudié mucho mas sobre esta proteina hasta
principios de esta década, en que se describi6 su estructura primaria (Nakaya
etal.. 1990) y la secuenciadel gen correspondiente (Wnendtetal., 1990, 1994).

Los cultivos que se realizan para la obtencion de u-sarcina se suelen
detener después de 80 ¢ 100 horas, cuando la cantidad de esta proteina en ¢l
medio cxtracelular es maxima. Sin embargoe, se observo. en las alicuotas que
se extraian para realizar el seguimiento del cultivo, que tras  Licmpos mds
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cortos de incubacion, en torno a 40 & 60 horas, habia una forma ligeramente
mayor de la AFP, que se observaba en electroforesis (PAGE-SDS) y que
reaccionaba en las inmunotransferencias con anticucrpos frente a AFP (figura
33). De esta forma, si se reduce el tiempo de cultivo se puede purificar esta otra
forma mayor (que se denomind segln la abreviatura en inglés. larger form,
LE-AFP). que se separa tambicn cuantitativamente, tanto de la a-sarcina como
de la ATP, en la cromatografia de penetrabilidad en la columna de Biogel P10

(figura 34).
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Figura 33: PAGE-SDS del medio extracelular de un cultivo de A, giganieus MDH 18894
tomado a distintos tiempos: 1: 24 h; 2: 4§ h: 3: 60 h; 4: 75 h; 5: 120 h. 6: ¢-sarcina pura; 7:
patroties de masa molecular (Bio-Rad).

Las dos proteinas asi puriticadas son homogéneas segin lo observado
tanto en la electroforesis (figura 34, las bandas mds débiles corresponden a
formas diméricas), como tras la secuenciacion de sus extremos amino. Esta dio
como resultado. para la proteina menor. Ala-Thr-Tyr-Asn-Gly, que ¢s lamisma
secuencia descrita para la AFP (Nakaya et al., 1990); v Asp-Glu-Ser-Ala-Val-
Leu-Ala-Thr, en el caso de la forma mayor. Esta secuencia, al compararla con
Ja deducida del cDNA, se cosresponde con una proteina con seis aminoacidos
mas en ¢l extremo amino. Fl anilisis de aminoacidos de la If-AFP, al
compararlo con el de la AFP (tabla 13), confirma la presencia de seis
aminodcidos extra (Asx, Ser, (ilx, Ala, Val, Leu), que se corresponden con los
seis aminodcidos presentes en la secuencia. Las masas moleculares de la [f-AFP
y de la AFP se estimaron en 7.0 y 6.0 kDa respectivamente, mediante PAGE-
SDS, lo que se corresponde con la masa deducida de la secuencia y del analisis
de aminodcidos. Sin embargo, cuando se estiman mediante cromatografia de
penetrabilidad en una columna Superdex 75 con el sistema FPLC, se obtienen
valores de 8,1 v 6,0 kDa (figura 35).
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Figura 34: A: perfil de elucion de la cromategratia en Biogel P-10 de ta fraccion conteniendo
a-sarcina, F=AFPy ATP, proveniente de la cromatografia en Amberlita [IRCS0. B: PAGE-SDS
de alicuotas, reducidas con DTT, de los dos picos de la cromatografia, marcados como |y 2.
C: Inmunodeteccion de las muestras de B con anticuerpos frenfe a AFP. m: patrones
pretefiidos de masa molecular {Bic-Rad}. En ambas muestras se ve una banda minoritaria de
mayor masa molecular, correspondiente a una forma dimérica.

Tabla 13 Compesicion de aminodcidos cbtenida para ln AFP v la i-AFP. v la resta de ambas

AFP -AFP AFP* If-A¥FP - AFP

Asx sl 0.2 5 1.1
Thr 1.9 1.9 2 0.0
Ser [.Y 2.9 2 1.0
Glx 2,1 32 2 [
Pro 1.4 Il l -0.3
Gly 4.3 4.3 4 0.2
Ala 3.9 52 4 .3
Cys n.d. n.d. 8 -

Val 1.0 1,9 I 0,9
Met 0.0 0.0 0 0,0
Ite 1.9 1.9 2 0.0
lLeu 0,1 .1 0 1.0
Tyr 5,7 5.9 6 0,2
Phe 1.0 1.1 [ 0.1
His 0,3 0,2 0 -0.1
Lys 1.0 12 12 0.4
Arg 1.0 1.0 | 0.0

* Composicion deducida de fa secuencia primaria (Nakava et al.. [990)
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Todo indicaba que se trataba de otro ejemplo de procesamiento de
toxinas protcicas extracelulares en el mismo hongo, por lo que. dentro del
contexto de los objetivos planteados en esta Tesis, resultd interesante estudiar
también este sistema.
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Figura 35: Estimacién de la masa molecular de AFP y H-AFP nativas mediante FPLC de
penetrabilidad en una columna de Superdex 75. Se muestran dos cromatogramas de muestras
conleniendo una mezcla de proteinas patron y [f-AFP (arriba) o AFP (abajo). Las proteinas
patron son: 1: BSA (66,2 kDa); 2: ovoalblmina (45,0 kDa); 3: mioglobina (i7.8 kDa); 4:
citocrome C equino {123 kDa).
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La AFP representa un nuevo grupo de péptidos antifiingicos

(racias a los estudios sobre la estructura primaria de la proteina v su
gen (Nakaya et al, 1990; Wnendt et al., 1990 y 1994) sc sabia ya que
ptesentaba cuatro puentes disulluro entre sus 51 aminoacidos (1o que supone
una masa motecular de 5780}, asi como abundantes tirosinas y lisinas (6 y 12
residuos, respectivamente). bistas caracteristicas. asi como su caracter
antifungico, recuerdan otros grupos de proteinas similares, Por ¢jemplo. las
tioninas (Bruix et al., 1993), una familia de proteinas de unos S kDa (Bloch y
Richardson, 1991), ricas en puentes disulfuro v muy bdsicas (excepto la
crambina: lecter et al,, 1981), que s¢ encuentran en el endosperma de varias
Gramincas (Bohiman y Apel. 1991) y que parceen tener un importante papel
en la defensa de estas plantas, va gque son toxicas para bacterias, hongos
filamentosos. levaduras. ¥ células animales y vegetales. También sc parece a
las defensinas, otro grupo de péptidos catidnicos, que tienen entre 29 y 34
aminoacidos y tres puentes disul (uro, v que son ¢l componente mayoritario de
los granulos azulofilos (Ganz et al., 1990); son toxicas frente a distintos
organismos o sistemas celulares como bacterias. hongos, virus. y lineas
celulares neoplasicas (Rao et al., 1992; Fujn et al.. 1993). Sin embargo, si se
comparan sus seuencias, no existe apenas similitud entre ellas.

De hecho. hasta hace poco solo se conocia la estructura primaria y
génica de ofra proteina homologa a la AP de 4. giganfeus, la proteina
antiftngica de Penicillium chrvsogenum (abreviada PAF), cuya existencia
habia sido descrita por dos grupos distintos (Vollebregt et al.. 1994: Marx ct
al.. 1995). La proteina madura de este gen presenta un 43% de identidad con
la AFP (figura 41). Muy recientemente se acaba de publicar la secucncia de
aminodcidos de otra proteina antifingica similar, purificada del medio
extracelular de 4. niger. que se ha denominado Anafp (Lee et al., 1999).

Por tanto, la AFP no pertenece a ninguno de los dos grupos
mencionados (tioninas v defensinas), pero si puede ser considerada como un
micmbro mas del grupo de toxinas proteicas de pequefio tamailo, organizadas
estructuralmente en torno a un naclee con tres o cuatro puentes disulfuro, en
el que habria que incluir también toxinas de aracnidos, insectos, anémonas de
mar y venenos de serpientes {Matsuvana et al., 1990; Wilcox et al., 1993;
Blandin et al., 1994; Garcia et al., 1994: Lee et al., 1994).
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Figura 36: Estructura de la AFP. A: Secuencia del precursor (Wnendt et al., 1994). B.
Esquema de los puentes disulfuro propuestos originalmente (Nakaya et al., 1990); la
numeracion es la del precursor. C: Modelo de cinta de una conformacion de la estructura
tridimensional en disolucién, determinada por RMN (Campos-Olivas et al., 1995a 'y b).

Esta hipotesis parecio confirmarse cuando se determind la estructura
tridimensional de la AFP en disolucion, mediante RMN. Esta se organiza en
torno a cinco cadenas P antiparalelas que forman una barril  pequefo y
compacto, con cuatro puentes disulfuro internos (figuras 36 y FO28; Campos-
Olivas et al, 1995a y b; Campos Olivas, 1997). En el momento de su
determinacion, no se conocia ninguna estructura similar, salvo uno de los
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dominios de la nucleasa de Staphyioccocus aurcus, v ya se vio que no se
parecia a la de las tiomnas y defensinas (Campos-Olivas et al., 1995a). En la
actualidad, existe toda una coleccion de proteinas parecidas agrupadas en un
patron de plegamiento, denominado «OB-fold» (por
oligomicleotide - oligosaccharide-binding). A pesar de la extraordinaria
similitud estructural, ninguna de ellas presenta secuencias parecidas a la de la
AFP. Es mas, la mayoria no contiene residuos de cisteina. La posibilidad de
que la AFP gjerciese su accion a traves de su capacidad para interacctonar con
acidos nucleicos, como hacen algunas de estas proteinas, se esta estudiando en
este momento en nuestro laboratorio.

Caracterizacion de las dos formas extracelulares de Ia proteina antifiingica

Cuando se emprendio el trabajo descrito a continuacion, se conocia la
secuencia y la estrutura tridimensional de la AFP, pero no se sabia
practicamente nada acerca de sus funcidn biologica vy de sus caracteristicas
bioquimicas y espectroscopicas. Ciertamente, este planteamiento es poco usual,
y no se habria llevado a cabo la caracterizacion descrita si no se hubiese
observado, al determinar su estructura (Campos-Olivas et al., 1995a), que se
trataba de una proteina con caracteristicas muy sugerentes, y si no se hubiese
detectado la presencia de la forma de mayor masa molecular (If-AFP).
Inicialmente, se optd por llevar a cabo una caracterizacidn funcional, en
términos de su actividad antifingica, y posteriormente, se completo su
caracterizacion bioguimica y estructural.

En cuanto a la actividad biologica, y en colaboracion con el grupo de
la Dra. Covadonga Vazquez, del Departamento de Microbiologia de la Facultad
de Biologia de esta Universidad, se estudio el efecto de ta AFP (hasta una
concentracion 0.2 mM) sobre 21 especies de microorganismos, incluyendo
procariotas y eucariotas. No se observo ningun efecto frente a levaduras y
bacterias, v si frente a algunas de las especies de hongos experimentadas, en
concentraciones minimas inhibitorias (MIC) entre 6 y 25 pM (0 127 uM para
Trichoderma harzianunt, tabla 14). Hay que destacar gue no se observo ningun
efecto frente a A. gigarneus, A. niger o Penicillium chysogemim, por o que se
puede decir que los hongos productores también estan protegidos frente a la
accion de estas toxinas. Entre los hongos afectados se encuentran algunos
fitopatogenos, lo que abre la puerta a la posibilidad de utilizar esta proteina
como un agente de control biologico frente a plagas de determinadas plantas,
lo que ya se esta estudiando mediante alguna colaboracion ya comenzada.
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Tabla 14; Concentraciones minimas inhibitorias de AFP y -AFP frente a aquellos
microorganismos, de los descritos en ta tabla 11, que fueron sensibles en las concentraciones
ensayadas

Grganismio MIC frente a MIC frente a
AFP (uM) If-AFP
Trichoderma koningii O ma
Trichodermu hapzianum 127 -
Penfciiiium purpurogenim 10 -
Fusarium oxysporum 7-25 ma

ma; MIC mayor que las concentraciones ensayadas (hasta 0.2 mM)

Laactividad antiftngica de lalf-AFP se analizd tinicamente trente a lag
especies mas sensibles, Fusarium oxysporum y Trichoderma koningii, ya que
s¢ purifica en mucho menor cantidad. Los valores de inhibicion (MIC)
obteridos para la 1f-AFP son, por lo menes, 30 veces mayores que los de la
AFP, lo que sugieria que la [{-AFP fuese un precursor inactivo de la proteina.

