ES 2 095 190 Al

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

ADN.° de publicacion: ES 2 095 190
@D Ntmero de solicitud: 9500509
GDint. C1.5: C12N 9/22

CO7K 14/415

A61K 38,46

®) SOLICITUD DE PATENTE Al

@ Fecha de presentacién: 06.03.95
Fecha de publicacién de la solicitud: 01.02.97

Fecha de publicacién del folleto de la solicitud:
01.02.97

@ Solicitante/s: Universidad de Valladolid y en
representacion el Vicerrector de Investigacion,
Rafael Pedrosa Saez
Plaza de Santa Cruz, 8
47002 Valladolid, ES

@Inventor/es: Girbes Juan, Tomas;
Martinez de Benito, Fernando;
Citores Gonzalez, Lucia;

Iglesias Alvarez, Rosario y
erreras Rodriguez, José Miguel

Agente: No consta

Tl’tulo: Proteinas inactivadoras de ribosomas, denominadas Alfa-nigritina, Beta-nigritina y Gamma-
nigritina, de la planta Sambucus nigra L., procedimiento para su obtencion y su utilizacién.

@ Resumen:

“Proteinas inactivadoras de ribosomas, denominadas
Alfa-nigritina, Beta-nigritina y Gamma-nigritina, de
la planta Sambucus nigra L., procedimiento para su
obtencién y su utilizacién” .
La Alfa-nigritina, Beta-nigritina y Gamma-nigriti-
na, presentan masas moleculares relativas de 29000,
40000 y 27500 daltons respectivamente. Alfa-nigri-
tina presenta la siguiente secuencia de aminoacidos
en su extremo amino-terminal:
Ala-Ser-Val-Leu-Asp-Ser-lle-GIn-Phe-Val-Ser-Leu-
Glu-Lys-Xxx-Ala-Val-Tyr-Glu-GIn-Asn.
Gamma-nigritina presenta tres péptidos tripticos con
la siguiente secuencia de aminoacidos:
a) Val-Thr-Asn-Ser-Phe-Tyr-Leu
b) Tyr-Xxx-Pro-Ser-lle-lle-Arg
) Trp-Xxx-Asn-Thr-His-Ser-Tyr-Leu-Asn-Glu-lle-
Phe-lle-Xxx-Leu.
El procedimiento general para la obtencidn de las
RIPs de Sambucus nigra de la presente invencién
comprende el aislamiento de las mismas de hojas de
Sambucus nigra incluyendo una primera operacidn
de extraccién con solucién acuosa a base de cloruro
de sodio y fosfato monosédico para obtener un ex-
tracto que sea capaz de inhibir la sintesis de protei-
nas, seguido de purificaciéon del extracto mediante
técnicas de cromatografia de intercambio idnico y
exclusién molecular.
La Alfa-nigritina, Beta-nigritina, y Gamma-nigritina
se utiliza como inactivador del acido ribonucléico e
inhibidor de la biosintesis de proteinas.
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DESCRIPCION

Proteinas inactivadoras de ribosomas, deno-
minadas Alfa-nigritina, Beta-nigritina y Gamma-
nigritina, de la planta Sambucus nigra L., proce-
dimiento para su obtencién y su utilizacion.
Campo técnico de la invencién

La presente invencién se encuadra dentro del
campo técnico de las proteinas inactivadoras de
ribosomas (RIPs) las cuales impiden el funciona-
miento ribosémico de manera catalitica por inac-
tivacion del dcido ribonucléico.

De forma mas especifica, la presente invencién
se refiere a nuevas RIPs de una cadena obtenidas
de hojas de Sambucus nigra L. con potencial apli-
cacion en la terapia del cancer y del sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA).

Estado de la técnica anterior a la invencién

En el reino vegetal existen algunas especies
que contienen actividades inhibidoras de la bio-
sintesis de proteinas en sistemas derivados de
organismos eucariontes, que son de naturaleza
proteica y que a la espera de una definicién
bioquimica precisa se conocen con el nombre de
proteinas inactivadoras de ribosomas (Gasperi-
Campani y cols. Biochem.J. 186, 439-441 [1980];
Gasperi -Campani y cols. J.Nat.Prod. 48, 446-
454 [1985]; Ferreras y cols. Cell. Mol. Biol. 35,
89-95 [1989]; Merino y cols. J. Ezxp.Bot. 41,

67-70 [1990]; Girbés y cols. Cell.Mol.Biol. 38,

803-812 [1992]; Citores y cols. Cell. Mol. Biol.
39, 885-995 [1993]; Stirpe y cols. Bio/technol.
10, 405-412 [1992]; Citores y cols. FEBS Lett.

329, 59-62 [1993]). Estas proteinas pueden ser
de una cadena polipeptidica (de tipo 1), de dos
cadenas polipeptidicas (de tipo 2) o de cuatro
cadenas polipeptidicas (de tipo 4) (Citores y
cols. FEBS Lett. 329, 59-62 [1993]). Las de
una cadena polipeptidica son N-glucosidasas del
acido ribonucleico ribosémico (Stirpe y cols. Nu-
cleic Acid Res. 16, 1349-1357 [1988]) mientras
que las de dos cadenas tienen una actividad N-
glucosidasa del dcido ribonucleico ribosémico (ca-
dena A) y una lectina (cadena B) (Stirpe y cols.
Bio/technol. 10, 405-412 [1992]) que habitual-
mente reconoce restos de galactosa y sus deriva-
dos. Las proteinas de cuatro cadenas estan forma-
das por dimeros del tipo A-B (equivalentes cada
uno a una molécula de tipo 2) (Citores y cols.
FEBS Lett. 329, 59-62 [1993]). Estas proteinas
( A y B) tienen una masa molecular (Mr) en-
tre 20000 y 34000. Las cadenas A impiden el
funcionamiento ribosémico de manera catalitica
por inactivacién del dcido ribonucléico (Jiménez
y Vézquez, Annu.Rev.Microbiol. 39, 649-672
[1985]; Roberts y Selitrennikoff, Biosc.Rep. 6,
19-29 [1986]; Stirpe y Barbieri, FEBS Lett. 95,
1-8 [1986]; Stirpe y cols. Bio/technol. 10, 405-

412 [1992]; Citores y cols. FEBS Lett. 329,
59-62 [1993]; Girbés y cols. J.Biol.Chem. 268,
18195-18199 [1993]; Girbés y cols. Plant Mol.

Biol. 22, 1181-1186 [1993]). La inactivacién con-
siste en la liberacién de una adenina del ARN
ribosémico mayor del ribosoma (Endo y Tsurugi,
J.Biol. Chem. 262, 8128-8130 [1987]; Stirpe y cols.
Nucleic Acid Res. 16, 1349-1357 [1988]; Girbés y
cols. J. Bacteriol. 175, 6721-6724 [1993]; Iglesias
y cols. FEBS Lett. 325, 291-294 g1993]]; Iglesias
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y cols. FEBS Lett. 318, 189-192 [1993]). El pa-
pel bioldgico de estas toxinas en la planta que
las produce es totalmente desconocido (Roberts
y Selitrennikoff Biosci.Rep. 6, 19-29 [1986]). Es-
tas proteinas son inmunolégica y quimicamente
diferentes unas de otras aunque guardan alguna
homologia secuencial en los aminoécidos del ex-
tremo amino-terminal en particular cuando las
toxinas pertenecen a la misma familia botanica
(Montecucchi y cols. Int.J.Peptide Protein Res.
33, 263-267 [1989]; Arias y cols. Planta 186, 532-
540 [1992]).

