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@ Resumen:

Proteina inactivadora de ribosomas, denominada ni-
grina b basica, de la planta Sambucus nigra L., pro-
cedimiento para su obtencidn y su utilizacidn.

La nigrina b bdsica presenta una masa molecular
relativa determinada por electroforesis en geles de
poliacrilamida de 64000 en ausencia de reductor y
32000 para la cadena B, asi como 32000 para la ca-
dena A en presencia de reductor.

El procedimiento general para la obtencién de las
RIPs de Sambucus nigra de la presente invencién
comprende unas primeras operaciones de extraccién,
a partir de la corteza de la planta con una so-
lucién acuosa a base de cloruro sédico y fosfato mo-
nosddico, para obtener un extracto que sea capaz
de inhibir la sintesis de proteinas, y purificacion del
mismo mediante técnicas de cromatografia de inter-
cambio idnico y exclusién molecular.

La nigrina b bdsica se utiliza como inactivador del
acido ribonucleico e inhibidor de la biosintesis de
proteinas.
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DESCRIPCION

Titulo de la invencion

Proteina inactivadora de ribosomas, denomi-
nada nigrina b bésica, de la planta Sambucus ni-
gra L., procedimiento para su obtencién y su uti-
lizacién.

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 4cido ribonucléico.

De forma mas especifica, la presente invencién
se reflere a una nueva RIP de dos cadenas obte-
nida de corteza de Sambucus nigra L. con poten-
cial aplicacion en la terapia del cancer y del sin-
drome 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 or-
ganismos eucariontes, que son de naturaleza pro-
teica y que a la espera de una definicién bioquimi-
ca 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. 3 35 89-95 1989
Merino y cols. J. Exp. Bot. 41,67- 70 [1990]; Gir-
bés 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 polipep-
tidicas (de tipo 2) o de cuatro cadenas polipep-
tidicas (de tipo 4) (Citores y cols. FEBS Lett.
329, 59-62 [1993]). Las de una cadena polipep-
tidica son N-glucosidasas del acido ribonucleico
ribosémico (Stirpe y cols. Nucleic Acid Res. 16,
t1349-1357 [1988]) mientras que las de dos cade-
nas tienen una actividad N-glucosidasa del acido
ribonucleico ribosémico (cadena A) y una lectina
(cadena B) (Stirpe y cols. Bioltechnol. 10, 405-
412 [1992]) que habitualmente reconoce restos de
galactosa y sus derivados. Las proteinas de cuatro
cadenas estan formadas 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 protefnas (A y B) tienen una masa molecu-
lar (Mr) entre 20000 y 34000. Las cadenas A im-
piden el funcionamiento ribosémico de manera ca-
talftica por inactivacién del acido ribonucleico (Ji-
ménez y Vazquez, Annu. Rev. Microbiol. 39,649-
672 [1985]; Roberts y Selitrennikoff, Biosc. Rep.
6,19-29 [1986]; Stirpe y Barbieri, FEBS Lett. 195,
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 consiste
en la liberacién de una adenina del ARN ribo-
s6mico 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 [1993]; 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]).
Estas proteinas son inmunoldgica y quimicamen-
te diferentes unas de otras aunque guardan al-
guna homologia secuencial en los aminoacidos del
extremo amino-terminal en particular cuando las
toxinas pertenecen a la misma familia botanica
(Montecucchi y cols. Int. J. Pelptide 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 mmunodeﬁczencza 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 recientemen-
te se ha encontrado que diversos miembros de
este grupo de proteinas y en particular la llama-
da tricosantina poseen per se caracter inactivador

del virus RNA HIV-1 que es el agente etiolégico
del sindrome de inmunodefiencia adquirida (Mc-
Grath 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-
munorreactiva 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 citotoxi-
cidad (Lee-Huang y cols. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 88, 6570-6574 [1991]).

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion, tal y como se indica
en su enunciado, se refiere a una nueva protei-
na inactivadora de ribosomas (RIP) de Sambucus
nigra L., a un procedimiento para su preparacién
y a sus aplicaciones.

La mencionada proteina es una nueva proteina
vegetal que, en base a sus propiedades quimico-
fisicas y bioquimicas, se clasifica en el grupo de
proteinas vegetales inactivadoras de ribosomas de
tipo dos, o de dos cadenas polipeptidicas, que en
contraste con la ricina no posee actividad téxica
sobre ratones ni células HeLa en cultivo. Ademas,
y en contraste con la ricina y la nigrina b (Girbés
y cols. Plant Mol.Biol. 22, 1181-1186 [1993]), no
aglutina los eritrocitos.

La originalidad de la presente invencion frente
al estado de la técnica expuesto en el apartado
anterior reside en la bisqueda de nuevas proteinas
inactivadoras de ribosomas de tipo 2 en corteza
de Sambucus nigra L., en cuya corteza ya se ha
descrito la existencia de una proteina inactivadora
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de ribosomas de tipo 2, llamada nigrina b (Girbés
y cols. Plant Mol.Biol. 22, 1181-1186 [1993]), que
si aglutina a los eritrocitos.