En cuanto a la caracterizacion estructural, se empezd por estudiar su
suceptibilidad a la degradacién por parte de muy diversas proteasas. Como
parecia aungerir su estructura tridimensinal, la AFP nativa resultd ser muy
resistente a la proteolisis. Fn condiciones no desnaturalizantes ya 37 °C. no se
observa degradacion por tripsina, pepsing, termolisina o la proteasa de SV-8.
Con pronasa solo se observa una degradacion parcial, lo que también sucede
con la subtilisina. En el caso de esta Gitima enzima, si se digiere la [f-AFP, v
se consiguio, ademas, la eliminacion de los seis aminoacidos del extremo
amino (figura 37). La proteinasa K degrada la molécula, pero los fragmentos
permanecen unidos por los puentes disulfuro (el patrén en HPLC de fase
mnversa es idéntico a fa AFP sin digerir. pero la separacion sc observa en
PAGE-SDS s1la muestra se reduce previamente con 2-mercaptoetanol al 3%.
Esta gran compacidad de la molécula podria serle atil para «sobrevivir en el
medio extracelular. donde la presencia de proteasas es frecuente. Sin embargo,
la AFP reducida y carboxiamidometilada si es sensible a las proteasas
expenimentadas, por lo que esta compacidad de la molécula parece requerir la
integridad de los puentes disulfuro u otras interacciones de la estructura
terciaria que puedan ser afectadas por 1a disrupcién de los mismos.
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Figura 37: PAGE-SDS de [0 ug de AFP o 1-AFP tras digestion o no con subtilisina,

También se llevo a cabo Ja caracterizacion espectroscopica de la AFP.
En primer lugar, se registrd el espectro de absorcion UVevisible. donde se
observa un maximo a 276 nm v un hombro en torno a 283 am. tipicos de los
residuos de tirosina {1a proteina no ticne triptofano). El coeficiente de absorcion
(E%") a 278 nm resulté ser de 1.76 Fgem”, algo mavor que ef caleulado
teoricamente para los cromodtoros presentes. seis tirosinas y dos puentes
disulfuro (1,49 gem™). Sin embargo, al reducir v carboxiamidometilar la
proicina, el coeficiente real (1,37 1-g-cm™) si se iguala al teorico para scis
tirosinas {1.39 Lg-em ™). En cuanto al espectro de emision de {luorescencia
cuando se excita a 275 nm, se obscrva una banda centrada en 303 nm. como
cabe esperar de la contribucion de las tirosinas, poco sensibles a variaciones en
fa polaridad de su entorno. No se observa emision cuando se excita a 293 nm.
como corresponde a la ausencia de triptéfane. La emision de {luorescencia es
[,7 veces mayvor en la proteina reducida v carboxianmidometilada, lo que
muestra Ja existencia de una desactivacion dependiente de ta conformacion de
la proteina. que podria darse por la presencia de enfaces peptidicos. o grupos
amino o carbonilo participando en enlaces de hidrégeno o transterencia de
protones con el grupo fendlico de las tirosinas. En la tabla 13 se recogen
pasibles grupos implicados en esta desactivacion estructural. segin se deduce
de las coordenadas de la estructura obtenida mediante RMN (Campos-Olivas
etal.. 1995y b).
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Tabla 15: Posibles grupos desactivantes de la flucrescencia, localizados a una distancia de
entre 3 y 4 A de cada residuo de tirosina en la AFP,

Residuo Grupos desactivantes posibles
Tyr3 Eniace peptidico Ala 18-Gln 19
Enlace peptidico Gln 19-Ser 20
Tyr8 g-H;N"de Lys 15
y-COO de Asp 36
Tyri6 Enlace peptidico Thr 23-Ala 24
Enlace peptidico Ala 24-Ile 25
Tyr29 Ninguno
Tyrds o-H,N" de Ala

Enlace peptidico Ala 1-The 2

Tyr50 y-COO0" de Asp 43

En ei espectro de dicroismo circular (CD) en el UV préximo de la AFP
se obscrva un maximo de elipticidad a 280 nm, y un minimo a 253 nm (figura
38). Este espectro se debe a los croméforos de la proteina que abseorben en esta
region v parece 16gico pensar que ¢l pico positivo corresponde a las tirosinas,
y el nepativo a los puentes disulfuro. por las longitudes de onda a las que
aparecen. El espectro de CD en el UV lejano suele ser muy util para estudiar
la estructura secundaria de una proteina, va que generalmente la elipticidad
puede relacionarse con la conformacion de los enlaces peptidicos. En el caso
de fa AFP, sin embargo, no es posible. El espectro esta dominado por un
maximo a 230 nm (con una elipticidad media por residuo de 6000
grado-cm*dmol™”'; figura 38A). La reduccion y carboxiamidometilacidn de la
proteina (RC-AFP) elimina esta banda positiva, por lo que esta contribucion
esta relacionada con la proteina nativa. Es bastante infrecuentie que se den
bandas posttivas a esta longitud de onda, aunque el ¢éster N-acetil-etilico de
L-Tyr también presenta una banda positiva en esta regién (figura 38C). De
hecho. otras proteinas presentan bandas similares, que han sido atribuidas a las
cadenas laterales de las tirosinas (Schechter et al., 1971; Cann, 1972; Woody,
1972; Day, 1973). Mas concretamente, se ha atribuido esta caracteristica a
proteinas con bajo contenido en hélice a y con Tyr y Phe cuyas cadenas
laterales estén agrupadas (Manning y Woody, 1989; Freskgard et al., 1994).
Segun fa estructura de la AFP, esto podria suceder, pues no tiene hélice o, y los
residuos Tyr3, Tyrl6 y Phe42 estan bastante proximos (Campos-Olivas et al.,
1995a y b}. Este resultado se corrobord con el estudio de la variacion del
espectro de CD en funcion del pH, como se explica a continuacion. Por altimo,
cuando se estudio su desnaturalizacion térmica mediante calorimetria (DSC),
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no se observo ninguna transicidn conformacional en el intervalo de 25-80 °C
(DSC), lo que indica que se trata de una proteina extraordinariamente
termorresistente. La presencia de los cuatro puentes disulfuro explica esta
obscrvacion, dado el pequefio tamardio de la AFP,
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Figura 38: A: Espectro de CD en el UV lejanc de AFP (linea continua) v RC-AFP (linea
discontinua). B: Espectro de CD en el UV proximo de AFP. C: Espectro de CD en el UV
lejano del Cster etilico de Neacetil-L-tirpsina. Los valores de elipticidad (®) estan en
gradoscm ™ dmol” por residue de aminodcido.

La variacion conformacional inducida por el pH era especialmente
intercsante, dada la gran resistencia de la AFP a la desnaturalizacion térmica
v a la proteolisis. Para ello, se analizaron las variaciones obscrvadas en su
absorbancia, su emision de fluorescencia v el CD en el UV lejano (figura 39).
Como se puede apreciar, la conformacion nativa de {a proteina se mantiene
entre valores de pH de 3 v 8. Se observa claramente la titulacion de los seis
residuos de Iyr en el intervalo de pH entre 9 v 13, El incremento de la
absorbancia a 295 nm es tipico de la aparicion de tirosinatos. El fenol de la Tyr
libre tiene un pK, cercane a 190, que aumenta cuando este residuo se encuentra
poco accesibie en el interior de la proteina. Asi. dada [a curva de titulacion
obtenida. parece que habria distintos grados de accesibilidad de las Tyr de la
AFP. Esto concuerda con los datos de la estructura de la proteina en diselucion,
obtenida mediante RMN, en la que tos residuos Tvr3. Tyr8 y Tyri6 presentan
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valores de accesibilidad entre el 13 y el 25%, mientras que Tyvr29, Tyrd5 y
Tyr50 ticnen valores entre el 35 y el 43% (Campos-Olivas et al., 1995a).
También por emision de fluorescencia se observa esta titulacion de las Tyr,
ddndose una disminucién de la emision a 303 nm a la vez que un aumento de
la emision a 340 nm (esta ultima debida al tirosinato, y de menor rendimiento
cuantico). A pH mayvor de 11 se observa muy poca emision de fluorescencia,
lo que podria indicar que la poblacion de Tyr menos accesible a la titulacion cs
también la méas desactivada. En cuanto al espectro de CD, también permite
observar esta titulacion ya que, a pH mayor de 9, la banda de elipticidad a 230
nm va desapareciendo progresivamente, desplazandose hacia 245 nm cuando
la titulacion progresa, 1o que confirma la preponderancia de 1os residuos de Tyr
en dicho espectro (figura 39B).
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Figura 39: Estudio espectrofotométrice de las wansiciones conformacionales de la AFP
inducidas por el pH. A: Emision de fluorescencia a 303 nm (F,,,, ) en unidades arbitrarias,
para excitacion a 275 nm; relacion molar tirosinato/proteina {R, ) deducida de la absorbancia
a 293 nm; variacton de la elipticidad molar por residuo de aminodcido a 230 nm (©,,,, (1), en
grados-cm™dmol™. B: Espectros de CD en el UV lejano de AFP a los pH indicados.

Fn cuanto a la [f-AT'P, también se caracterizo espectroscdpicamente,
aunque no con tanto detalle, ya que presenta idénticos espectros de absorbancia
y de emision de fluorescencia, y solo se observan pequefas diferencias con
respecto a la AFP en el espectro de CD en el UV lejano (figura 40), atribuibles
a la presencia de los seis residuos adicionates. En cuanto a la disposicion de
¢stos ¢n la estructura de la proteina, se predice para ellos una conformacion en
helice a. Teniendo en cuenta que la AFP es una molécula muy compacta, con
forma de barril B, muy resistente a la hidrolisis, es 16gico pensar que los
residuos extra en la 1f-AFP formen un segmento helicoidal, lo que facilitaria su
hidrdlisis en el medio extracelular para dar la AFP. Es muy probable que este
pequeiio segmento helicoidal no quede bien empaquetado. Probablemente, se
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trata de una estructura que sobresale con respecto a la estructura global de la
AFP. EHo explicaria las discrepancias observadas (va comentadas) af calcular
la masa molecular en condiciones nativas o desnaturalizantes, asi como la
mayor susceptibilidad de este extremo amino de la lf-AFP a la hideolisis por
subtilisina.
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Figura 40: Espectros de CD en el UV lgjano de AFP (linea continua) y If-AFP {linea
discontinua), ambas a 0,1 mg/ml.

Finalmente, ;coémo explicar la presencia de csta forma mayor de la
AFP, que desaparcce con el tiempe, y que ¢s mucho menos activa? La
explicacion que parece mas razonable es que la H-AFP es la forma que secreta
el honge. quiza como un precursor inactivo, que se hidroliza extracelularmente
para producir la AFP activa. No es facil predecir st la hidrolisis extracelular se
produce de forma especifica o quizd por algin mecanismo general, dado que
la AFP es una proteina muy resistente a la accidn de proteasas u otros agentes
desestabilizantes, Los hongos  Aspergilius producen varias proteasas
cxtracelulares similares a fa subtilisina (Jaton-Orgay et al., 1992; Moutaouakil
etal., 1993), por lo que no serta raro que a hidrélisis del precursor se realizara
por una de ¢sas proteasas.

La forma precursora completa de la AFP contiene 94 aminoacidos
(Wnendt et al.. 1990: figura 41). Si se quitan los 37 aminodcidos
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correspondientes a la I1f-AFP, quedaria un péptido lider de 37 residuos. A la
vista del mismo, y teniendo en cuenta lo que ya se sabia sobre la a-sarcina,se
puede discutir cudl debe ser el procesamiento que sufre esta proteina hasta
completar su secrecion. En primer lugar, la peptidasa sefial cortaria la proteina
tras la Ala 21 (figura 41), dejando una proproteina de 73 aminoacidos, que se
translocaria al reticulo endoplasmico para incorporarse a la ruta de secrecion.
En el aparato de Golgi se hidrolizaria la secuencia pro por una proproteina
convertasa, que cortaria tras la Arg 37 (figura 41). El sitio de corte de la
proproteina convertasa seria, de hecho, muy similar al de la a-sarcina y al de
otras proteinas de Aspergillus, como se describe a continuacion. Quedaria asi
la If-AFP, que es la proteina que se secreta al medio extracelular, donde es
finalmente activada al hidrolizarse la secuencia hexapeptidica del extremo
amino, quedando la AFP madura.

SPasa Kex2p Corte
(RE) secuencia (Golgi) ©Xtracelular

AFP : MKEVSLASLGFALVAALGAVAT 50
PAF : ---MQITTVALFLFAAMGGVAT 44
AFP : ¥K 94
PAF : TK: 92

Figura 41: Alineamiento de las secuencias de los precursores de la AFP y la PAF, y esquema
de los pasos del procesamiento proteolitico. SPasa: peptidasa sefial; RE: reticulo
endoplasmico.

De la secuencia del precursor descrito de la PAF, la proteina antifungica
de Penicillium chrysogenum, se puede deducir que el procesamiento seria
similar (de la Anafp, la proteina antifungica de 4. niger, solo se conoce la
secuencia de la proteina 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, If-PAF, con seis
aminodcidos extra, ya que la secuencia pro que quedaria 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 caracterizacion 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
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realizan ning(n comentario al respecto. Por lo tanto, parece ser que la presencia
de esta forma mayor, exiracelular, podria ser comin a las proteinas de esta
familia que representa la AP,

La especificidad de la proproteina convertasa de Aspergillus

Asicomo del procesamiento de la a-sarcina en Pickhia se podian oblener
conciusiones sobre la especificidad de la proproteina convertasa homéloga a
Kexdp en este organismo. del procesamiento de las proteinas extracelulares en
Aspergillus podemos extraer conclusiones sobre la especificidad de ta
convertasa homologa.