El enorme interés de las proteinas inactivado-
ras de ribosomas reside en que se utilizan en la
construccién de inmunotoxinas para terapia del
cdncer (Vitetta y Uhr, Annu.Rev.Immunol. 3,
197-212 [1985]; Frankel y cols. Annu.Rev.Med.
37, 125-142 [1986]; Koppel, Bioconj.Chem. 1, 13-
23 [1990]; Lord, Plant Physiol. 85, 1-3 [1987])
y del sindrome de inmunodeficiencia adquirida
(Till y cols. Science 242, 1166-1168 [1988]; Ghe-
tie y cols.  Bioconj.Chem. 1, 24-31 [1990];
Khan y cols. AIDS 4, 1197-1204 [1990]; Byers
y cols. AIDS 4, 1189-1196 [1990]). Muy recien-
temente se ha encontrado que diversos miembros
de este grupo de proteinas y en particular la lla-
mada tricosantina poseen per se cardcter inac-
tivador del virus RNA HIV-1 que es el agente
etiolégico del sindrome de inmunodefiencia adqui-
rida (McGrath y cols. Proc.Natl. Acad.Sci.USA
86, 2844-2848 [1989]; Lee-Huang y cols. FEBS
Lett. 272, 12-18 [1990]; Lee-Huang y cols. Proc.
Natl. Acad Sci. USA 88, 6570-6574 [1991]; Zarling
y cols. Nature 347, 92-95 [1990]).

Dado que las proteinas son substancias an-
tigénicas poderosas, para poder abordar cualquier
tipo de terapia con ellas es necesario disponer
de una bateria de dichas toxinas lo mas amplia
posible con el objeto de seleccionar la menos in-
munoreactiva por un lado y de poder substituir
la toxina o la parte toxica de la inmunotoxina
segun se van desarrollando anticuerpos neutrali-
zantes en el paciente por otro. Ademds no todas
estas toxinas proteicas poseen la misma citotoxici-
dad (Lee-Huang y cols. Proc.Natl. Acad.Sci.USA
88, 6570-6574 [1991]).

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencién, tal y como se indica en
su titulo se refiere a nuevas proteinas inactivado-
ras de ribosomas (RIPs) de la planta de Sambucus
nigra L., denominadas alfa-nigritina, beta-nigriti-
nay gamma-nigritina, a un procedimiento para su
obtencién y a su utilizacion.

Las mencionadas proteinas son nuevas toxinas
vegetales de naturaleza proteica que, en base a
sus propiedades quimico-fisicas y bioquimicas, se
clasifican en el grupo de proteinas vegetales inac-
tivadoras de ribosomas (RIPs) de tipo I o de una
sola cadena.

La originalidad de la presente invencion frente
al estado de la técnica expuesto en el apartado an-
terior reside en la biisqueda de proteinas inactiva-
doras de ribosomas de tipo 1 en Sambucus nigra
L., en la cual ya se ha descrito la existencia de
una proteina inactivadora de ribosomas de tipo 2
(Girbés y cols. Plant Mol.Biol. 268, 18195-18199
[1993]).

Las nuevas proteinas de la presente invencién
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estdn constituidas por una sola cadena con acti-
vidad N-glucosidasa del acido ribonucleico ribo-
sémico, en especial con actividad de N-glucosi-
dasa del acido ribonucleico 28 S de ribosomas de
mamiferos; caracterizandose dichas nuevas protei-
nas porque ligadas a una molécula transportadora
(anticuerpo, hormona u otra proteina) reconoci-
ble por un receptor de membrana presente en la
célula diana, permiten la actuacién especifica y
selectiva de la toxina sobre dichas células diana
por inactivacién del acido ribonucleico de sus ri-
bosomas.

Las proteinas de la presente invencién asi defi-
nidas son capaces de interaccionar cataliticamen-
te con el acido ribonucleico 5 y de provocar la in-
hibicién de la biosintesis de proteinas en sistemas
acelulares. Su poder inhibidor es muy superior a
los inhibidores antibiéticos no proteicos de la bio-
sintesis de proteinas (Pestka, S. (1977) Inhibitors
of protein synthesis. En: Molecular Mechanisms
of Protein Biosynthesis. Ed. H. Weissbach y S.
Pestka. Academic Press. pp. 468-553).

Adicionalmente, dichas proteinas presentan
actividad como N-glucosidasas del acido ribonu-
cleico ribosémico ARN-r.

La extraordinaria potencia como inhibidor de
la biosintesis de proteinas y su efecto sobre el
acido ribonucleico, equivalente al ejercido por
ejemplo por la PAP (pokeweed antiviral pro-
tein, Irvin, Pharmacol. Ter 21, 371-387 [1983]),
una proteina con actividad anti-HIV-1 (Zarling y
cols. Nature 347 92-95 [1990]), confieren a estas
proteinas una enorme utilidad.

Las aplicaciones mas importantes de las RIPs
de tipo 1 de la presente invencién son: como
inactivadoras in vitro de ribosomas sensibles a la
toxina, como inactivadoras in vitro del acido ri-
bonucleico de mamiferos, como inhibidoras de la
sintesis de proteinas en sistemas in wvitro, como
inhibidoras de la sintesis de proteinas en células
y tejidos acopladas a anticuerpos monoclonales
frente a receptores especificos en dichas células y
tejidos y como antivirales contra virus ARN, en
particular el HIV causante del sindrome de in-
munodeficiencia adquirida humana (SIDA).

Asimismo, a partir de dichas proteinas es po-
sible la construccién de conjugados con otras es-
pecies quimicas con la finalidad de inhibir la bio-
sintesis de proteinas por inactivacién in vivo de
ribosomas de organismos eucariontes. El trans-
porte de proteinas al interior celular se consigue
acoplandolas a transportadores adecuados como
anticuerpos, hormonas y otras proteinas que pue-
dan ser reconocidas por receptores especificos en
la superficie celular y que puedan ser internali-
zados [Stirpe y cols. Bio/technol. 10, 405-412
(1992); Barbieri y Stirpe, Céncer Surv. 1, 490-
520 (1982)].

Por lo tanto, las RIPs de tipo 1 de la presente
invencién son potencialmente utiles para la tera-
pia de enfermedades tales como cancer y SIDA.

El procedimiento general para la obtencion
de las RIPs de Sambucus nigra de la presente
invenciéon comprende el aislamiento de las mis-
mas de hojas de Sambucus nigra incluyendo una
primera operacién de extraccién con un soluciéon
acuosa a base de cloruro de sodio y fosfato mo-
nosédico para obtener un extracto que sea capaz
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de inhibir la sintesis de proteinas, seguido de pu-
rificacién del extracto mediante técnicas de cro-
matografia de intercambio sénico y de exclusion
molecular.

El procedimiento general para la obtencion de las
RIPs de una cadena a partir de hojas de Sambu-
cus nigra de la presente invencién comprende las
siguientes operaciones:

a) Obtencién del extracto proteico de hojas de
dicha planta con cloruro sédico y fosfato mo-
nosédico.

b) Acidificacién del extracto obtenido y croma-
tografia de intercambio iénico.

¢) Diélisis y desarrollo de una cromatografia de
intercambio sénico de la proteina obtenida en la
etapa anterior con un gradiente de sal.

d) Cromatografia de exclusién molecular de los
picos de proteina de la etapa anterior.

e) Didlisis y cromatografia de intercambio i6ni-
co de los picos que presentan inhibicion de la sin-
tesis de proteinas de la etapa anterior.

Las masas moleculares relativas (Mr) de alfa-ni-
gritina, beta-nigritina y gamma-nigritina, deter-
minadas por el procedimiento de electroferesis en
geles de poliacrilamida, son 29000, 40000 y 27500
daltons respectivamente.

La secuencia aminoacidica de péptidos tripticos
de la gamma-nigritina se determiné con un se-
cuenciador de proteinas, resultando la siguiente
secuencia aminoacidica:

1 5
Pico 6: Val-Thr-Asn-Ser-Phe-Tyr-Leu
1 5
Pico 7:  Tyr-Xxx-Pro-Ser-Ile-Ile-Arg
1 5
Pico 10: Trp-Xxx-Asn-Thr-His-Ser-Tyr-Leu-Asn-
10 15

Glu-Ile-Phe-Ile-Xxx-Leu

Asimismo, se determind la secuencia de aminoéci-
dos del extremo amino-terminal de la alfa-nigriti-
na empleando un secuenciador de proteinas, que
resultd ser la que se indica a continuacion:

1 5 10
Ala-Ser-Val-Leu-Asp-Ser-Ile-Gln-Phe-Val-Ser-
15 20

Leu-Glu-Lys-Xxx-Ala-Val-Tyr-Glu-Gln-Asn

La secuencia amino-terminal de beta-nigritina y
gamma-nigritina no se pudo determinar por estar
bloqueado su extremo amino-terminal.
Modos de realizar la invencién

La presente invenciéon se ilustra adicional-
mente con un ejemplo, el cual no pretende ser
limitativo de su alcance.

Este ejemplo se desglosa en 9 Partes:
a) Obtencién de alfa-nigritina, beta-nigritina y
gamma-nigritina a partir de hojas de Sambucus
nigra, b) determinacién de la masa molecular apa-
rente, c) presencia de cadenas glucidicas en alfa-
nigritina, beta-nigritina y gamma-nigritina, d) se-
cuencia amino-terminal de alfa-nigritina, e) ob-
tencién de péptidos tripticos de gamma-nigritina,
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f) actividad N-glucosidasa sobre el ARN, g) inhi-
bicién de la biosintesis de proteinas, h) relacién
inmunoldgica, 1) toxicidad.
a) Obtencidn de alfa-nigritina, beta-nigritina y
gamma-nigriting

300 g de hojas de Sambucus nigra se extra-
jeron con 2 1 de solucién 140 mM cloruro sédico
y 5 mM fosfato monosddico (pH 7,2) a 4°C du-
rante 12 h. La pasta resultante se filtré a través
de malla para queso para eliminar los sélidos re-
manentes. El extracto liquido se acidific6 a pH 4
con acido acético glacial y los s6lidos que apare-
cieron se eliminaron por centrifugacién a 12400 x
g durante 45 min a 0°C. El fluido sobrenadante
(aproximadamente 1920 ml) se sometié a croma-
tografia de intercambio i6nico en S Sepharose Fast
Flow (columna de 5 x 9,5 cm). La solucién de
equilibrado de columna fue acetato sédico 10 mM
(PH 4,5). El fluido proteico acidificado se aplicé
a la columna. La parte no retenida a la columna
se deseché. A continuacién la columna se lavé
con solucién de acetato sédico 10 mM (pH 4,5)
hasta que la absorbancia a 280 nm se redujo al
minimo. A continuacién se lavé la columna con
solucién de fosfato monosédico 5 mM (pH 6,66).
Los dos lavados se desecharon. Por tltimo la co-
lumna se eluyé con solucién 1 M de cloruro sédico
y b mM de fosfato monosddico (pH 6,66). Todo el
eluato conteniendo proteina se recogié y se dializé
a 4°C durante 12 h frente a 25 | de una solucién
de fosfato monosdédico 5 mM (pH 6,66). Esta
preparacion proteica se sometié a continuacién a
cromatografia de intercambio i6nico en gradiente
de fuerza iénica en CM-Sepharose Fast Flow (co-
lumna de 5 x 2,6 cm) preequilibrada con solucién
de fosfato monosédico (pH 6,66). Primero se fij6
la proteina y después se aplico el gradiente iénico
consistente en 500 ml de solucién 5 mM de fosfato
monosddico (pH 6,66) y 500 ml de solucién 300
mM de cloruro sédico. La velocidad se ajusté a
7 ml por min y se recogieron fracciones de 11,9
ml. Se recogieron 2 grupos de fracciones capa-
ces de inhibir sintesis de proteinas en lisado de
reticulocitos de conejo: I (fracciones 13 a 24 con
143 ml aproximadamente) y II (fracciones 35 a
50 con 190 ml aproximadamente). Las fraccio-
nes de cada grupo se juntaron. El grupo I se
sometié a una cromatografia de exclusién mole-
cular en Superdex 75 HiLoad (columna de 2,6 x
60 cm) equilibrada con una solucién de 5 mM de
fosfato monosédico (pH 6.66) conteniendo 0,4 M
de cloruro sédico. La velocidad se ajust6 a 2 ml
por min y se recogieron fracciones de 5 ml. Las
fracciones 23 a 29 que mostraron actividad inhi-
bidora se juntaron y se dializaron frente a 4 1 de
agua (3 veces) y se liofilizé. Se obtuvieron 10,5
mg de los cuales 3 mg se resuspendieron en una
solucién 5mM de fosfato monosédico (pH 6.66).
Esta solucién se sometié a cromatografia de in-
tercambio catiénico en gradiente de fuerza iénica
a través de Mono S acoplada a FPLC (columna
de 1 ml preequilibrada con la misma solucién).
Primero se fijé la proteina y después se aplicé el
gradiente idnico consistente en 40 ml de soluciéon
de 5 mM de fosfato monosédico (pH 6. 66), 0. 1
M de cloruro de sodio y 60 ml de solucién 5 mM
de fosfato monosddico (pH 6.66), 0,3 M de cloruro
sédico. La velocidad se ajust6 a 1 ml por min y se
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recogieron fracciones de 1,5 ml. Las fracciones 11
a 15 que inhibieron sintesis de proteinas en lisado
de reticulocito de conejo se juntaron y se dializa-
ron frente agua y se liofilizaron, obteniéndose de
esta manera la proteina alfa-nigritina.

El grupo II se sometié a una cromatografia
de exclusién molecular en Superdex 75 HiLoad
equilibrada con una solucién de 5 mM de fosfato
monosddico (pH 6,66) conteniendo 0,4 M de clo-
ruro sédico. La velocidad se ajusté a 2 ml por
min y se recogieron fracciones de 5 ml. Las frac-
ciones 19 a 20 y 22 a 29 que inhibieron sintesis de
proteinas en lisado de reticulocitos de conejo se
juntaron y se dializaron frente a agua y se liofiliza-
ron, obteniéndose de esta manera para el primer
grupo 0,6 mg y 26,7 mg para el segundo. Los 0,6
mg se resuspendieron en una solucién 5mM de
fosfato monosédico (pH 6.66). Esta solucién se
someti6 a cromatografia de intercambio catiénico
en gradiente de fuerza idnica a través de Mono
S acoplada a FPLC (columna de 1 ml preequili-
brada con la misma solucién). Primero se fijé la
proteina y después se aplico el gradiente iénico
consistente en 40 ml de solucién de 5 mM de fos-
fato monosédico (pH 6.66), 0.15 M de cloruro de
sodio y 60 ml de solucién 5 mM de fosfato mo-
nosédico (pH 6.66), 0,3 M de cloruro sédico. La
velocidad se ajusto a 1 ml por min y se recogie-
ron fracciones de 1,5 ml. Las fracciones 14 a 18
que inhibieron sintesis de proteinas en lisado de
reticulocito de conejo se juntaron y se dializaron
frente agua y se liofilizaron, obteniéndose de esta
manera la proteina Beta-nigritina.

De los 26,7 mg obtenidos en el segundo grupo,
3 mg se resuspendieron en una solucién 5mM de
fosfato monosédico (pH 6.66). Esta solucién se
someti6 a cromatografia de intercambio catiénico
en gradiente de fuerza idnica a través de Mono
S acoplada a FPLC (columna de 1 ml preequili-
brada con la misma solucién). Primero se fijé la
proteina y después se aplico el gradiente iénico
consistente en 40 ml de solucién de 5 mM de fos-
fato monosédico (pH 6.66), 0.15 M de cloruro de
sodio y 60 ml de solucién 5 mM de fosfato mo-
nosédico (pH 6.66), 0,3 M de cloruro sédico. La
velocidad se ajusto a 1 ml por min y se recogie-
ron fracciones de 1,5 ml. Las fracciones 12 a 18
que inhibieron sintesis de proteinas en lisado de
reticulocito de conejo se juntaron y se dializaron
frente a agua y se liofilizaron, obteniéndose de
esta manera la proteina Gamma-nigritina.

b) Determinacion de la masa molecular aparente
de alfa-nigritina, beta-nigritina y gamma-nigriti-
na