En ctecto, si bien la secuencia pro de la ¢-sarcina sélo es cortada
parcialmente en P. pasioris, en A, giganteus es cortada completamente, como
parece logico. También pasa fo mismo con el precursor de ta AFP, que tiene un
sitio de corte muy similar para la proproteina convertasa del tipo de la Kex2p,
Gnicamente cambiando el tipo de residuo dcido en P3 (figura 41). Por eso,
cuando se observo la presencia de este sitio de corte similar en la If-AFP, se
decidio analizar como eran los sitios de procesamiento en precursores de
secrecidn de secuencia conocida en hongos Aspergiflus, 1o que se muestra en
la figura 42. De esta observacion se dedujo la existencia de un motive comin
como sitio de procesamiento, definido por la secuencia conscenso Ile/Leu-
Asp/Glu-Ala-Arg-,

Por owua parte, desde que se cmpezaron a utilizar los hongos
filamentosos para la secrecion de proteinas heterdlogas (pues presenian
ventajas por su gran capacidad de produccion de proteinas de secrecion), se
sabe que os sitios «cldsicosy de corte por Kex2p. en los que estd presente un
sitio  dibésico, son  reconocidos  en  Aspergillus, vy son  insertados
intencionadamente para que se produzea el procesamiento proteolitico en la
ruta de secrecion (Contreras et al., 1991; Punt et al.. 1998). Asi, s¢ puede
concluir que la especificidad del sitio de corte por proproteina convertasas es
més amplia en hongos Aspergillus. lo que podria ser debido a la existencia de
una Unica proproteina convertasa menos cstricta. o a la presencia de varias
converlasas con especificidades ligeramente distintas.
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C - Actividad ribonucleolitica

La secuencia de la a-sarcina se conoce desde ¢l ano 1983 (Sacco et al.,
1983). Ya desde entonees. v mediante estudios de alineamicnto con las
estructuras primarias de otras ribonucleasas. se ha supuesto que su mecanismo
catalitico seria andlogo al de la mayoria de las RNasas conocidas,
especialmente [as superfamilias de la RNasa A v la RNasa T1 (Sacco et al.,
1983; Martinez del Pozo et al., 1988; Manchefio et al., 1995a). De acuerdo con
ello, la reaccion del enlace fostodiéster transcurriria en dos etapas, con la
tormacidn de producto intermedio con ¢l fosfato unido ciclicamente en 2'y 3/,
como se explica en fa introduccion (figura 45). La determinacion de la
estructura tridimensional de fa g-sarcina (Campos-Olivas et al.. 1996a v b;
Pérez-Canadillas et al.. 1999 y 2000) abundo en esta prevision, pues los
residuos counsiderados como cataliticos en las ribonucleasas microbianas no
toxicas de la familia de la RNasa T1 se pueden alinear estructuralmente con los
equivalentes de la w-sarcina (figura 3), como se habia predicho (Manchefio et
al.. 1993a).
Sinembargo, la carencia de un ensayo ribonucleolitico suficientemente
simple y cuantitativo habia impedido la caracterizacion del mecanismo
enzimatico de {a a-sarcina. Por razones casi tdénticas. cn las fechas en que se
comenzo el trabajo presentado en esta Tesis, no se habia conseguido demostrar
de forma directa el papel de los residuos potencialmente cataliticos.
Unicamente se habia descrito que la sustitucion de la His137 por Gin (H137Q)
resultaba en la produccidn de una proteina estructuraimente 1déntica a la
g-sarcina nativa. pero incapaz de hidrolizar los ribosomas o degradar un
homopolinucleotido en zimograma (Lacadena et al,, 1995). Este problema se
resolvid mediante la produccion de nuevos mutantes, asi como gracias a la
adaptacién de un ensavo nuevo a la caracterizacion de la a-sarcina. Los
resultados obtenidos, que se presentan a conlinuacion, permitieron concluir que
esta proteina ¢s un ribonucleasa ciclante acida v, ademads, permiticron asignar
papeles coneretos a los residuos mas importantes del centro activo.

I.a g-sarcina es una ribonucleasa ciclante

A la hora de adaptar un ensayo ribonucleolitico sencillo y facilmente
cuantificable para la o-sarcina, habia basicamenie dos posibles sustratos:
dinucleotidos o nucleotidos ciclicos 23", Es decir, los sustratos de la primera
o de la segunda reacciones que llevan a cabo las ribonucieasas ciclantes para
romper ¢l enlace fosfodiéster. Se optd por utilizar dinucleotides con base
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puricas, concretamente ApA y GpA, porque mimetizan mejor el sitio de corte
natural, obteniendo ademds como producto el sustrato de la segunda reaccion.
En algun cstudio, también se ha utilizado directamente el nucleotido ciclico
23

En cuanto a como detectar el avance de la reaccidn, hay esencialmente
dos procedimientos. Uno consiste en el registro de la variacion de absorbancia
de la mezcla de reaccion, determinando previamente la variacion de
absorbancia que existe entre el sustrato y los productos; estas variaciones estan
descritas para la mayoria de nucleotidos. Este método tiene la ventaja de ser
muy sencillo y relativamente rapido. Con la RNasa U2 si se ha utilizado, con
cl ApA como sustrato, pero no se puede aplicar a la g-sarcina, porque presenta
una eficacia catalitica muy baja, y la reaccion es demasiado lenta para poder
registrarla adecuadamente.

Asi, la opcidn que quedaba era separar los productos y cuantiticarlos,
con la ventaja afladida de que se puede estudiar en detalle ¢l mecanismo
catalitico, ademas de los pardmetros cinéticos de la reaccion global. El mejor
método para separacidn era la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC),
detectando y cuantificando los productos mediante la medida de su A,.,. Por
tanto, s¢ adapté un gradiente de elucion para poder separar cuantitativamente
los distintes productos de la reaccidn, como se ¢jemplificaen la figura 43. Para
identificar los picos, y determinar los coeficientes de respuesta de los distintos
productos, se aplicaron distintas cantidades de los productos comerciales
correspondientes.

Al tratarse de un tiempo de reaccion tan largo (14-16 h} se pensé que
podria tener lugar una hidrélisis no enzimatica. o existir una ribonucleasa
contaminante. Para descartar ambas hipétesis, s¢ hicieron distintos controles.
Por una parte, en las reacciones sin enzima no se aprecié la degradacion del
dinucleotido, ni tampoco del nucleotido ciclico cuando se ensayd éste. Por otra,
se analizaron lotes de u-sarcina distintos y de distinto origen, bien purificada
del hongo original, bien de k. coli, obteniéndose resultados similares. Para
descartar efectos del tampén se probaron, al mismo pH, tampdn Tris y fosfate,
obteniendo asimismo idénticos resultados.

Por tanto, se utilizé este método para estudiar el mecanismo catalitico
de la o-sarcina, caracterizando enzimdticamente la reaccion con los
dinucleotidos. Para ello, se ensayaron distintas concentraciones de sustrato
{ApA o GpA) con una cantidad fija de enzima (3 uM), durante 14,5 h a
temperatura ambiente y pH 7,3, obteniendo los parametros enzimaticos de la
reaccion segun el modelo de Michaelis-Menten (tabla 16). Se comprobd,
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previamente, que la respuesta era lineal en el intervalo de tiempo v
concentraciones utilizado.
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Figura 43: Separacion por HP1L.C de los productos de la reaccidn resultantes de la incubacion
de ApA [B0uM (A} o GpA 270 uM (B) en presencia de a-sarcina 3,8 pM. durante 16 h a
temperatura ambiente. Las lineas discontinuas corresponden a la separacién de una incubacion
equivalente en ausencia de u-sarcina.

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

Sustrato K (uM) k., (s K., /Ky (M*s)

ApA 40,0 Ix107 2.5

L)

GoA 3.6 Ox 10 2,
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De acuerdo con estos resultados, se puede deducir que la a-sarcina
presenta una mayor atinidad por GpA que por ApA, lo que se corresponde con
el enlace natural que cortan las ribotoxinas en el ribosoma, entre guanina y
adenina. La K, aparente calculada para la reaccion con el ribosoma es muy
parecida, 3,3 uM (Endo et al., 1983). También hay que destacar los muy bajos
valores de la k_,, y de la eficiencia catalitica (k,/K,,). Esto confirma que los
dinucleotidos no son un sustrato dptimo para la a-sarcina, que reconoce con
mucha mayor eficiencia el enlace presente en el SRL, para lo que necesita
otros determinantes afladidos. No se puede decir, sin embargo, que estemos
anfe una reaccion no enzimatica, puesto que se hicieron, como ya se ha
descrito, los controles necesarios para descartar esa posibilidad.

Los distintos productos de la reacctén se cuantificaron en las
separaciones por HPLC, 1o que aportd evidencias para dilucidar ) mecanismo
calalitico. Asli, la suma de 2'.3-cAMP y 3'-AMP (o0 2',3-GMP y 3-GMP)
obtenidos era siempre igual a la adenosina producida (figura 44), como era de
esperar. No se obtenfan cantidades apreciables de 2'-AMP (o 2'-GMP), lo que
permite descartar también una hidrolisis no enzimatica del intermedio ciclico.
Al ensayar la g-sarcina con 2',3'-cAMP se obtuvo Unicamente 3'-AMP.
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Figura 44: Porcentaje de los distintos productos de la reaccién de ApA con distintas
cantidades de a-sarcina durante 18 h a temperatura ambiente: ApA (s), adenosina (a),
2'53%CAMP {=) y 3-AMP (a).
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Estareaccion, lahidrolisis del intermedio ciclico, también se podria cuantificar,
pero resulta extremadamente lenta en comparacién con la transesterificacion,
lo que también sucede con las otras RNasas ciclantes, hasta el punto de que se
bha llegado a cuestionar su papel en la reaceidn global (Cuchillo et al., 1993
Thompson et al., 1994b; Loverix et al., 1998 Raines, 1998). Ademas, si s¢
incuba 3-AMP durante 18 h con a-sarcina 3 uM, se forma una pequefia
cantidad del intermedio ciclico, lo que muestra la reversibilidad de la hidrolists.

Listos resultados confirmaron. por tanto, que la a-sarcina actia mediante
un mecanismo de tipo ciclante andlogo al de la RNasa T1, gue transcurriria en
dos ctapas: una primera la transfosforilacion de ApA (o GpA). que daria
adenosinay 2'.3'-CAMP (0 2',3"-cGMP), seguida por la hidrélisis del nucleotido
ciclico formado al correspondiente derivado 3'-monofostorilado (figura 45).

| AlGpa | 2',3"-cAIGMP 3-A/GMP |
HOHC A6 HoRG 0 HOMC G
l/ \I Rapido V \N‘ ‘ Lento I
; !
Fo -3 :
9% g S o 9O
/O: 23? '. H—C. oo c’ O_Pé;o B”
N 7 H— . bl
/A 7, CHy 0 A LA HJ\CH + ~ A H—C .
| i y
WO on I !
10 OH
| Adenosina 1

Figura 45 Mecanismo ciclante de la w-sarcina ejemplificado en la reaccion con un
dinucleotido. A seria el residuo que actia cormo acido general en la wansfosforilacion, y B la
base general. que se corresponderian en la g-sarcing con His 92 v Glu 38, € seria la tis 50.

L.a g-sarcina es una ribonucleasa acida

El desarrollo de este sencille ensayo cuantitativo con dinucleotidos
permitio, ademas, cstudiar el comportamiento enzimatico de la g-sarcina frente
al pH. lo cual es especialmente interesante puesto que su mecanismo sc basa
en la utilizacion de acidos v bases generales. Este estudio no se habia podido
realizar hasta entonces debido a Ja complejidad de su sustrato natural, el
ribosoma.
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De esta forma, se midio la actividad de la a-sarcina frente a ApA a
distintos valores de pH, comprendidos entre 3.0 y 8,0 (figura 46), lo que
permitié observar que el pH éptimo era 5.0. Hay que destacar este resultado
puesto que, hasta entonces, se realizaban todos los ensayos de actividad a pH
proximos a la neutralidad. Para descartar un posible distorsion de los resultados
por la presencia de otra ribonucleasa contaminante, se realizé un zimograma
con poli(A}, pero a pH 4,5. Puesto que se seguia observando una Gnica banda
activa, correspondicnte a la o-sarcina, se conciuyd que efecivamente esta
ribotoxina se comporta como una ribonucleasa acida.

I.o.\i B!
Y L
nativa ® 1 -4 _
L o
| 2
* OX
vvvvvvw _59\';_,
H50Q
v
v
1 | 11 '6
4 6 8

Figura 46: A: dependencia con el pIi de la actividad (k) de la a-sarcina (=) y el mutante
500 (vyen laransesterificacion de ApA. Las lineas corresponden al ajuste considerando dos
equilibrios de lonizacion. B: el mismo resultado en forma semilogaritmica.

Finalmente, se determinaron también las constantes cataliticas para ia
transesterificacion de ApA a pH 5.0. Al compararlas con las correspondientes
apH 7,0 se ve que la k,, se duplica, permaneciendo constante la K, (tabla 17).

E!hecho de que la a-sarcina fuese una RNasa de actividad dcida supuso
una sorpresa. Siempre se habia asumido que el pli neutro era el éptimo para la
actividad de las ribotoxinas, sin duda por influencia de su similitud con la
RNasa T1, la més estudiada de la superfamilia. Sin embargo. hay que recordar
que 1a RNasa U2, cuyo pH optimo es 4,5 (figura 47), es mas cercana en
estructura primaria y secundaria, apareciendo como intermedia en el arbol
filogenético de la superfamilia. Asi, la a-sarcina se parece también en su pH
optimo a la RNasa U2, lo que aumento el interés por el estudio de esta Gltima
proteina.
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Tabla 17: Constantes cataliticas de la a-sarcina nativa y sumutante H50Q frente a ApA. ados
pH distintos

nH 7.0
K (uM} Ko (57 ke Ky (M757)
Nativa 40 =4 (1,00, 1yx 107 2,5 £ 0.4
H50Q 3814 (1,4+02)x 10" 03101
pH 3.0
Iy (M) K., (s k. /Ky (M)
Nativa 40 = 4 (2,0+£0,1)x 10" 5.0+ 0.7
H20Q 45+ 4 (162 02)x 107 03201
O
100 + 1
80 -
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X
© L .
S 60
o
=
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Figura 47: Perfiles de actividad ribonucleolitica en funcidn del pH de a-sarcina frente a ApA

~aseste trabajo), RNasa T1 frente a GpC (—»—; Osterman y Walz, 1978) y RNasa U2 frente
a RNA de levadura (-+—; Arima et al., 1968a). Fn los tres casos sc ha normalizado
porcentualmente respecte al maxime de actividad correspondiente.
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L.a His 137 y el Glu 96 son los residuos que catalizan la
reaccion acido-base

1.a RNasa A es una dc las proteinas mejor caracterizadas, tanto desde
un punto de vista funcional, como estructural y, por ello, constituye uno de los
modelos enzimaticos de referencia. En el caso de esta ribonucleasa, se conoce
inequivocamente que los residuos directamente responsables de la catalisis
acido-base, que conduce a la ruptura de los enlaces fosfodiéster del RNA, son
dos histidinas, la 12 v la 119 (delCardayré et al., 1995; Cuchillo et al., 1997).
[.a reaccioén catalizada transcurre por el mismo tipo de intermedios que en el
caso de la RNasa T1 v la u-sarcina (figura 45). Sin embargo, los residuos
implicados en el caso de la T1 son diferentes. Durante la primera etapa, la
formacion del producto ciclico 2":3', el Glu 58 actua como la base general,
mientras que la His 92 se comporta como el &cido general. Durante la segunda
etapa, la hidrélisis del derivado ciclico, ambos residuos intercambian sus
papeles {(Ngura 45). De hecho, este par Gluw/His es el mas comun dentre de las
ribonucleasas microbianas (Nonaka et al., 1993), incluida la a-sarcina, como
se demuestra en esta Tesis. Ademas, se ha descrito como otra His, la 40,
participa en la estabilizacion del estado de transicion de la primera etapa de la
reaccion catalizada por la RNasa T1 (Steyaert et al., 1990, Steyaert, 1997);
estos aspectos se revisan en la introduccion.

Como ya se ha comentado, estos tres residuos se encuentran
conservados en las ribotoxinas (Manchefio et al., 1995a) y, en el caso de la
a-sarcina, se corresponderian con la His 137, el Glu 96y la His 50. Por tanto,
se asumia que la o-sarcina actuaria de manera idéntica a la RNasa T1. en lo
referente a su capacidad de hidrolizar un cnlace fosfodiéster, ya gue no en
cuanto a su especiticidad. Sin embargo, cuando el grupo de RMN del Instituto
de Estructura de la Materia (CSIC) caleuld los pK, individuales de estos
residuos mediante RMN (Pérez-Cafiadillaset al., [998), se obtuvieron valores
sensiblemente distintos a los obtenidos para la RNasa T1 (tabla 18). Esto
concordaba con el hecho de que el comportamiento enzimatico de la RNasa T'1
en funcion del pH fuera sensiblemente distinto al de la u-sarcina (figura 47).

Por todo ello. se pensd en uttlizar el ensayo frente a dinucleotidos,
combinado con la produccion de toda una serie de mutantes, para asignar
definitivamente un papel a cada uno de los residuos considerados hasta
entonces como cataliticos, y para explicar el comportamiento de la o-sarcina
como ribonucleasa. Los mutantes elegidos fueron aquellos en los que la His
[37, el Glu 96 o la His 50 se reemplazaron por Gln (llamados H137(Q, E96Q
y H30Q), respectivamente). Ademas, se preparo un doble mutante, sustituyendo
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Tabla 18: pKa aparentes de residuos cataliticos de la a-sarcina v de ia RNasa T1

u-sarcina

actividad enzimdtica RMN (Pérez-Canadillas et
trente a ApA al., 199§)
residuo nativa
His 50 7.8 (7.4-8.0) 7702
Glu 94 3,7(3.7-3,8) 5201
His 1537 6.2(59-6.4) 3801

RNasa T1

RMN. segtin referencias

residuo Inagaki et al., 1981 Steyaert ct al., 1990,
MeNutt et al., 1990

His 40 7.9 £ 001 7.7-79+02
Glu 58 43=005 4.1=02
His 92 7.8+ 0,01 7.4 4072

las dos histidinas (H50/137Q) v un triple mutante (H30/137/E96Q). La
preparacion, produccion y aislamiento de estas einco variedades mutadas de [a
g-sarcina. asi como su caracterizacion estructural v actividad frente a
ribosomas, fucron objeto de otra Tesis Doctoral anterior (Lacadena. 1997) v
han sido publicadas recientemente. junto con los estudios gque se presentan a
continuacion (Lacadena et al., 1999). De acuerdo con estos resultados. todas
ellas mantendrian su estructura nativa. pero habrian perdido su capacidad para
drolizar los ribosomas, demostrandose asi su participacion en la catalisis. Los
resultados aqui presentados, posteriores, conciernen al estudio de la capacidad
de estos mutantes para hidrolizar ApA. asi como a la influencia del pH en esta
reaceion,

Cuando los cinco mutantes mencionados sc ensayaron utilizando ApA
como sustrato. tanto a pH 3,0 como a pH 7,0, inicamente se observd una
hidrolisis siginificativa del dinucleotido cn el caso de fa variante 1150Q. En la
tabla 17 sc resumen las caracteristicas cinéticas de! mismo. a ambos pH,
comparandolas con las de la g-sarcina natural. Como se puede observar, esta
mutacion reduce la k,, en un orden de magnitud, mientras que no se aprecian
diferencias significativas con respecto a la Ky, Ello indicaba que la 1is 30
también estd implicada en ia catalisis per se, v no en la union del sustrato (al
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mcnos de forma directa), si bien su papel debia ser menos importante que el de
los otros dos restduos, His 137 y Glu 96, va que 1a sustitucion de éstos anulaba
por completo la capacidad de la proteina para hidrolizar un enlace fosfodiéster

El estado de ionizacidn de los grupos involucrados en una catalisis
ribonucleolitica de tipo ciclante es crucial, ya que se lleva a cabo por cesion de
protones. Por este motivo, se profundizo en el estudio de ia influencia del pi
y se caracterizd también el comportamiento de H50Q) (figura 46). Tanto en ¢!
caso de la g-sarcina fungica como en el de H50Q), cuando se representa el log
de k,, frente al pll, se obtiene una curva en la que tanto las pendientes
ascendentes como descendentes son iguales a. o menores que, la unidad, en
valorabsoluto, Ello sugiere que en {a reaccion de transcsterificacion (la primera
etapa) estan implicados un Gnico grupo acido y otro basico. In ¢l caso de la
RNasa T1, sin embargo, son dos acidos y dos basicos (Stevaert, 1997). Se
admite que la representacién de k, frente al pH refleja las lonizaciones que son
fas etapas limitantes de la reaccion en el complejo enzima-sustrato (Fersht,
1998). Por ello, el ajuste de esta curva permitid calcular los pK, de los
supuestos dos residuos cataliticos, dcido y base, en dicho compiejo, gue
resultaron ser de 3,8 y 6.8 para la proteina silvestre, y de 4,4 y 8,0 para H50Q
(tabla 19).

Tabla 19: Parametos obtenidos del ajuste de la dependencia de la k,, de la transesterificacion
de ApA por a-sarcina frente al pH, y comparacion con las valores de pK, obtenidos por RMN.

Cinética RMN
Nativa H30(Q Nativa con 2'-GMP
K, 38401 4.4 =0,
pk, 6,7 £ 0,1 8.0+02
K, - , 7.6
|51 ~4.8
o] N 6.8

* Determinados por regresion ne lineal utilizando la ecuacion k_, = (k_,)/(1 + H/K; + K /H),
donde (k) es el valor de k,, independiente del pH, H es la concentracién de protones, y K,
v Ky son constames de disociacion macroscopicas. La depndencia de k_, con el pH se ha
analizado también considerando la implicacion de equilibrios de ionizacion de tres y cuatro
residuos. Se dan también los errores estindares. * Constantes de disociacién microscopica
determinadas mediante RMN (Pérez-Cafadillas et al,, 1998),

En el caso de la proteina natural, los valores obtenidos concuerdan
bastante bien con los pK, microscopicos de la His 137 v el Glu 96, caleulados
en el complejo formado entre la w-sarcina v el inhibidor 2'-GMP mediante
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RMN (tabla 19; Pérez-Canadillas et al., 1998). Este resultado, juntamente con
ia total falta de actividad de los mutantes que afectan a estos residuos, permitio
concluir que la His 137 actuaria como el dcido general y el Glu 96 como la base
general de la reaccion de transesterificacion.

Por otra parte. los valores de pK, obtenidos en el caso de H50Q, mas
parecidos a lo que serfa esperable para una pareja catalitica His/Glu, indicaban
mequivocamente que la His 30 modula el microentorno del centro activo y ¢s
uno de los residuos responsables de tas diferencias de comportamiento frente
al pH con respecto a la RNasa 11. Tin la figura 46 se puede ver como el pH
optimo de este mutante se encuentra desplazado hacia valores mayores.

Por Gltimo, la diferencia mas importante  detectada cn el
comportamiento de H500Q) hace referencia a la reaccidn de hidrolisis del
producto ciclico intermedio. En ¢l ensayo de actividad frente a ApA utilizado
se pueden evaluar por separado los productos de cada una de las dos etapas de
{a reaceion ribonucleoelitica (figura 45). Asi, las cantidades de adenosina y 3'-
AMP| que se pucden cuantificar por separada a partir de los correspondientes
cromatogramas (figura43). dan cuenta de la extensién de fa primera v scgunda
reacciones, respectivamente.  Cuando  se representa la relacion 3'-
AMP/adenosina lo que sc esta estudiando es el transcursir de la segunda etapa,
la reaccion de hidrolisis del intermedio ciclico. Al representarla en funcion del
pH (figura 48), se observa que la a-sarcina natural v H50Q) se comportan de
mancra similar a valores de pH en torno a 5. Sin embargo, alrededor de ptl 7,
la reaccion de hidrolisis es muy preponderante en el caso de H30Q. en
comparacion con lo que ocurre en la proteina silvestre, Esta diferencia puede
apreciarse a simple vista en las inserciones de fu figura 48, donde se mucstran
dos cromatogramas obtenidos a pH 7.0 para ambas proteinas. Como ocurre en
la mavoria de las ribonucieasas conocidas (Loverix et al., 1998), la w-sarcina
es poco eficiente a la hora de catalizar la hidrélisis del producto ciclico
mtermedio; tanto que, de hecho. no ha sido posible calcular los pardmetros
cinéticos de esta segunda ctapa. Los resultados obtenidos con el mutante H300Q
permiten concluir que la His 30 modula la velocidad de esta reaccion v que su
sustitucion por Gln ia acelera muy sensiblemente.
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Figura 48: Dependencia con el pH de la produccién de 3“AMP (reaccién de hidrdlisis),
expresada en términos de la relacién entre 3'-AMP y adenosina producidos, en la reaccion de
ApA con a-sarcina (+) vy el mutante H300Q (). Insercion: Separacion por HPLC de los
producios de la reaccion de ApA 180 uM con a-sarcina {(A) o el mutante H50Q (B), en
concentracion 3.8 M, durante 14 h a temperatura ambiente. Los picos | a 4 corresponden a
3-AMP, 2'3-cAMP, adenosina y ApA, respectivamente.
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D - Clonacion y produccion heteréloga de la
ribonucleasa U2

Como va se ha expuesto en esta Memoria. la RNasa U2 es la
ribonucleasa no citotoxica v de amplia especificidad que mas se parece a las
ribotoxinas. lo que se concreta en varios aspectos:

- la secuencia primaria es la mas parecida, lo gue hace que se sitte de
forma mtermedia en el arbol filogenético (figura 1),

- presenta especificidad por una base purica a la hora de hidrolizar su
fosfato en 3", como les ocurre a las ribotoxinas. a diferencia del resto de RNasas
de la superfamilia de la T (tabla 1),

- su pH opuimo de actividad es 4,5 {fizura 47).