La masa molecular relativa se determiné por
electroforesis en geles discontinuos de poliacrila-
mida en presencia de SDS (dodecil sulfato s6dico)
por el procedimiento de Laemmli (Nature 227,
680-685, [1970]) con un aparato Mighty-Small 1T
de Hoefer (San Francisco, Cal., USA) y una fuente
de alimentacién Promax modelo FAC-400. El
procedimiento esencialmente es como se describe
a continuacién. Se disuelven entre 1-10 pg de las
muestras en un tampoén desnaturalizante que con-
tiene 75 mM de Tris-HCI (pH 8,8), 2% de SDS,
10% de glicerol y 5% de 8-ME. Se hierve la mues-
tra 90 segundos y se le anade azul de bromofenol
hasta una concentracién de 0,02%.El gel consta
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de dos fases con distinta concentracién de polia-
crilamida: “el gel separador” se forma con una
mezcla de un 14,6% de acrilamida y un 0,4% de
bisacrilamida (156% T 2,7% C), Tris-HCI 375 mM
(pH 8,8), SDS 0,1%, persulfato aménico 0,1% y
TEMED 0,07%, y “el gel de compactacién” que
estd formado por 3,9% acrilamida, 0,1% bisacri-
lamida (4% T 2,7% C), Tris-HCl 125 mM (pH
6,8), SDS 0,1%, persulfato aménico 0,08% y TE-
MED 0,08%. La electroforesis se lleva a cabo en
tampén Tris-HCL 25 mM (pH 8,3), glicina 192
mM y SDS 0,1%, durante aproximadamente 45-
60 min (el frente de azul de bromofenol sirve como
testigo del proceso) a la intensidad limitante de
20 mA por gel y 20 °C de temperatura. Al fi-
nalizar la electroforesis se retiran los geles y se
tinen durante 3-4 h con soluciéon de tenido for-
mada por 0,125% de coomassie brilliant blue R-
250 en una solucién al 50% de metanol y 10%
de acido acético en agua. Después se cambia el
gel a un recipiente con solucién de destenido com-
puesta de dcido acético 7% y metanol 5% en agua,
hasta que se destine suficientemente.

Para determinar la masa molecular aparente
(Mr) de las muestras se colocan en una de
las calles varios marcadores de masa molecu-
lar conocida: Albimina de suero bovino de
68000 Daltons, L-Glutamato Deshidrogenasa de
54000, Alcohol Deshidrogenasa de 37000, Anhi-
drasa Carbdnica de 29000, e Inhibidor de Tripsina
20100. La Mr se determina por interpolacién.

Los valores de Mr obtenidos fueron 29000,
40000 y 27500 daltons para la alfa-nigritina, beta-
nigritina y gamma-nigritina respectivamente.
¢) presencia de cadenas glucidicas en alfa-nigriti-
na, beta-nigritina y gamma-nigritina

Para detectar la existencia de grupos gluci-
dicos en las proteinas estudiadas se utilizé “el
Glycan Detection Kit” de Boehringer Mannheim
(Mannheim, Alemania). Se disolvieron 1-10 ug
de muestra en 20 ul de tampdn acetato sédico 0,1
M (pH 5,5) y se anadieron 10 ul de una disolucién
de metaperiodato sédico 6,67 mg.ml~! para oxi-
dar los grupos hidroxilo de los azicares a grupos
aldehido. A continuacién se incub6 durante 20
min en oscuridad a temperatura ambiente. Pos-
teriormente el exceso de metaperiodato sédico se
destruy6 anadiendo 10 pl de disulfito sédico 15
mg.ml~ L. Se dejé actuar a temperatura ambiente
durante 5 min. Seguidamente se anadieron 5 ul
de una solucién de DIG-succinil-e-acido amidoca-
proico hidrazida, con lo cual se une el grupo DIG
(digoxigenina) a los aldehidos de los azucares gra-
cias al grupo hidrazido. Se incubd 1 h a tempe-
ratura ambiente. Por tltimo se anadieron 15 ul
de tamp6n (Tris-HCI 300 mM (pH 8,8), 8% SDS,
40% glicerol, 20% 2-ME)), se hirvié la mezcla a
100°C durante 2 min y se anadieron 2 ul de azul
de bromofenol 0,5 % (p/v). Las muestras se so-
metieron a electroforesis como se indica anterior-
mente. Posteriormente las proteinas se transfi-
rieron a una membrana de Immobilon (Millipore)
utilizando el protocolo descrito por los fabricantes
del sistema de transferencia utilizado, el sistema
semiseco Semi-Phor modelo TE70 de Hoefer. Las
muestras se separan previamente por electrofore-
sis como se describe anteriormente, pero en vez
de ser tenidas se embeben durante 15 min en un
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tampén de transferencia compuesto por Tris-HCI
25 mM (pH 8,3), glicina 192 mM, SDS 1,3 mM
y 10% de metanol. El lecho de papel consiste en
tres trozos de papel Whatman 3M (Whatman in-
ternational Ltd., Maidstone, England) del mismo
tamaifio que el gel y otros tres dos milimetros mas
grandes por cada lado, también embebidos en el
mismo tampén. La membrana de nitrocelulosa
Immobilon de Millipore a la que serdn transferi-
das las proteinas, también cortada al mismo ta-
mano que el gel, se humedece unos 10 segundos en
metanol puro y a continuacion se lava con abun-
dante agua tipo I (obtenida con un sistema MilliQ)
de Millipore), tras lo cual se sumerge en tampdn
de transferencia durante 15 min. Una vez prepa-
radas las capas del “sandwich” de transferencia
(lecho de papel sobre y bajo la membrana), se
colocan sobre uno de los electrodos, teniendo el
cuidado de evitar en lo posible el estancamiento
de burbujas. A continuacién se coloca el segundo
electrodo y se conecta a la fuente de alimenta-
cién a la intensidad limitante de 0,8 mA.cm™2 de
gel durante 1 h. Tras la transferencia la mem-
brana se incubé en el tampén de bloqueo propor-
cionado por el “kit”, durante 30 min. Después, se
lavé la membrana 3 veces durante 10 min con 50
ml de TBS pH 6,5 (Tris-HCI 0,05 M, NaCl 0,15
M). Seguidamente la membrana se incubé con el
anticuerpo anti-DIG conjugado con fosfatasa al-
calina disuelto en TBS pH 6,5 durante 1 h. Tras
lo cual se lavé como antes. Finalmente, se ana-
di6 el sustrato de la fosfatasa alcalina formado
por 5-Bromo 4 cloro 3 indolil-fosfato y NTB (clo-
ruro de Nitroblue-tetrasodio-disulfato disuelto en
dimetilformamida) disueltos en tampén Tris-HCI
0,1 M (pH 9,5) conteniendo MgCls 0,05 M y NaCl
0,1 M. El desarrollo del color se efectué sin agi-
tacién y en pocos minutos. Para parar la reaccién
se lavd varias veces con agua destilada. Las pro-
teinas con azucares en sus cadenas desarrollaron
un color gris oscuro. Como patréon se utilizo la
glicoproteina transferrina (76000 daltons).
Alfa-nigritina y gamma-nigritina poseen ca-
denas glucidicas reactivas con el sistema de de-
teccion de glicanos de Boehringer.
d) secuencia amino-terminal de alfa-nigritina
La secuencia amino-terminal se determiné co-
mo se indica en Limas y cols.(Planta 181,1-9
[1990]) con un secuenciador de proteinas Knauer
modelo 810 equipado con un analizador de
PTH-aminoacidos (feniltiohidantoilderivados de
los aminoacidos).La secuencia de aminodcidos del
extremo amino-terminal de las proteinas se rea-
lizé por degradaciéon de Edman. El proceso con-
siste en la reaccién en medio basico del reactivo de
Edman (fenilisotiocianato) con el grupo amino del
aminoécido del extremo amino terminal del poli-
péptido. El posterior tratamiento con acido tri-
fluoroacético (TFA) rompe el primer aminodcido
(sin alterar los otros enlaces peptidicos) que que-
da formando un derivado de tiazolinona, el cual
al tratarse con un acido en solucién acuosa ge-
nera un feniltiohidantoin (PTH)-aminoécido es-
table. Los PTH-derivados resultantes fueron ana-
lizados empleando una columna Nucleosil 10 C-18
(2 x 250 mm) de 5 pym de didmetro de particula,
equilibrada con un 88% de fase mévil A (acetato
sédico 7,6 mM:acetonitrilo [85:15(v/v)] pH 4,77)
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y un 12% de fase mévil B (acetonitrilo). La co-
lumna fue eluida a un flujo de 1 ml.min~*! a 51°C
con el siguiente gradiente de acetonitrilo: 12% du-
rante 1.05 min, de 12% a 22% en 4.95 min, de 22%
a 31% en 4 min, de 31% a 33% en 7 min, de 33%
a 35% en 6 min y de 35% a 90% en 0, 15 min.
El cromatograma de cada etapa era comparado
automatica y manualmente con un cromatogra-
ma patrén.