Tamibién se debe destacar el hecho de que es producida junto con una
enzima, la RNasa Ul. mucho mas parecida a ta RNasa T1, por el mismo
organismo. Esto mismo podria suceder con las ribotoxinas, como ya se ha
descrito anteriormente, y permite aventurar la hipdtesis de que tengan una
cterta relacion evolutiva. Por ¢jempio, que la evolucian de las ribotoxinas se
haya dado a partir de un gen simitar, duplicado cn el genoma, lo que permitiria
mantencr la funcion que realizan las enzimas como la RNasa Ti. a la vez que
el gen duplicado puede tomar mas libremente nuevos elementos estructurales
que le confieran nuevas actividades. De hecho. ¢sto misme se postula para el
caso de otras rishasas (ribonucleasas con funciones biologicas especiales) de
la superfamilia de la RNasa A (Beintema et al., 1997 Benner et al.. 1997},

Sin embargo, esta enzima no se habia estudiado con las téenicas de
manipulacion genctica tan extendidas hoy en dia y. de hecho, no se conocia
nada acerca de su estructura génica. Y era precisamente la posibilidad de
producir formas mutantes de la proteina. especialmente quimeras en las que se
incorporan los elementos extra que presentan las ribotoxinas y que las
diferencian de las RNasas no citotoxicas, lo que mas interesaba. Especialmente
con laidea de determinar Ja responsabilidad de esos elementos estructurales en
ias funciones especiales de las ribotoxinas.

Por tanto, se abordé la clonacién y produccion heterologa de la
ribonucleasa U2 para lo cual habia que tener en cuenta algunas peculiaridades
va conocidas de la proteina. Algunas estructurales, como su pequefio tamafio
v su acidez, la presencia de tres puentes disulfuro. dos de ellos con cisteinas
adyacentes en la secuencia de aminoacidos (Sato v Uchida, 1975¢), o la
tendencia a formar enlaces isoaspartato (Uchida y Shibata, 1981: Noguchi ct
al., 1995). Otras dificultades podian surgir de cara a la produccion: fa posible
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toxicidad. como ya sucede con otras RNasas de la familia de la T1 (Hartley,
1988; Quaas, 1998; Hartley et al., 1996). o la dificultad para su procesamiento
proteolitico al presentar en su extremo amino una cisteina implicada en un
puente disulfuro.

Obtencion del gen

Para aislar el gen, habia que recurrir a la fuente original de la proteina,
el hongo Ustilago sphaerogena. En la [iteratura se describen dos cepas a partir
de las cuvales se purificé la RNasa U2. Una de ellas es la utilizada por los
grupos japoneses, tanto de la Uiniversidad como de la empresa Sankyo, y que
proviene del Dr. Dekker (Arima et al., 1968a). La otra, que no se sabe sies la
misma o no, fue wtilizada por Rushizky et al. (1970}, v cs la depositada en la
ATCC con el numero 12412, que a su vez se corresponde con la CBS 534.71.
En nuestro caso, se optd por esta ultima cepa, puesto que era mas facil
conseguirla.

U. sphaer. U. maydis

100 pb
100 pb

I | |

M2 =—

Figura 49: Amplificacion por PCR del gen rmu2, que codifica Ia RNasa U2, con los
oligonucleotidoss U235 y U23 (1a banda correspondiente se sefiala con una flecha). U sphaer..
Amiplificacion a partir de cantidades decrecientes de]l DNA gendmico de Ustilago
sphaerogena. U, maydis: Amplificacion, como control, a partir de cantidades decrecientes del
DNA gendmico de £/ mavdis. 100 pb: escalera de 100 pb que se usd cemo patrén de tamafios.
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Asl, la cepa correspondiente proveniente de la ATCC se crecid en PDA.
comprobéndese que su morfologia era la correcta con la avuda del Dr. J.
Kronstad, de la University of British Columbia. A continuacion. sc crecid en
50 ml de PDB y se purificé el DNA genomico segan un protocolo adaptado
para Ustilago.

Como ya se ha dicho, no se sabia nada de la estructura génica, por 1o
que. para amplificar el gen, se disefiaron oligonucleotidos especificos para
secucncias proximas a los extremos amino y carboxilo que fueran poco
degeneradas. de acucrdo con la frecuencia de utilizactdn de codones en genes
de Ustilago. Dichos oligos, U2-5 y U2-3, correspondian a los aminodcidos 7
a 14 y 107 a 113 de la proteina madura. Tras la correspondiente PCR. se
detectaron cuatro bandas, todas etlas mayores de lo que cabria esperar para la
secuencia amplificada sin mtrones (figura 49). Estas bandas se sccuenciaron.,
v s0lo la mds pequefa de ellas cotrespondia a la que codificaria la RNasa U2
(Sato y Uchida, 1975a; Kanaya y Uchida, 1986 y 1995). El gen asi obtenido se
denomind rauZ, y presenta un intrén de 116 pb entre los codones de Pro36 y
Asp37 (figura 50).

THCOACATOCL arocHCoan &0
o2 T2 o o8 T oW o0
ACT GO CRTTOAT TGO PACEOTRATCST COTOOTCACCTTTAL W20
T T o AN G I R OP <uUddor e G
T T TGO RAARCALAACRAAACRCACT T "GOTTICCATCOC I CCTBATTTGGTTTSG LR
240

41

AT AT IT DT GUTE N GEAT SRS T OO T TG0 200

T Lo 33 G P oW a1

GTAGAL 260

&

40

1o

CEGOTGCACC T AST TACCACC T T AT CRCTGET A 461
T2 A : Y. o oY T O T 5 Fin 114

Figura 50: Estructura del gen reu2 con la traduccion de la correspondiente sccuencia de
aminodcidos. Los recuadros indican la secuencia impuesta por los oligenucleotidos. Se sefiala
el intrén, de 117 pb. Esta depositada en las bases de datos EMBL/GeneBank/DDBL, con el
namero de acceso AJ004827,
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Una vez caracterizado el gen responsable de la sintesis de la RNasa U2,
y de cara a preparar las estrategias de produccion heterdloga de la proteina, era
ademads necesario disponer del ¢DNA para asi amplificar exclusivamente la
secuencia codificante, sin intrdn. Para ello. se estudiaron primero las
condiciones de produccién de RNasa U2 por parte del hongo en cultivos
liquidos, tanto en el medio descrito por Arima et al. (denominado «medio
Ustilago» o MU; Arima et al., 1968a), como en PDB. La actividad que
producian los cultivos se evaluo reatizando zimogramas frente a poli(A) a pH
4.5. De esta forma se vio que se producia RNasa U2 cuando se incubaba varios
dias v el hongo habia crecido suficientemente, tanto en MU como en PDB.

Mediante ultracentrifugacién en cloruro de cesio, se aisld entonces el
RNA total del micelio de I/ sphaerogena cultivado en MU durante 45 horas.
A partir de 50 pg este RNA total, se sintetizd el ¢cDNA de doble hebra usando
cl kit «Marathony de Clontech. Se amplificéd el gen con los mismos oligos que
se usaron con el DNA gendmico, obleniéndose una banda principal, cuyo
tamafio c¢ra el esperado para el fragmento del gen rmu2 sin intrén. La
secuenciacion de dicho fragmento confirmé que, efectivamente, se trataba de
ta secuencia codificante de la RNasa U2, correcta y completa.

Estrategias de produccion en Escherichia coli

A la hora de abordar la produccién heterdloga de una proteina, todavia
hoy sigue siendo £ coli el sistema mas sencillo. Por ello, vy a pesar de las
dificultades sefialadas, se opté por intentar 1a clonacion y expresion del gen de
la RNasa U2 en esta bacteria. Para ello, se empiearon dos estrategias. basadas
ambas en la secrecion de la proteina recombinante, ya sca al periplasma o al
medio extracclular. Asi, se pretendia evitar la toxicidad que implicaria la
presencia intracelular de una RNasa.

Secrecion al periplasma (estrategia pINOU?2)

La construccion del vector utilizado, que se denominé pINOU2Z, se baso
en el clonaje del gen rawl, amplificado por PCR, en el vector pINTHOmpA2
(Ghrayeb et al., 1984) de forma que se conseguia ta fusion del péptido sefial de
la OmpA y la RNasa U2. Se eligi6 esta estrategia porque era pricticamente
idéntica a la empleada, con muy buenos resultados, para la produccion de
a-sarcina (Lacadena et al., 1994). Bl procedimiento seguido se muestra en la
figura 52 vy, esencialmente, consistio en introducir rruZconvenientemente



162 Resultados y discusion

digerido con Mfel y Bglll, entre los sitios compatibles EcoRI y BamHI de
pINIIOmpAs. Esta construccion debia producir una proteina que se exportase
al periplasma con tres aminoacidos mas que la RNasa U2 en su extremo amino,
concretamente Ala-Glu-Leu. En primera instancia no se intentd eliminar
porque se penso que el procesamiento postraduccional seria mejor asi, que si
el extremo amino fuera la cistefna original.

w 8
ee Lrg Mfel Bgl
sl —

EcoRl Mfel
BamHl \( Bght

P

Figura 52: Esquema de la estrategia pINOU2.

Una vez conseguido el plasmido pINOU?2, se transformaron las células
de E. coli adecuadas para este sistema de produccién, RB791, y se realizaron
ensayos de produccion 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. Si se observo una gran abundancia de
proteinas en los medios extracelulares de estos cultivos, con un patrén de
bandas electroforéticas bastante parecido al de los lisados celulares. Esto no es
habitual, sino que lo normal es que el medio extracelular aparezca
practicamente limpio de proteinas. Este resultado se mantuvo al cambiar de
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células productoras, utilizandose la cepa JA221, por lo que no parece que fuera
una caracteristica de la cepa utilizada. Todo parecia indicar que la expresion de
fa RNasa [J2 provocaba ta lisis de c€lulas del cultivo, aunque no parecia que
el crecimiento global del mismo se viera afectado. La interpretacién mas
probable para estos resultados consiste en atribuir esta lisis celular a la accién
citotoxica de la RNasa U2, Aquellas células que la produjesen, moririan y se
lisarian. Esto, en cierta manera, provocaria que se seleccionaran las células no
productoras y explicaria que no se detectara la RNasa U2 en el cultivo.

Secrecion al medio extracelular (estrategia pINGU2)

Esta estrategia se desarrolld en colaboracion con los Drs. Richard Kao
y Julian Davies, de la University of British Columbia. Se basa en producir la
RNasa U2 utilizando el mismo vector que para la produccion de mitogilina y
sus mutantes: el plasmido pING3552 (figura 33; Betteretal., 1988 y 1992; Kao
v Davies. 1995 y 1999; Kao et al., 1998).

En esta construccion, la expresion del gen se controla con el promotor
del gen araB de Salmonella tvphimurium, que estd fuertemente regulado v se
puede inducir por L-arabinosa. En el pldsmido estd también araC, un gen
regutador de dicho promotor. Mediante PCR solapante de fragmentos, de forma
similar a como sc hizo para la produccion de mutantes de mitogilina (Kao et
al.. 1998), se colocd la secuencia de la proteina madura a continuacion de [a
secuencia sefial del gen pelB de Erwinia carotovora, otra bacteria gram
negativa. El plasmido incluye como selector el gen resistencia a tetraciclina.

Una vez construido el plasmido, se transtormaron células competentes
derivadas de la cepa W3110 (Better et al., 1992), suministradas por el
iaboratorio de Vancouver. Los ensayos de produccion piloto demostraron que
en este caso si se obtenia la proteina madura y activa en el medio extracelular,
s1 bien en muy baja cantidad. Como se aprecia en la figura 54, la cantidad de
proteina producida es tan escasa que no se observo tras una tincidn con azul de
Coomassic del correspondiente gel, trus PAGE-SDS. I2s necesario recurrir a la
realizacion de un zimograma a pil 4,5 para detectar su presencia (figura 54C).
Ademas. se observa la presencia de otras bandas, de mayor masa molecular que
la RNasa U2, incluida la correspondiente a otra RNasa dcida constitutiva de E.
coli. Este resultado sugiere que, aunque en menor medida, también puede tener
lugar la muerte y lisis celular cuando se induce la expresion de la RNasa U2.
En cualquier caso, a la vista de que al menos se podia medir su actividad, se
decidié llevar a cabo una purificacion a gran escala.
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A B C

Figura 54: Electroforesis de
una alicucta del medio
extracelular de células de £
coli conteniendo pINGUZ2 tras
RNasg 16 h de induccién con
de E. Cofi L-arzbinesa. A: PAGE-SDS
tefiida con azul de Coomassic.
en condiclones no reductoras,
B: patrones pretefiidos de masa
molecular, C: zimograma de {a
RMNasa U2 misma muestra que en A,
madura

o —

o

Produccion en Escherichia coli

Para purificar [a RNasa U2 de £ coli s utilizé el plasmido pINGU?2
con celulas W3110, segun el protocolo que se deseribe en el correspondiente
apartado de métodos. Resumiendo, se opero de la siguiente forma. Con esta
cepa transtormada por ¢l plasmido, se cultivaron 2 1 de medio, que se indujeron
con L-arabinosa. Se separd el medio extracelular por centrifugacion y se
dializo. FEste dializado se fracciond mediante una cromatografia de intercambio
ionico en DEAE-celulosaapH 6,0. Tras la elucion. se recogieron las fracciones
que presentaban actividad, tanto en el ensavo frente a RNA total, como en el
Zimograma.

-1 conjunto de fracciones activas recogidas del DEAL se concentrd y
se aplico en la columna dc penetrabilidad de Biogel P10, Iin esta columna se
consigue separar la RNasa U2 de la RNasa de £ coli, pero el espectro de las
fracciones recogidas indicaba que habia otros contaminantes; entre ellos, olra
proteina mayor. Para mejorar la purificacion, s¢ pasd la muestra por una
columna de penetrabilidad («Superdex») en sistema FPLC. En el perfil
obtenido tras esta columna, de mayor resolucion, se observd un pico principal
de absorbancia, que no coincidia exactamente con el pico de actividad .
Asimismo, en la electroforesis de estas fracciones se observa gue hay mas de
una banda, aunque es curioso que en las cromatografias de penetrabilidad,
realizadas en dos soportes distintos, las dos proteinag cocluyan. En definitiva,
no se lograba la purtficacion eficaz de Ja proteina, y el rendimiento obtenido no
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fue demasiado bueno, por lo que se optd por intentar [a produccién de la
proteina en otro sistema.

Estrategias de produccion en Pichia pastoris

Para la produccion de la proteina, se eligio en segundo lugar la levadura
Pichia pastoris, pensando en que presentaria una serie de ventajas. UUna
primera, de cardcter general, es que, al tratarse también de una proteina fungica,
el uso de un organismo mas parecido podria ayudar a su mejor produccion.
Esto se concreta en que las rutas de secrecion serdn en principio mas parectdas,
por lo que el plegamiento de la RNasa U2 puede realizarse en un ambiente mas
parecido al que encuentra en ¢l hongo original. Asi, es previsible que se vea
favorecida la correcta formacion de los tres puentes disulfuro. Otra ventaja era
la posibilidad de poder controlar ¢l pH del medio de secrecion donde se
acumula la proteina, lo que es especialmente importante para evitar la
formacion de enlaces 1soaspartato en la RNasa U2, como ya se ha comentado.
Todas las estrategias abordadas suponfan la produccidn extracelular de la
proteina, para mimetizar la ruta de biosintesis en el hongo v, ademas, evitar los
indeseables efectos citotoxicos que tendria su produccion intracelular,

Estrategia pPICU2

La primera estrategia que se planted fue producir la RNasa U2
fusionada con la secuencia prepro del factor o de apareamicnto de S. cerevisiae,
utilizando para ello el plasmido pPIC9 de Invitrogen, construyendo un vector
denominado pPICU2 (figura 53), mediante la ligacion del gen rau falnqueado
por los sitios de restriccion Sall y Notl, en los respectivos sitios compatibles
Xhol y Notl de pPIC9, con la precaucion de colocar las secuencias de la RNasa
U2 y el péptido lider en fase. Esta estrategia se habia utilizado con éxito en
nuestro propio laboratorio, en la produccion del alergeno principal del polen
de olivo. Ole e 1, obteniéndose un rendimiento de 60 mg/l (Huecas et al.,
1999),



166 Resultados y discusién

Sall Noti

\\
S
SPasa ‘
(RE)
secuencia
sefial
Ke;ZZp
(Golgi)

Figura 55: esquema de la estrategia pPICU2.

Tras construir el plasmido pPICU2 vy verificar su secuencia, se digirié
con Bg/lI para obtener un fragmento lineal cuyos extremos solapasen conel gen
AOXI. Con este fragmento se transformaron células GS115. y se seleccionaron
aquellos transformantes que presentaban fenotipo Mut', con los que se llevaron
a cabo experimentos de produccion piloto, evaluando la produccion de RNasa
U2 en los caldos extracelulares mediante PAGE-SDS y zimograma. Si bien no
se detectaba la proteina tifiendo con azul de Coomassie los geles de
electroforesis, si se observaron en varias de las cepas transformadas distintas
bandas de actividad en el zimograma. Una de ellas correspondia con el tamafio
esperado para la RNasa U2, pero también aparecian bandas de mayor tamafio
(figura 56).
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pPICU2  PHSU2

Figura 36: Zimograma frente a
poli(A) de los medios
extracefulares de cepas
transformadas con pPICUZ ¢
pHSU2. Se sefiala con una flecha
la banda correspondiente a la
RNasa U2 madura.

RNasa U2
madura

La presencia de estas bandas de menor movilidad electroforética se
achacd a que en el extremo amino de la proteina madura hay una cisteina que
[orma parte de un puente disulfuro. Con el vector pPICUZ, la célula debe
producir un precursor que, tras cortdrsele la secuencia sefial, se dirige a ia ruta
de secrecion, donde es plegado y enviado al aparato de Golgy. Aqui actian las
proproteina convertasas (discutidas en profundidad anteriormente). que
tendrian que cortar la secuencia pro tras los residuos -L-E-K-R-. Sin embargo,
los resultados obtenidos sugerian que la presencia del puente disulturo en la
que esta unplicada la cisteina del extremo amine impedia el corte correcto,
produciéndose, ademas de la RNasa U2 madura, especies mal procesadas, de
mayor masa molecular (figura 56), o incluso.agregados debidos a la incorrecta
formacidn de puentes disulfure intercatenarios. Esta estrategia, por tanto, se
abandono.

Estrategia pHSU2

A lavista de os resultados susodichos, se optd por utilizar el plasmido
pHIL-St de Invitrogen, que también se habia empleado con éxito para producir
la a-sarcina (figura 57). Eneste caso se fusionaba fa proteina madura al péptido
sefial de la fosfatasa alcalina de P. pastoris, inchnrdo en el plasmido. De esta
forma se pretendia evitar el problema de procesamiento que parece darse en
pPICY, ya que el péptido sefial es cortado por la peptidasa sefial cuando la
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proteina se transloca al reticulo endoplasmico y, por lo tanto, la proteina no se
encuentra plegada y el puente disulfuro no se ha formado todavia. En la
construccion usada hay tres aminodcidos, Arg-Glu-Leu, que hacen de
espaciadores, resultantes de la estrategia necesaria para la yuxtaposicion de los
fragmentos de DNA, consistente en la ligacion del gen rnu2 flanqueado por los
sitios de restriccion Mfel y Bglll en los sitios EcoRI y BamHI de pHIL-S1
(figura 57). El plasmido asi obtenido se denominé pHSU2.

\,
% EooRK Mt
. . BamHI\)/ Bghl
]

SPasa
RE)

Figura 57: esquema de la estrategia pHSU?2.

Con el fragmento lineal de pHSU2 cortado con BglII se transformaron
c€lulas GS115, seleccionando una vez mas los transformantes que presentaban
fenotipo Mut®. Con estos se llevaron a cabo experimentos de produccion piloto.
en los que se observo, al hacer el zimograma de los medios extracelulares, que
se producia una unica banda activa, correspondiente al tamafio esperado para
la RNasa U2 (figura 56). Se seguia produciendo muy poca proteina, al igual
que pasaba en £. coli pero, al no producirse lisis, el medio extracelular de P.
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pasioris tenia pocas proteinas extracelulares y en baja concentracion, como es
habitual en los cultivos de esta levadura. Ademas, no se apreciaba, al contrario
que en £. coli, la presencia de ninguna otra RNasa contaminante. Por eso, se
decidid abordar su purificacidn.

Produccion en Pichia pastoris

En este caso, para producir la RNasa U2 en este sistema eucariota, lo
primero que se hizo fue seleccionar la cepa GS115 transformada con pHSU2
que produjera mds RNasa U2. Dado que la transformacion pasa por la
integracion gendmica det DNA heterdlogo (o, al menos, del gen HIS4 usado
para la scleccion)., se producen transformantes muy distintos, porque el DNA
heterologo se integra de varias formas v en distintas posiciones, como va se ha
explicado en el apartado dedicado a la w-sarcina..

Para facilitar este proceso de selecciodn, lo que se hizo fue desarrollar
un método para ensayar fenotipicamente la produccién de la proteina en
multiples cepas. Este consiste en inocular las cepas cn MM con agar, un medio
donde se incluye el metanol. que es el inductor del promotor utilizado para
producir la proteina, conteniendo ademds RNA de levadura (al 2%) y azul de
toluidina. El colorante tifie de azul el RNA intacto pero. al secretar las cepas
Ja RNasa, éste cs digerido cambiando el colorante a una tonalidad roja, que se
puede ver a simple vista o con un sencillo filtro azul. Este método facilita
extraordinariamente la eleccion de ta mejor cepa productora y es muy sencillo
de aplicar en el caso de la RNasa U2, una ribonucleasa muy activa, poco
especifica v con un pH dptimo dcido.

Para compietar la seleccion, con las cepas que mds producian segun el
criterio anterior se hicieron ensavos de produccion piloto en medio liguido,
midiendo la cantidad de RNasa U2 mediante la cuantificacion de la hidrélisis
de RNA. Tras esta segunda seleccion, que ya se aplicd a un nimero menor de
cepas productoras, se eligi¢ aquella que mds RNasa U2 secretaba al medio
extracelular.

Produceion en medio semiminimo
Se¢ hizo una primera produccion de RNasa U2 utilizando medio

semiminimo (BMGY y BMMY), como se habia hecho con la a-sarcina (véase
el apartado correspondiente} y con Ole e 1 (Huecas et al., 1999). En este medio,
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ademds de incluir los componentes de un medio minimo (la mezcla llamada
YNB, biotina, una fuente de carbono y otra de nitrdgeno) y tampon fosfato a
pH 6.0 (para controlar el pH del medio de produccion), se afaden peptona vy
extracto de levadura, gue ayudan a conseguir mayores densidades de células en
el cultive, v también ayudan a evitar la accion de proteasas extracelulares. Se
trata. por tanto, d¢ un medio relativamente rico y con el color «miel»
caracteristico de los caldos de cultivo que mnchiyen peptona, triptona o distintos
extractos celulares. Se recalca este aspecto del color porque cuando sc llevo a
cabo la cromatogratia de intercambio 10n1co que supone la primera etapa de la
purificacion, se detectd la presencia de contaminantes de tonatidad amarilla. no
proteicos, cuyos valores de absorbancia, con maximos a 260 nm.
distorsionaban todas las medidas. Ademas, eslas sustancias, que estarian
cargadas negativamente, interterian con laretencion de la proteina en el soporte
cromatogratico. S¢ intentd eliminarlas. mediante [a utilizacion de carbon
activo, pero no fue posible.

A la vista de que no se lograba purificar la RNasa U2 por la presencia
de estos contaminantes, se optd por utilizar otro medio, minimo e incoloro.

Produccidn ¢n medio minimo tamponado

Antes de realizar un purificacion a gran escala. se ensavaron distintas
condiciones. ntilizando medio tamponado o no v variando la adicion de
metanol durante la fase de induceion, como s¢ expuso en el apartado de
métodos.  [stas  pruebas  indicaron que se oblenia mavor  actividad
ribonucleolitica en medio tamponado y con adicion de metanoi dos veces al
dia, por lo que se utitizaron cstas condiciones para purificar la proteina.

Fn estas purificaciones. los espectros del medio extracelular eran ya
claramente, tras la didlisis, los de una fraccion proteica, ademas de que no se
obscrvaba el mismo color amarilio intenso. Tras distintas pruebas de clucién
de la cromatografia de intercambio iénico con DEAE-celulosa, se decidio
ulilizar para la clucion de la proteina en un gradiente de coneentracion salina,
desde 0 a 0.5 M de NaCl. Las fracciones con actividad ribonucleolitica a pH
acido se concentraron v se volvieron a fraccionar mediante upa cromatografia
de penetrabilidad en una columna de Sephadex (G-75.
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Fermentacion

Con la idea de aumentar el rendimiento en la produccion de RNasa U2
con la misma cepa, se ensay6 ¢l cultivo en fermentacion, en colaboracion con
los Drs. Humberto Martin y Marfa Molina, del Departamento de Microbiologia
Il de la Facultad de Farmacia de esta Universidad.