La secuencia se determiné en ausencia de poli-
breno. Las secuencia se presenta en la Tabla 1.
La secuencia amino-terminal de beta-nigritina y
gamma-nigritina no se pudo determinar por estar
bloqueado su extremo aminoterminal.

TABLA 1

Secuencia amino-terminal de la alfa-nigritina.

1 5 10
Ala-Ser-Val-Leu-Asp-Ser-Ile-Gln-Phe-Val-Ser-
15 20

Leu-Glu-Lys-Xxx-Ala-Val-Tyr-Glu-Gln-Asn

e) Obtencion de péptidos tripticos de la gamma-
nigritina

La digestién de la proteina nativa disuelta en
N-metilmorfolina 0.2 M (pH 8.2) se realizé con tri-
psina 1% (p/p) durante 6 h a 37 °C. La reaccién
rindié una coleccién de péptidos que se separa-
ron por un sistema cromatografico en fase reversa
por medio de HPLC equipado con dos bombas
(Waters 680) y un controlador de gradiente au-
tomdtico (Waters 990) a través de una columna
Cis RP Nova Pak (150 x 3.9 mm). La croma-
tografia se realiz6 durante 300 min a un flujo de
30 ml.h~! en presencia de 4cido trifluoroacetico
0.1% (v/v) en agua con un gradiente lineal 0-40%
de acetonitrilo. El perfil de la elucién de dichos
aminoécidos fue registrado por un analizador mo-
delo Waters 990.
Cada pico cromatografico se recogié por separado.

La secuencia aminoacidica de los diferentes
peptidos tripticos obtenido se llevé a cabo (Limas
y cols. 1990), con un secuenciador de proteinas
Knauner modelo 810 equipado con un analiza-
dor de PTH-aminoacidos (feniltiohidantoin deri-
vados de los aminodcidos) (Fisher y cols., 1989).
Las secuencias de los péptidos se determinaron en
presencia de polibreno (utilizado como fijador del
péptido). Los PTH-aminoacidos se identificaron
y cuantificaron por cromatografia en HPLC en
fase reversa con una columna Cjg.
Se obtuvieron 3 péptidos tripticos con la siguiente
secuencia aminoacidica:

1 5
Pico 6:  Val-Thr-Asn-Ser-Phe-Tyr-Leu
1 5
Pico 7:  Tyr-Xxx-Pro-Ser-Ile-Ile-Arg
1 5
Pico 10:  Trp-Xxx-Asn-Thr-His-Ser-Tyr-Leu-
10 15

Asn-Glu-Ile-Phe-Ile-Xxx-Leu
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f) Actividad N-glucosidasa sobre el ARN

La actividad N-glucosidasa de las nigritinas se
determiné como liberacién del fragmento de ARN
como consecuencia de la accién de la anilina en
medio &cido sobre el ARN depurinado por las ni-
gritinas. La liberacién del fragmento de ARN se
determiné incubando 100 ul de lisado de reticulo-
citos de conejo (obtenido tal y como se describird
mds adelante) con 10 ug de toxina en una solucién
que contenia [MgAcy 1 mM, ditiotreitol 5 mM,
KC1 50 mM, Tris-HCI (pH 7,8) 20 mM], durante
15 min a 37°C. Después el ARN se extrajo de es-
tas mezclas de reacciéon con un volumen de fenol
saturado de Tris-HC1 0,1 M (pH 7,8), en presen-
cia de 2,5 mM EDTA y 1 volumen 0, 5% SDS/50
mM Tris-HCl (pH 7, 6). La extraccién con fenol
se realiz6 otras dos veces y finalmente el ARN se
precipit6 con dos volimenes de etanol en solucién
0,3 M de acetato de sodio pH 5,2 a -80°C durante
2 h. A continuacién se traté el ARN con 1 volu-
men de anilina 2 M (pH 4, 5) durante 10 min a
0 °C en oscuridad. La anilina se extrajo con éter
dietflico (un volumen, dos veces). El ARN se pre-
cipité a continuacién con dos volimenes de etanol
y 0,3 M NaAc (pH 5,2). El an4lisis electroforético
del fragmento liberado se realizé como sigue. El
precipitado de ARN obtenido en la tltima etapa
se resuspendié en HyO. 3 pug de ARN en tampén
de electroforesis (100 mg/ml) de sacarosa, 7 M
de urea, 0,4 gg/ml de azul de bromofenol, Tris-
HC1 89 mM (pH 8,3), dcido Bérico 89 mM, EDTA
(etilen diamino tetra-acético) 25 mM (pH 8,3), se
colocaron en cada uno de los pocillos del gel de
poliacrilamida (4,85% acrilamida y 0,15% de bi-
sacrilamida) preparado segin Salustio y Stanley
(J.Biol.Chem. 265, 582-588 [1990]) en un tampén
que contenfa Tris-HCl 89 mM (pH 8,3), &cido
Boérico 89 mM y EDTA 25 mM (pH 8,3). La elec-
troforesis se llevé a cabo a 15 mA durante 100 min
en un sistema de minigeles (7 x 10 cm) (Mighty
Small, Hoefer). El tenido del gel se realiz6 con
bromuro de etidio (0,5 ug.ml~!) durante 30 min.
La visualizacién se realiz6 con transiluminador de
ldmpara U.V. a 312 nm. Alfa, beta y gamma ni-
gritinas mostraron actividad N-glucosidasa.
g) Inhibicion de la biosintesis de proteinas

Los estudios de inhibicién de biosintesis in vi-
tro de proteinas se realizaron utilizando distintos
sistemas acelulares en las condiciones que se des-
criben a continuaciéon. Se utilizaron lisados de
reticulocitos de conejo, S-30 de higado de rata
y S-30 obtenidos de germen de distintas especies
Vet)getales (trigo, Vicia sativa L. y Cucumis melo
L.).
Para obtener un lisado de reticulocitos de co-
nejo se parte de 4 conejos de entre 3-4 kg y se
les somete a un tratamiento previo con fenilhi-
drazina, sustancia que impide la completa madu-
racién de los reticulocitos. La fenilhidrazina es
preparada fresca de la siguiente forma: se pesan
0,25 g y se disuelven en 7 ml de tampén fosfato
sédico 5 mM (pH 7,4), conteniendo 0,14 M de
NaCl. A continuacién se vuelve a ajustar el pH
con NaOH 0,1 N hasta pH 7-7,5 y finalmente se
enrasa a 10 ml con agua tipo I. Tras filtrarse a
través de una membrana de 0,22 pym se guarda
en frasco de vidrio tapado en total oscuridad.