Esta se llevd a cabo en un fermentador Biostat E, con una vasija de
cristal y acero de 5,8 1 de capacidad, y 4 | de medio de cultivo inicial. Se
signieron las directrices de Stratton et al. (1998), que son las que aconseja
también la empresa Invitrogen. En la primera fase, el crecimiento del cultivo
sc realiza en el medio inicial, que contienc un 4% de glicerol, y se alcanzd una
densidad celular (OD,,,) de 52. con un peso himedo de 65 g/l. Después se hizo
una segunda fase de crecimiento por alimentacion externa de glicerol al 50%,
en la que se duplicd lamasa celular (densidad 6pticade 115, 130 g/l). Tras para
la alimentacion con glicerol, se dejd agotar este, hasta que subid el porcentaje
de oxigeno disuelto. Entonces se inicio la induccion de las céluias, lo que se
hizo con un flyjo constante de 0,2 ml/min de metanol, tal y como esta
recomendado en las citadas directrices, en las que se indica que de esta forma
se compensa la pérdida de metanol que se produce, tanto por el pequeiio
consumo de las células con fenotipo Mut®, como por evaporacion.

Sin embargo, se observd que a partir del segundo dia de induccion la
masa celular empezd a disminuir. Hacia el final del cultivo se fue observando
que aparecian células de menor tamafio y sin refringencia, y al centrifugar el
cultivo aparecieron dos poblaciones de células: unas de color blanco y otras de
color grisacco, que sedimentaron antes en la centrifugacion, y que no se
reprodujeron apenas al sembrarlas en una placa de YPD. Por tanto. estdbamos
ante un caso de muerte cetular. que podria deberse a dos causas: un exceso de
metanol en el medio, que pudiera ser toxico; o que la produccién de la RNasa
U2 tuera la causante de ]a citotoxicidad.

Se valord la actividad ribonucleolitica a pH 4,5 de las alicuotas de la
fase de induccidn, observandose que la actividad iba aumentando, pero que
permanecia siempre en niveles menores que en los cultivos en matraz. kn
colaboracién con Nuria Pefa y el Dr. Julio Reviejo, del Departamento de
(Juimica Analitica de esta Facultad, se valord la concentracién de metanol en
las muestras, utilizando un biosensor que han desarrollado, v que utiliza
precisamente la alcohol oxidasa de P. pasioris. Los resultados indicaron que,
cuando la densidad del cultivo empez6 a decrecer, la concentracion de metanol
en el cultivo ya era superior al 5%, y que se siguié acumulando el metano hasta
llegar a niveles mayores del 20%. De hecho, la concentracion de metanol en el
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medio de cultivo era poco inferior a la correspondiente a la cantidad de metanol
gue se habla afladido en cada tiempo, por lo que no se consumia practicamente
nada de metanol en el cultivo. Por tanto, esto es lo gue habia provocado la
toxicidad para el cultivo, haciendo que no fuera viable y que, por tanto, no
produjera cantidades significativas de RNasa U2,

[-n estos momentos se ha abordado un nuevo ensayo de termentacion,
en ¢l que se va a medir la concentracion de metanol presente cn ¢l medio
durante toda la fase de induccién, utilizando esos valores para ajustar dicha

concentracion al nivel de induccion deseado. entre 0,5 v 1%.

Purificacion de la RNasa U2 natural de Ustilago sphaerogena

[.a RNasa U2 se descubno y caracterizo a finales de los afios 60 v al
comicnzo de los 70 (Arima et al., 1968a; Rushizky. 1970). Ademas, sc conoce
desde hace unos afios su estructura tridimenstional (Noguchi et al., 1995). Todo
cllo induce a pensar que se trata de una protefna bien caracterizada. Sin
embargo. esto no es asi. A pesar de ser pequefia v catalizar una reaccion
wsenciflan, retune toda una serie de peculiaridades. va comentadas, que la
convierlen en una enzima muy singular. Muchas de estas peculiaridades no
estan bien explicadas o caracterizadas v otras, que se han observado durante la
realizacion del trabajo presentado en esta Memoria, ni siquiera se comentan en
las publicaciones correspondientes. Todo ello obligd a purificar RNasa U2
natural, a partir del hongo /. sphaerogena, para utilizarla como referencia.
Especialmente en lo que respecta a su comportamiento electroforético y a su
espectro de emision de fluorescencia que. como se discute mas adelante, son
muy singulares.

Con e! fin de llevar a cabo esta purificacion. se obtuve la cepa de
Ustilago sphaerogena CBS 33471, equivalente a la ATCC 12421, que se
crecio en PDA. observandose una morfologia similar. Se realizaron pruebas de
produccion de la RNasa U2, valorandose la actividad a pH 4.5 frente a RNA
total.

La purificacion se realizd a partir de 3 [ de MU, que se inocularon con
un precultivo crecido en PDB. que se incubaron a 30 °C durante 100 h. Al cabo
de este tiempo se recogieron ios cultivos que crecian de forma «desagregaday,
que cran los que producian mas actividad. descartindose un cultivo que crecia
en forma de «estrellasy filamentosas. De estos cultivos se separd ¢l medio
extracelular, al que se sometid al mismo proceso de purificacion que a la
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RNasa U2 recombinante de P. pastoris. En las cromatogratias se midié
también la actividad ribonucleolitica a pH 7.5, pues en estas condiciones
también se produce la RNasa Ul, observandose que s¢ separaba en la
cromatogratia de intercambio i6nico, como se describid anteriormente (Arima
et al., 1968a).

Caracterizacion de la proteinas nativa y recombinante

il analisis electroforético de las RNasas U2 obtenidas, tanto de
Ustilago sphaerogena (natural) como de Pichia pastoris (recombinante), revelo
que las proteinas eran homogéneamente puras, al menos en lo que respecta a
la contaminacion por componentes proteicos. Se compararon las movilidades
electroforéticas de las proteinas obtenidas, reducidas y sin reducir, con las de
los patrones de masa molecular {figuras 58 y 39). Eiso permiti6 calcuiar unas
masas moleculares de 9,5 kDa para la RNasa U2 nativa, y de 10,6 kDa para la
recombinanie, cuando no se han reducido. Al reducirlas con 2-mercaptoetanol,
las movilidades corresponden a 24,0 kDa para la proteina nativa v 24,6 kDa
para la recombinante.

1 2 3 4 56

Figura 58: PAGE-SDS de RNasa U2 purificada de U. sphaerogena (2.5)y de P. pastoris (1,
4), sin reducir (1, 2) y reducida con 2-mercaptoetancl (4, 5). 3: patrones de masa molecular
pretefiidos. 6: patrones de masa molecular (en kDa, a la derecha).
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Ambas proteinas sin reducir migran bastante mas que to que
corresponderia a la masa molecular esperada (12,4 kDa en la proteina natural
v 12,8 kDa en la recombinante), por lo que, aun en presencia de SDS, la
proteina parcce ser bastante compacta. no asimilable a la forma de vanlla que
adoptan la mayoria de las proteinas en presencia de SIS, lo que se explica por
la presencia de {os tres puentes disullure. Aun teniecndo esto en cuenta, la
diferencia entre ellas es bastante mayor que la que corresponderia al aumento
de masa molecular debido a los tres aminodcidos extra presentes en la proteina
recombinante, Io que apuntaria a la existencia de conformacioncs distintas.

Pero el hecho més destacado s la movilidad de las proteinas reducidas,
que se comportan como dimeros, ajustandose mejor que los monomeros a la
movilidad previsia (24,8 kDa para la natural, 25.6 kDa para la recombinante),
por o que estarian en una contormacion mas desplegada en presencia de SDS.
Hay que descartar que Ja dimerizacion sea producto de un error experimental
por no afladir suficiente agente reductor, ya que se ha probadotante con
Z-mercaptoctanol como con DT, v siempre en condiciones saturantes e
hirviedno las muestras. obteniendo los mismos resultados (figura 59). Lsta
dimerizacion producida por la reduccion no sc ha conseguido explicar, m se
han encontrado otros ¢jemplos en los que suceda, N1 siquiera se menciona este
hecho en los trabajos antertores sobre fa RNasa U2,

1 2 3 4
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Figura 539: PAGE-SDS de RNasa U2 purificada de P. pastoris, tratada con distintos agentes
T

reductores. 1. con mercaptoetanol ai 5%. 2: con ditiotreitel al 0.2%. 3: sin agenie reductor. 4.
patrones de masa molecular {en kDa).
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La pureza de las preparaciones se confirmé con zimogramas frente a
poli(A), en los que aparecia una sola actividad ribonucleolitica en la proteina
natural. En las preparaciones de la proteina recombinante se observé también
la banda de actividad ribonucleolitica correspondiente, aunque en algunas de
cllas se observo otra mds, de menor activividad, que presentaba una movilidad
electroforética similar a la de la RNasa U2 natural (figura 60).

1 2

Figura 60 Zimograma frente a
poli{A) de RNasa U2 purificada
de (. sphaerogena (1) y de
P. pastoris (2). Se han aplicado
0,4 pg de cada proteina.

[] andlisis de aminoacidos de la RNasa U2 natural y de la proteina
recombinante (tabla 20) se ajusta razonablemente a lo esperado segun sus
secuencias, incluidos los tres aminoacidos extra de la proteina recombinante.
Sin embargo, hay que destacar sobre todo las diferencias obtenidas en cuanto
al contenido en algunos aminoécidos.

S se observa la composicién de aminoacidos de la RNasa U2 natural
purificada (tabla 20) se ve que, en general,-casi todos los residuos se ajustan
razonablemente bicn al valor esperado. Hay pequefias diferencias que, en casi
todos los casos. son atribuibles a las deficiencias propias del método. Por
gjcmplo. el contenido en Val ¢ lle es relativamente bajo, pero va se sabe que el
valor correspondiente a estos dos aminodcidos siempre se calcula por defecto
st la hidrolisis dcida se lleva a cabo durante solo 24 h. Sin embargo, es muy
llamativo el contenido en Tyr, muy pequefio respecto al esperado. En nuestro
laboratorio, fa experiencia dice que la Tyr es un aminoacido que se caleula muy
bien tras la hidrélisis acida de las proteinas, salvo que haya tenido lugar algin
proceso de oxidacidn fuerte o que no se haya alcanzado un vacio suficiente.
Tambien puede ocurrir, s1 no se afiaden cantidades correctas de fenol a la
mezcla de hidrdlisis, que se clore el anillo aromético v, por tanto, se modifique
el aminoacido. No parece que este sea el caso pues las hidrolisis se llevaron a
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cabo simultdneamente con las de a-sarcina, como proteina patron en este caso,
¥ sc obtuvieron valores correctos. Por otro lado. tampoco es atribuible a la
presencia de una contaminacidn protetca va que los valores de Met y Lys, dos
aminocidos ausentes en ta RNasa U2, estan de acuerdo con lo esperado.

Tabla 20: Analisi

U2 purificadas

Recombinante Naturgl Teorico ? Residug
16.5 234 21 Asx
9.3 7.8 G Thr
8.2 12,2 10 Ser
10,7 10,0 g Gilx
7.2 7.1 8 Pro
10,7 11.3 I Giv
7.6 6.8 7 Ala
4.9 4.8 6 Val
nd nd & Cvs
0.6 0.4 ¢ Met
1,5 3,7 S lic
5.0 30 3t leu
7.2 7.3 10 Tyr
3.0 2.4 3 Phe
nd nd I Trp
2.2 2.8 2 His
0.5 0.5 ) Lys
1.7 2.7 3* Aro

nd: no determinado
" Nomero de residuoes deducido de 1a secuencia primaria. En la proteina recombinante hay un
residuo mds de los marcados con asterisco.

Sobre la composicién de la proteina recombinante (tabla 20) se puede

- ey ; . ic oA o . Tt
decir lo mismo. v en los mismos €rminos, « ra ral

-

l . 3 discutido para la natural en
el parrafo anterior, Todos los aminodcidos, en general, se ajustan a lo previsto
salvo la Tyr, cuvo valor coincide con el calculado para la proteina natural. En
este caso, también ¢s muy baja, sin embargo. la cantidad de Asx. No se ha
encontrade, por el momente. una explicacion razonable que permita aclarar

esta observacion.

Se podrian cxplicar también las divergencias encontradas seria que si
hubiera impurezas en la preparacion. Sin embargo, como ya se ha comentado.
no se detecta ninguna otra proteina en la PAGE-SDS, ni en condiciones
reductoras ni sin reducir (con el gran cambio de movilidad que conlleva en este
caso), por lo que se podria decir que estd pura cn mds de un 99%. Iis poco
probable que un componente proteico que no se detecta en la electrotoresis este
presente on un a cantidad suficiente como para distorsionar ¢l resultade del
analisis de aminoacidos. Ofra explicacion. mas plausible, seria que hubiera
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alguna impureza de tipo no proteico. Por ejemplo, algin componente
nucleotidico que permanezca unido a la RNasa durante el proceso de
puriticacion. De hecho. la hidrélisis dcida de nucleotidos rinde aminoacidos o,
al menos. moléculas que se comportan como tales al ser fraccionadas en el
analizador (Dr. Martinez del Pozo, comunicacion personal).