La fenilhidrazina se inyecta subcutdneamente
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en el lomo de los animales, 1 ml de la solucién
por conejo durante 5 dias seguidos. Tras dos dias
de descanso se anestesian con 2 ml de pentotal
sédico 2 g.ml™!, y se sangran seccionando la vena
yugular y la arteria carétida. La sangre se recoge
sobre vasos de precipitados previamente banadas
sus paredes con 1 ml de heparina al 0,05 %. Pos-
teriormente la sangre se filtra a través de 2 gasas
para limpiarla de coagulos. La sangre filtrada se
centrifuga a 6000 rpm (5500 xg) durante 15 min a
2°C en un rotor JA-14. Se retira el sobrenadante
con ayuda de un sistema de vacio y se anaden
al sedimento 200 ml de la solucién de NaCl 130
mM, KCl 5 mM y MgCly 7,5 mM. Tras resus-
pender los reticulocitos se vuelven a centrifugar
en las mismas condiciones anteriores. Se desecha
el sobrenadante y se vuelve a lavar otras 2 veces
de la forma ya descrita. El sedimento obtenido
en la ultima centrifugacién se pesa y se le anade
un volumen de solucién de MgCly 2 mM y DTT
10 mM. Con esta solucién se lisan los reticuloci-
tos agitandolos durante 10 min a 4°C. El lisado
se centrifuga a 15000 rpm (27000 xg) durante 15
min a 2°C en un rotor JA-20. Se recoge el so-
brenadante y se le anade un décimo de volumen
del tampdén Tris -HC1 200 mM (pH 7,8) y KCI
0,5 M. Tras homogeneizar la mezcla se reparte en
alicuotas de 300 ul y se guarda a -80°C hasta su
uso. La reaccién de sintesis de proteinas se llevo
a cabo en mezclas de un volumen final de 50 ul
que contenia 10 pl de lisado y Tris-HCI 20 mM
(pH 7,8), KCI 50 mM, MgCl, 1,5 mM, Ditiotrei-
tol 5 mM, ATP (Adenosin 5¢ Trifosfato) 1 mM,
GTP (Guanosin 5¢ Trifosfato) 0,2 mM, Creatin-
Fosfato 10 mM, creatin quinasa 40 ug/ml, 20 mM
de Hemina, todos los aminoacidos proteicos me-
nos L-valina 0,04 mM y L-[*H]valina 2 pCi/ml.
La reaccién se incub6 a 30 °C durante 20 min.
La reaccion de sintesis de proteinas se para con la
adicién de 500 pl de KOH 0,1 N (utilizado para
degradar las moléculas de los aminoacil-tRNAs
cargados que no se han incorporado en la cadena
polipeptidica) y 30 ul de HoO4 del 30% (v/v) para
eliminar el color de las muestras. Después de 15
min se anaden 500 ul de TCA al 20% (p/v), (para
que precipiten las cadenas polipeptidicas forma-
das). Los precipitados proteicos son recogidos so-
bre filtros de fibra de vidrio (GF/A, Whatman)
de 2,5 cm de didmetro, cada tubo de reaccién es
lavado 2 veces con 1 ml de TCA al 5% y luego el
filtro con 2 ml de etanol absoluto del 96%. Pos-
teriormente los filtros son secados a 120 °C du-
rante 10 min y colocados en el interior de viales
de pléstico a los cuales se les anade 2 ml de liquido
de centelleo (Ready Safe de Beckman).

El1 S-30 de higado de rata se hizo segin se des-
cribe a continuacién. La rata es sacrificada bajo
los efectos del pentotal sédico (100-200 mg.g~!
de peso) perfundiendo el higado con tampén de
extraccién compuesto de: Tris-HCI 20 mM (pH
7,8), KC1 150 mM, MgAcy, 3 mM y DTT 5 mM.
El higado, una vez extraido, se lava dos veces con
el mismo tampén, posteriormente se trocea con
tijeras y se homogeneiza manualmente durante 5
min manteniendo el homogeneizador en un bafo
de agua/hielo. Durante el proceso se anade un
volumen de tampén equivalente a cinco/cuartos
el peso en gramos del higado. El tejido homoge-

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

neizado se centrifuga a 2500 rpm (750 xg) durante
5 min a 4°C en un rotor JA-20, tras lo cual el so-
brenadante se recoge y, de nuevo, es centrifugado
pero esta vez a 16000 rpm (30000 xg) 15 min a
4°C en el mismo rotor. El sobrenadante es reti-
rado, teniendo especial cuidado no contaminarlo
con la capa superior de grasa, y a continuaciéon
es filtrado a través de una columna de Sephadex
G-25 (8 x 2,5 cm) previamente equilibrada con
tampo6n de extraccién. El eluato no retenido se
recoge en fracciones y se juntan aquellas de co-
lor més intenso. Seguidamente se reparte el ex-
tracto en alicuotas y se guarda a -80°C hasta su
uso. La reaccién de sintesis de proteinas se llevo
a cabo en mezclas de un volumen final de 25 ul
que contenia 25 ul de S-30 de higado de rata y
Tris-HC1 20 mM (pH 7,8), KCl 50 mM, MgCl,
8 mM, NH,C1 100 mM, Ditiotreitol 5 mM, ATP
(Adenosin 5¢ Trifosfato) 2 mM, GTP (Guanosin
5¢ Trifosfato) 1 mM, CTP (Citidin 5‘Trifosfato)
0,2 mM, Fosfoenolpiruvato 2 mM, Piruvato qui-
nasa 40 ug/ml, todos los aminodcidos proteicos
menos L-valina 0,1 mM y L-[3H]valina 3 pCi/ml.
La reaccién se incub6 a 37 °C durante 60 min.
La reaccion de sintesis de proteinas se para con la
adicién de 500 pl de KOH 0,1 N (utilizado para
degradar las moléculas de los aminoacil-tRNAs
cargados que no se han incorporado en la cadena
polipeptidica). Después de 15 min se anaden 500
ul de TCA al 20% (p/v), (para que precipiten
las cadenas polipeptidicas formadas). Los pre-
cipitados proteicos son recogidos sobre filtros de
fibra de vidrio (GF/A, Whatman) de 2,5 cm de
didmetro, cada tubo de reaccién es lavado 2 veces
con 1 ml de TCA al 5% y luego el filtro con 2
ml de etanol absoluto del 96%. Posteriormente
los filtros son secados a 120°C durante 10 min y
colocados en el interior de viales de plastico a los
cuales se les anade 2 ml de liquido de centelleo
(Ready Safe de Beckman). El S-30 de gérmenes
vegetales se hizo segin Arias y cols; Planta 186,
532-540 [1992]; Arias y cols. Phytochemistry 30,
3185-3187 [1991]. Se esterilizan las semillas con
lejia comercial diluida (una parte de lejia y tres
de agua corriente estéril) y se aclaran abundan-
temente con agua corriente estéril. Una vez acla-
radas las semillas se depositan en el fondo de un
tarro de vidrio (previamente esterilizado en auto-
clave) sobre cuatro capas de papel de filtro hu-
medecido (esterilizado en estufa a 150°C). Todo
este proceso se realiza dentro de una cabina de
flujo laminar horizontal modelo Micro-H (Telstar
S.A., Tarrasa). La germinacién se lleva a cabo
a 20°C en oscuridad y durante 4-5 dias, al cabo
de los cuales resultan gérmenes de aproximada-
mente 1 cm, de color blanco debido a la ausencia
de clorofila.

Cuando el germen alcanza el tamano deseado
se separa de la semilla mediante pinzas de cirugia
y es depositado en un vaso de precipitados en-
friado a 0°C. Este proceso y todos los siguien-
tes se realizan en condiciones libres de RNasas.
Se pesan entre 4-6 gramos de germen y se lavan
dos veces con agua tipo I estéril (obtenida con el
equipo Milli RO-Milli Q de Millipore (Madrid)) y
una vez con tampoén de extraccion enfriado en un
bafio agua/hielo. El tampdén de extraccién uti-
lizado estd compuesto por Tris-HCI 20 mM (pH