En el espectro de absorcion en el UV-visible se observa una sensible
diferencia entre la RNasa U2 nativa y la recombinante (figura 61). Al calcular
los coeficientes de extincidn con los analisis de aminoacidos, se obtuvieron los
valores de 0,97 I-g"-cm™ para la proteina recombinante, v de 2.20 1-g™-cm™ para
ta natural. en contraste con los publicados para la RNasa U2 natural, de 1,55
ig'-em™ (Sato y Uchida, 1975d; Egami et al., 1980) y 1,84 I'g”-cm’ (Minato
¢ Hiral, 1979). En el caso de la proteina natural, se podria considerar la
existenciade otra banda de absorcion afiadida a la de la proteina, especialmente
si se considera la absorcion presente a mds de 315 nm, donde la proteina no
deberia absorber. Quizd sea esta otra banda, no debida a componentes
proteicos, ta que propicie un coeficiente de extincion tan alto.
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Figura 61: spectros de absorbancia de RNasa U2 natural (linea discontinua) y recombinante
(linea continua).
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Elespectro de dicroisme circular (figura 62). sin embargo, es igual para
ambas proteinas, tanto en el UV proximo como ¢n el lejano, y similar al
publicado anteriormente para la isoforma UU2-A_ en la que no se habria formado
ningun enlace isoaspartato (Uchida y Shibata, 1981), lo que permite concluir
que la estructura secundaria se mantiene en ambas proteinas, a pesar de que {os
resultados  electroforéticos  sugieran la  existencia  de  variaciones
conformacionales.
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continua) y recombinante {linea discontinua).

Figura 63: Lispectros de emisién de fluorescencia de las RNasas U2 purificadas nativa (A) y
recombinante {B), para excitacion a 275 nm (linea continua) v 295 nm (linea discontinua). Las
unidades de emisidn son arbitrarias.

El espectro de emision de {luorescencia. sin embargo. si muestra una
clara diferencia entre ambas proteinas (ligura 63). Hay que recordar que ia
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RNasa U2 tiene un solo residuo de triptéfano y diez de tirosina. En la proteina
natural, s6lo se observa la emision de fluorescencia tipica de las tirosinas. Sin
embargo, en la proteina recombinante, se observa un aumento de la emision,
claramente atribuible a una contribucion de Trp. Esto es alin mas evidente st
se excita a 295 nm (figura 63). Por tanto, el Trp se encuentra desactivado en su
emision de fluorescencia en la proteina natural, lo que no sucede, al menos de
forma tan intensa, en la proteina recombinante. El espectro de fluorescencia
que hay pubiicado para la RNasa U2 natural presenta la misma desactivacion
de la fluorescencia del triptéfano que la observada en este trabajo para la
proteina natural (Minato e Hirai, 1979).

En cuanto a la actividad enzimatica de ambas proteinas, los valores de
fa actividad especifica obtenidos son bastante semejantes (tabla 21). La mayor
actividad especifica de la proteina recombinante puede ser un artefacto
metodologico, puesto que no se han podido realizar simultdneamente ambas
determinaciones. Asimismo, no se han comparado con los valores
anteriormente publicados, puesto que dichos autores no uttlizaban el mismo
método que el aqui empleado, basado en la precipitacion con acetato de uranilo
{Dickman y Trupin, 1959; Garcia Segura, 1985).

Tabia 21: Actividad especifica frente a RNA v parametros de la actividad enzimatica frente
a ApA de las RNasas U2 purificadas.

Actividad Actividad frente a ApA
RNasa U2 especifica

(u.ﬂ.‘l'g") K,\,i (“M) kual (mjr]’I)
Natural 7000 45+ 8 2743
Recombinante 7600 200+ 27 354.4

Los parametros de lareaccion frente a ApA también son similares (tabla
21), y también en este caso no se puede descartar un cierto error metodologico,
puesto que el ndmero de puntos utilizado no ha sido el mismo en ambos casos.
En estos momentos se esta realizando en mejores condiciones dicho ensayo,
para dar unos valores mas fiables.

Una vez se disponga de ¢sos datos, se podrd comprobar la utilidad del
sistema de produccién recombinante de la RNasa U2 en P. pasioris. Sin
embargo. no es necesario disponer de esos datos para realizar una primera
discusion sobre la conformacidn estructural de la proteina recombinante.
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La proteina nativa y recombinante pueden tener distinto patron de
puentes disulfuro

La RNasa U2 nativa tiene tres puentes disulfuro, dos de los cuales estan
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, esta muy proximo
espacialmente al Trp 60, segun se deduce de la estructura tridimensional (figura
64). Asi, este puente disulfuro podria ser el agente desactivante de la
fluorescencia del Trp 60 en la proteina nativa. El otro puente se forma entre las
Cys 1y 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 1rtu del PDB), se destaca el Trp 60 (en rojo)
y los pares de cisteinas de los puentes disulfuro: en verde, el par 55-96, y en amarillo el 1-54
(a la derecha) y el 9-113. En naranja se destacan los atomos de azufre.

Sin embargo, esta desactivacion no se da en la proteina 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 proteinas afecta
precisamente al extremo amino, donde la recombinante tiene tres aminoécidos
mas. Al estar las dos Cys tan préximas, seria posible que se formaran dos
puentes distintos manteniendo el mismo plegamiento global, lo que incluiria
la misma estructura secundaria; por eso, los espectros de dicroismo serian
iguales, y la actividad de la proteina no se ve afectada en gran medida. Sin
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embargo, esta reordenacion local si explicaria la falta de desactivacion de la
fluorescencia del Trp.

Asimismo, la diferencia en los puentes disulfuro explicaria la gran
diferencia de movilidad electroforética que se observa en la electroforesis en
condiciones desnaturalizantes y no reductoras que, como ya se dijo, es mayor
que la mera diferencia de masa. De hecho, en algunos lotes de la proteina
recombinante se puede apreciar una banda de movilidad electroforética
parecida a la de la proteina nativa (figura 60). [sta banda se podria
corresponder con una fraceion de la proteina que tuviera los puentes disul furo
semejantes a los de la proteina nativa. De hecho, la cantidad de esta banda
aumenta algo si se deja la proteina en el medto de cultivo, donde facilmente
pudiera haber una disulfuro isomerasa gue ayudara a la reordenacién de los
puentes.
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CONCLUSIONES

Se ha detectado por varios métodos la presencia de ribotoxinas no
conocidas previamente en varias especies de hongos Ascomicetos: Aspergiilus
viridinutans, A. fischeri, 4. glaucus y Neosartorya glabra, asi como en algunas
cepas de /. giganteus. Asimismo, se ha descartado su presencia en otras
especies del género Aspergillus y de otros relacionados. De esta forma, se ha
demostrado que las ribotoxinas cstin mas extendidas entre los hongos
filamentosos de lo que se creia hasta ahora.

Las ribotoxinas detectadas se han secuenciado parcialmente,
comparandolas con las conocidas hasta entonces. Se destaca su gran similitud,
lo que implica una gran conservacion evolutiva, una vez que han adquirido los
elementos que les dan su funcionalidad particular. El analisis de la variacion
estructural entre cllas ha permitido clasificarlas en distintos grupos. Estos
grupos se corresponden en buena medida con los grupos taxondmicos definidos
morfologicamente, exceplo para el caso de las ribotoxinas de Penicillium,
secuenciadas por otro grupo de investigacidn, que serian intermedias entre las
ribotoxinas de distintas cepas de 4. giganieus.

Mediante ef alincamiento de su estructura primaria, se ha detectado la
homologia de la hirsutelina A, una proteina producida por un hongo
entomopatogeno. Hirsutella thompsonii, con las ribonucleasas microbianas
extracelulares de la superfamilia de la Rnasa T1. Se han podido establecer las
similitudes v diferencias con las RNasas no citotdxicas y con las ribotoxinas,
situandose de forma intermedia entre ambos grupos. Asi, se ha hipotetizado la
posibilidad de que esta proteina sea un intermedio evolutivo, en ¢l que cstén
presentes algunas de las propiedades de las ribotoxinas.

Se ha clonado y expresado el gen de la a-sarcina en la levadura
metilotrética Pichia pastoris, produciéndose la proteina madura correctamente
plegada y activa, tras optimizar ¢l proceso de maduracion postraduccional det
precursor. aungue con un rendimiento gue no supera actualmente a los sistemas
de produccion que sc han conseguido en Escherichia coli. Este sistema puede
ser utilizado para la produccion de formas mutantes, especialmente aquellas
que ofrezcan mayor dificultad en E. coli, como las que puedan implicar a los
residuos de cisteina, por su papel en la formacidén de puentes disulfuro.
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Se¢ han purificado v caracterizado las dos formas extracelulares de otra
proteina citotoxica producida por dspergiiius givaniens, ia proteina antifingica
(AT'P). Se ha podido determinar que la forma mayor (-AFP) es un precursor
de la forma madura, de menor actividad, v que evoluciona para dar la forma
realmente antifungica.

Ademas, de estos resultados se han obtenido varias conclusiones
respecto al mecanisme de produccidn v secrecion de estas toxinas, tanto en
Aspergillus como en Pichia. Unade elias es que la secuencia sefial de secrecion
de la a-sarcina. propia de 4. giganteus, es reconocida en P. pasioris. Por lo
tanto, sc dispone de un vector que podria ser utilizado para la secrecion
cliciente de otras proteinas en esta levadura, ademas de que permite pensar que
esa secuencia sefial podria ser reconocida en otros organismos.

Se¢ ha demostrado que es precisamente el reconocimiento efectivo de
la sefial de secrecion, v la inmediata translocacion cotraduccional de la
ribotoxina naciente al reticulo endoplasmico, lo que permite al organismo
productor, ya sea el original u otro heterotogo, la proteccion de los ribosomas

propios frente a {a accion de las toxinas.

Se¢ ha establecido que ¢l mecanismo de procesamiento proteolitico del
precursor de g-sarcina se da en varios pasos a lo largo de la ruta de secrecion:
tras el corte de la secuencia scfial. podria participar una dipeptidil
aminopeptidasa; el corte de la sccuencia pro remanente es realizado por una
proproteing convertasa. lo que resulta en la proteina madura.

También se ha establectdo el mecanismo de procesamiento de la AP
en Aspergillus, que utiliza pasos comuncs con ¢l de la a-sarcina: tras el corte
por la peplidasa sefial, actia la misma proproteina convertasa. liberando al
medio cxtracelular 1a 1T-AFP, precursora de la AFP, como va se ha dicho.

La proproteina convertasa implicada en estos cortes no actia de 1gual
forma en Aspergillus que en P. pastoris. presentando diferente especilicidad.
Precisamente ¢s este paso el gue sc ha optimizadoe en la produccion de la
a-sarcina en . pasioris.

Se ha estudiado el mecanismo catalitico de la g-sarcina, demostrandose
que es un mecanisme de tipo «ciclanter. en el que estan implicadas dos
rcacciones de transferencia de protones: una transfostoritacion que rompe un
enlace fosfodiéster para dar un producto conun grupo testorilo unido de forma
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ciclica a la ribosa, que es la reaccion mas rapida; v una hidrolisis de este
producto ciclico.

Se ha estudiado la dependencia de esta actividad ribonucleolitica con
el pH, estableciendo que la a-sarcina es una ribonucleasa acida, con un pH
optimo de 5.0, lo que representa una similitud mds con la RNasa UZ2. a
diferencia de 1o que se creia hasta ahora.

Se ha determinado el papel de los residuos que participan directamente
en la reaccion dcido-base de transfosforilacion: la His 137 es ef dcido general,
mientras que el Glu 96 ¢s la base general; la His 50 actia como modulador, y
no participa directamente en la cesion de protoncs.

Se ha clonado la secuencia codificante del gen de la RNasa U2, tanto
del DNA gendmico como del ¢cDNA, detectandose la existencia de un intrén.

Se ha conseguido producir la RNasa U2 madura, de forma
recombinante y mediante secrecion al medio extracelular, tanto en £. cofi como
cn P. pastoris, tras probar distintas estrategias, aunque con muy pequefio
rendimiento.

Se han purificado y caracterizado tanto la RNasa U2 nativa de Ustilago
sphaerogena, como la recombinante producida en P. pastoris. Aunque la
proteina recombinante es acliva y posce una estructura secundaria similar,
presenta una variacion conformacional, que puede ser debida a una diferencia
en la formacién de los puentes disulfuro, tal vez provocada por ia presencia de
tres aminodcidos extra en el extremo amino.

Por tanto, se dispone de sistemas que, con algunas mejoras que ya se
plantean, permitiran la produccion. no sdlo de la RNasa U2, sino de formas
mutantes en las que sc incorporen los elementos que hay presentes en las
ribotoxinas, colaborando a establecer asi cudl es su papel ¢n las propiedades
caracteristicas de estas proteinas tan evolucionadas.
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