7
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7,8), KCI 25 mM, MgAcy, 9 mM y DTT 5 mM. El
germen lavado y escurrido se coloca en un mor-
tero de porcelana no vitrificada enfriado a -20°C
y se machaca durante unos 15 minutos, hasta que
adquiere un aspecto homogéneo y brillante. Du-
rante el proceso se anaden entre 0,2 y 0,4 ml de
tampon de extraccién. Todo el proceso se rea-
liza en la cdmara fria (4°C). A continuacién se
centrifuga el extracto a 4000 rpm (2000 xg) du-
rante 10 minutos a 4°C en un rotor JA-20 de la
centrifuga Beckman modelo J2-21 (Beckman in-
struments, INC, Palo Alto, CA, USA). Después
se desecha el sedimento formado por restos de te-
jido vegetal y el sobrenadante se incuba durante
15 min a 0-2°C. Seguidamente se centrifuga de
nuevo, pero esta vez a 16000 rpm (30000 xg) du-
rante 20 min a 4°C en el mismo rotor. El sobrena-
dante resultante se recoge con una pipeta Pasteur
evitando en lo posible la capa de grasa y se cro-
matografia a través de una columna de Sephadex
G-25 (10 cm x 4 c¢m) equilibrada previamente con
tampon de extraccion. La elucién se lleva a cabo
en camara fria. El eluato conteniendo las frac-
ciones que muestran mayor opacidad es repartido
en alicuotas de 0,2 ml, etiquetadas como S 30 y
congeladas a -80°C hasta su uso. La reaccién de
sintesis de proteinas se llevé a cabo en mezclas de
un volumen final de 50 Vil que contenia 15 ul de
S-30 de germen vegetal y Tris-HC1 29 mM (pH
7,8), KCI 30 mM, Mg(AcO)s 9,8 mM, NH,C1 28
mM, Ditiotreitol 5 mM, ATP (Adenosin 5¢ Trifos-
fato) 4 mM, GTP (Guanosin 5° Trifosfato) 1 mM,
Creatin -Fosfato 8 mM, creatin quinasa 60 ug/ml,
t-RNA de germen de trigo 0,4 mg/ml, todos los
aminoacidos proteicos menos L-valina 0,1 mM y
L-[*H]valina 7,4 uCi/ml. La reaccién se incub6
a 30 °C durante 30 min. La reaccién de sintesis
de proteinas se para con la adicién de 500 ul de
KOH 0,1 N (utilizado para degradar las moléculas
de los aminoacil-tRNAs cargados que no se han
incorporado en la cadena polipeptidica) y 100 ug
BSA para facilitar la precipitacién de proteinas.
Después de 15 min se anaden 500 ul de TCA al
20% (p/v), (para que precipiten las cadenas po-
lipeptidicas formadas). Los precipitados protei-
cos son recogidos sobre filtros de fibra de vidrio
(GF/A, Whatman) de 2,5 cm de didmetro, cada
tubo de reaccién es lavado 2 veces con 1 ml de
TCA al 5% y luego el filtro con 2 ml de etanol
absoluto del 96%. Posteriormente los filtros son
secados a 120°C durante 10 min y colocados en
el interior de viales de plastico a los cuales se les
anade 2 ml de liquido de centelleo (Ready Safe de
Beckman).

Los resultados se indican en la tabla 2.
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TABLA 2

Efecto de las nigritinas sobre la biosintesis de
proteinas llevada a cabo por distintos sistemas

acelulares.

Sistema acelular IC50(ng/ml)
Alfa-ni- | Beta-ni- | Gamma-ni-
gritina | gritina gritina

Lisados de reticu-

locitos de conejo 34 8.41 2.44

higado de rata 556 172 407

germen de trigo >3000 | >5000 >2000

germen de Vicia

sativa L. >3000 | >5000 >2000

germen de Cucu-

mis melo L. >3000 | >5000 >2000

IC50 indica la concentracién de proteina que
provoca un 50% de inhibicién de biosintesis de
proteinas en las condiciones standard de cada sis-
tema acelular y se obtuvieron por regresion lineal
de los resultados obtenidos incubando los distin-
tos sistemas con cantidades variables de las dis-
tintas proteinas. Como control se incubaron los
distintos sistemas en ausencia de proteina.

h) Relacion inmunoldgica

La gamma-nigritina posee una fuerte activi-
dad inmunogénica que permitié obtener anticuer-
pos policlonales en conejo por los procedimien-
tos standard (Harlow y Lane “Antibodies, a labo-
ratory manual” Cold Spring Harbor Laboratory
[1988]).

Dos conejos de 3-4 kg fueron inyectados sub-
cutaneamente en el lomo con 0,5 mg de proteina
en emulsiéon completa de Freund y 100 mM de
NaCl. Las inyecciones se repitieron a las 3 y a
las 6 semanas con 0,5 mg en emulsién incompleta
de Freund. Después de dos meses de la primera
inyeccién, los conejos se anestesian con 2 ml de
pentotal sédico 2 g.ml~! y se sangran seccionando
la vena yugular y la arteria carétida. La sangre
se incub6 durante 1 hora a 37°C y después 12 ho-
ras a 4°C. El suero (que contiene los anticuerpos
policlonales) se separé del codgulo por centrifu-
gacion. Dicho suero se purificé por cromatografia
de afinidad a través de Proteina A-Sepharosa y
reaccioné fuertemente con la gamma-nigritina.

La reacciéon inmunolégica de las nigritinas
frente a los anticuerpos se estudié utilizando un
sistema de filtracion para “dot blot” de Tecgen
S.A. 500, 250, 125 y 62.5 ng de proteina (alfa-ni-
gritina, beta-nigritina, gamma-nigritina) se inmo-
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bilizaron en una membrana Inmobilon P de Mi-
llipore (que previamente habia sido tratada con
etanol, lavada con agua y preincubada durante
10 minutos con TBS). A continuacién las mem-
branas se procesaron para la reacciéon con los an-
ticuerpos (anti-gamma-nigritina) tal y como se
describe a continuacién. Se incub6 la membrana
durante 2 h a 37°C en TBS-BSA (5%) (Tris-HCI
20 mM (pH 7.4), NaCl 0.9% y BSA 5%). Se-
guidamente se lavé durante 5 min 3 veces con
tampén TBS-BSA (0.1%). Posteriormente se in-
cubd con el anticuerpo especifico (anti-gamma-
nigritina) disuelto en TBS-BSA (0.1%) durante
16 h a 37°C. Nuevamente se lavé con TBS-BSA
(0.1%) y después se incubé con el anticuerpo anti-
conejo conjugado con fosfatasa alcalina, diluido
en el mismo tampdén en una proporcién de 1/3000,
durante 2 h a 37°C. Tras un nuevo lavado se
anadié el sustrato formado por una mezcla de
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NBT (disuelto en agua tipo I) y Fast Red (di-
suelto en Tris 0.2 M pH 8) preparado justo antes
de ser usado. A los 20 min el color rojo estaba
totalmente desarrollado y era parado lavando la
membrana con agua destilada.

Beta-nigritina reaccioné parcialmente con an-
ti-gamma-nigritina hasta 125 ng. Alfa-nigritina
no reaccioné a ninguna de las concentraciones
probadas.

i) Tozicidad

La toxicidad se determiné inyectando las pro-
teinas a ratones. Se disolvieron 65 mg de proteina
en 0,125 ml de una solucién 5 mM fosfato monosé-
dico (pH 7.5) conteniendo 0,14 M NaCl. La pro-
teina se inyectd intraperitonealmente en ratones
de 30 gramos de peso y se observé el nimero de
supervivientes al cabo de 10 dias. En todos los
casos (alfa-nigritina, beta-nigritina y gamma-ni-
gritina) la supervivencia fue del 100%.
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REIVINDICACIONES

1. Proteinas inactivadoras de ribosomas, de-
nominadas Alfa-nigritina, Beta-nigritina y Gam-
ma-nigritina, de la planta Sambucus nigra L., ca-
racterizadas porque dichas proteinas son capa-
ces de interaccionar con el acido ribonucléico y
provocar la inhibicién de la biosintesis de protei-
nas en sistemas acelulares.

2. Proteina inactivadora de ribosomas, deno-
minada Alfa-nigritina, de la planta Sambucus ni-
gra L., segun las reivindicacion 1, caracterizada
porque la proteina presenta una masa molecular
relativa determinada por electroforesis en geles de
poliacrilamida de 29000 y porque esta posee la si-
guiente secuencia de aminoacidos en el extremo
amino terminal:

1 5 10
Ala-Ser-Val-Leu-Asp-Ser-Ile-Gln-Phe-Val-Ser-
15 20

Leu-Glu-Lys-Xxx-Ala-Val-Tyr-Glu-Gln-Asn

3. Proteina inactivadora de ribosomas, deno-
minadas Beta-nigritina, de la planta Sambucus
nigra L., segin la reivindicacién 1 caracterizada
porque presenta una masa molecular relativa de-
terminada por electroforesis en geles de poliacri-
lamida de 40000.

4. Proteina inactivadora de ribosomas, deno-
minada Gamma-nigritina, de la planta Sambucus
nigra L., segin las reivindicaciones 1, caracte-
rizada porque presenta una masa molecular re-
lativa determinada por electroforesis en geles de
poliacrilamida de 27500 y porque esta presenta
tres péptidos tripticos con la siguiente secuencia
de aminoacidos:

1 5
Pico 6:  Val-Thr-Asn-Ser-Phe-Tyr-Leu
1 5
Pico 7:  Tyr-Xxx-Pro-Ser-Ile-Ile-Arg
1 5
Pico 10:  Trp-Xxx-Asn-Thr-His-Ser-Tyr-Leu-
10 15

Asn-Glu-Ile-Phe-Ile-Xxx-Leu

5. Procedimiento para la obtencién de pro-
teinas inactivadoras de ribosomas, denominadas
Alfa-nigritina, Beta-nigritina y Gamma-nigritina,
de la planta Sambucus nigra L., caracterizado
porque comprende unas primeras operaciones de
extraccion de las hojas de la planta con una so-
lucién acuosa a base de cloruro sédico y fosfato
monosddico para obtener un extracto que sea ca-
paz de inhibir sintesis de proteinas y purificacién
del mismo mediante técnicas de cromatografia de
intercambio iénico y exclusiéon molecular.

6. Procedimiento para la obtencién de protei-
na inactivadora de ribosomas, denominada alfa-
nigritina, de la planta Sambucus nigra, caracte-
rizado porque comprende las siguientes etapas:
a- extraer las hojas de Sambucus nigra previa-
mente molidas con una solucién acuosa de clo-
ruro de sodio y fosfato monosédico. b- filtrar el
extracto liquido resultante a través de una malla
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y centrifugar el filtrado. c- acidificar el fluido so-
brenadante y aplicarlo a una columna para cro-
matografia de intercambio i6nico, equilibrada con
un tampén de acetato sédico y lavar la columna
primero con tampdn acetato y después con tam-
pén fosfato. d- eluir la columna lavada con tam-
pon fosfato conteniendo cloruro de sodio y recoger
la fraccién proteinica. e- dializar la fraccién pro-
teinica y aplicarla a una columna de intercam-
bio iénico equilibrada con tampén fosfato, eluir
la columna con un gradiente de sal rindiendo el
eluato picos proteicos inhibidores de la biosintesis
de proteinas en lisados de reticulocitos de conejo.
f- aplicar el segundo de los picos proteicos que
presenta inhibicién de la biosintesis de proteinas
a una columna para cromatografia de exclusién
molecular equilibrada con cloruro de sodio y fos-
fato monosdédico, rindiendo el eluato picos pro-
teicos inhibidores de la biosintesis de proteinas.
g- dializar las fracciones correspondientes al se-
gundo pico de inhibicién y aplicarlos a una co-
lumna de intercambio iénico Mono S, eluir la co-
lumna con un gradiente de sal, rindiendo el eluato
picos proteicos de los cuales uno inhibe la biosin-
tesis de proteinas y corresponde a la alfa-nigriti-
na.

7. Procedimiento para la obtencién de protei-
na inactivadora de ribosomas, denominada Beta-
nigritina, de la planta Sambucus nigra, caracte-
rizado porque comprende las siguientes etapas:
a- extraer las hojas de Sambucus nigra previa-
mente molidas con una solucién acuosa de clo-
ruro de sodio y fosfato monosédico. b- filtrar el
extracto liquido resultante a través de una mallay
centrifugar el filtrado. c- acidificar el fluido sobre-
nadante y aplicarlo a una columna para cromato-
grafia de intercambio iénico, equilibrada con un
tampon de acetato sédico y lavar la columna pri-
mero con tampon fosfato y después con tampoén
acetato. d- eluir la columna lavada con tampdn
fosfato conteniendo cloruro de sodio y recoger la
fraccién proteinica. e- dializar la fraccién pro-
teinica y aplicarla a una columna de intercam-
bio iénico equilibrada con tampén fosfato, eluir
la columna con un gradiente de sal rindiendo el
eluato picos proteicos inhibidores de la biosintesis
de proteinas en lisados de reticulocitos de conejo.
f- aplicar el tercero de los picos proteicos que pre-
senta inhibicién de la biosintesis de proteinas en
lisados de reticulocitos de conejo a una columna
para cromatografia de exclusién molecular equili-
brada con cloruro de sodio y fosfato monosédico,
rindiendo el eluato picos proteicos inhibidores de
la biosintesis de proteinas. g- dializar las fraccio-
nes correspondientes al primer pico de inhibicién
y aplicarlos a una columna de intercambio iénico
Mono S, eluir la columna con un gradiente de sal,
rindiendo el eluato picos proteicos de los cuales
uno inhibe la biosintesis de proteinas y corres-
ponde a la beta-nigritina.

8. Procedimiento para la obtencién de protei-
na inactivadora de ribosomas, denominada gam-
ma-nigritina, de la planta Sambucus nigra, ca-
racterizado porque comprende las siguientes
etapas:

a- extraer las hojas de Sambucus nigra previa-
mente molidas con una solucién acuosa de clo-
ruro de sodio y fosfato monosédico. b- filtrar
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el extracto liquido resultante a través de una
malla y centrifugar el filtrado. c¢- acidificar el
fluido sobrenadante y aplicarlo a una columna
para cromatografia de intercambio iénico, equi-
librada con un tampén de acetato sédico y lavar
la columna primero con tampén fosfato y después
con tampon acetato. d- eluir la columna lavada
con tampén fosfato conteniendo cloruro de so-
dio y recoger la fraccién proteinica. e- dializar
la fraccién proteinica y aplicarla a una columna
de intercambio iénico equilibrada con tampén fos-
fato, eluir la columna con un gradiente de sal rin-
diendo el eluato picos proteicos inhibidores de la
biosintesis de proteinas en lisados de reticuloci-
tos de conejo. f- aplicar el tercero de los picos
proteicos que presenta inhibicién de la biosintesis
de proteinas en lisados de reticulocitos de conejo
a una columna para cromatografia de exclusién
molecular equilibrada con cloruro de sodio y fos-
fato monosddico, rindiendo el eluato picos pro-
teicos inhibidores de la biosintesis de proteinas.
g- dializar las fracciones correspondientes al se-
gundo pico de inhibicién y aplicarlos a una co-
lumna de intercambio iénico Mono S, eluir la co-
lumna con un gradiente de sal, rindiendo el eluato
picos proteicos de los cuales uno inhibe la biosin-
tesis de proteinas y corresponde a la gamma-ni-
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gritina.

9. Utilizacién de las proteinas inactivadoras
de ribosomas, denominadas Alfa-nigritina, Beta-
nigritina y Gamma-nigritina de la planta Sambu-
cus nigra, para la inactivacion in vitro de riboso-
mas sensibles a la proteina.

10. Utilizacién de las proteinas inactivadoras
de ribosomas, denominadas Alfa-nigritina, Beta-
nigritina y Gamma-nigritina de la planta Sambu-
cus nigra, para la inactivacion in vitro del acido
ribonucleico ribosémico de mamiferos.

11. Utilizacién de la alfa-nigritina para la
inactivacién in vitro de ribosomas sensibles a la
toxina.

12. Utilizacién de la alfa-nigritina para la
inactivacién in vitro del acido ribonucleico.

13. Utilizaciéon de la beta-nigritina para la
inactivacién in vitro de ribosomas sensibles a la
toxina.

14. Utilizaciéon de la beta-nigritina para la
inactivacién in vitro del acido ribonucleico.

15. Utilizacién de la gamma-nigritina para la
inactivacién in vitro de ribosomas sensibles a la
toxina.

16. Utilizacién de la gamma-nigritina para la
inactivacién in vitro del acido ribonucleico.

11
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