La nueva proteina de la presente invencién
estd constituida por dos cadenas, al menos una
de ellas con actividad N-glucosidasa del acido
ribonucleico ribosémico, en especial con activi-
dad de N-glucosidasa del acido ribonucleico 28 S
de ribosomas de mamiferos; caracterizandose di-
cha nueva proteina porque ligada a una molécula
transportadora (anticuerpo, hormona u otra pro-
tefna) reconocible por un receptor de membrana
presente en la célula diana, permite la actuacién
especifica y selectiva de la toxina sobre dichas cé-
lulas diana por inactivacién del dcido ribonucleico
de sus ribosomas.

La proteina de la presente invencién asi de-
finida es capaz de interaccionar cataliticamente
con el acido ribonucleico y de provocar la inhi-
bicién 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, dicha proteina presenta acti-
vidad como N-glucosidasa del acido ribonucleico
ribosémico ARN-r.

La extraordinaria potencia como inhibidor de
la biosintesis de proteinas y su efecto sobre el aci-
do ribonucleico, mayor que el ejercido por ejem-
plo por la PAP (pokeweed antiviral protein, Irvin,
Pharmacol. Ter 21, 371-387 [1983], una proteina
con actividad anti-HIV-1 (Zarling y cols. Nature
347 92-95 [1990], confieren a esta proteina una
enorme utilidad.

Las aplicaciones méas importantes de la RIP de
tipo 2 de la presente invencién son: como inac-
tivador in vitro de ribosomas sensibles a la to-
xina, como inactivador in vitro del acido ribonu-
cleico de mamiferos, como inhibidor de la sintesis
de proteinas en sistemas in vitro, como inhibidor
de la sintesis de proteinas en células y tejidos,
acoplada a anticuerpos monoclonales frente a re-
ceptores especificos en dichas células y tejidos y
como antiviral contra virus ARN, en particular el
HIV causante del sindrome de inmunodeficiencia
adquirida (SIDA).

Asimismo, a partir de dicha proteina 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, la RIP de tipo 2 de la presente
invencién es potencialmente util para la terapia
de enfermedades tales como céncer y SIDA.

El procedimiento general para la obtencion de
la RIP de dos cadenas a partir de corteza de Sam-
bucus nigra de la presente invencién comprende
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las siguientes operaciones:

a) Obtencién del extracto proteico de corteza
de dicha planta con cloruro sédico y fosfato
monosddico.

b) Acidificacién del extracto obtenido y cro-
matografia de intercambio iénico.

c¢) Didlisis y desarrollo de una cromatografia
de intercambio iénico de la proteina obte-
nida 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 i6-
nico de los picos que presentan inhibicién de
la sintesis de proteinas de la etapa anterior.

Modos de realizar la invencién

La presente invencion se ilustra adicionalmen-
te con un ejemplo, el cual no pretende ser limita-
tivo de su alcance.

Este ejemplo se desglosa en 12 partes:

a) obtencién de nigrina b bésica a partir de
corteza de Sambucus nigra; b) determinacién de
la masa molecular aparente; c) presencia de ca-
denas glucidicas en nigrina b bésica; d) deter-
minacién de la estructura y masa molecular real
por espectroscopia de masas de nigrina b bdési-
ca; e) actividad N-glucosidasa sobre el ARN; f)
inhibicién de la biosintesis de proteinas; g) ac-
tividad topoisomerasa sobre ADN; h) actividad
N-glucosidasa sobre ARN viral; i) relacién in-
munoldgica; j) actividad aglutinante sobre eritro-
citos humanos; k) construccién del conjugado con
transferrina humana; 1) toxicidad.

a) Obtencidn de nigrina b bdsica

250 g de corteza de Sambucus migra se extra-
jeron con 2 1 de solucién 140 mM cloruro sédico
y 5 mM fosfato monosddico (pH 7,5) 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 acidificé 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 1840 ml) se sometié a croma-
tografia de intercambio i6nico en S Sepharose Fast
Flow (columna de 5 x 8,2 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 ultimo la columna se
eluy6 con solucién 1 M de cloruro sédico y 5 mM
de fosfato monosédico (pH 6,66). Todo el eluato
que contiene la proteina se recogié y se dializ6 a
4°C durante 12 h frente a 25 1 de una solucién
de fosfato monosdédico 5 mM (pH 6,66). Esta
preparacion proteica se sometié a continuacion a
cromatografia de intercambio iénico en gradiente
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de fuerza i6nica 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 3 grupos de fracciones capa-
ces de inhibir sintesis de proteinas en lisado de
reticulocitos de conejo: I (fracciones 4 a 14 con
262 ml aproximadamente), IT (fracciones 15 a 27
con 310 ml aproximadamente) y III (fracciones
37 a 49 con 310 ml aproximadamente). Las frac-
ciones de cada grupo se juntaron. El grupo II se
someti6 a una cromatografia de exclusién molecu-
lar en Superdex 75 HiLoad (columna de 2,6 x 60
cm) equilibrada con una solucién de 5 mM de fos-
fato 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 frac-
ciones 14 a 22 que mostraron actividad inhibidora
se juntaron y se dializaron frente a 4 1 de agua (3
veces) y se liofilizaron. Se obtuvieron 228,5 mg
que en lotes de 3,5 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 idnica
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 30 ml de soluciéon
de 5 mM de fosfato monosédico (pH 6.66), 0.75
M de cloruro de sodio, 20 ml de soluciéon 5 mM de
fosfato monosddico (pH 6.66), 0,15 M de cloruro
so6dico y 10 ml de soluciéon 5 mM de fosfato mo-
nosédico (pH 6.66), 0,3 M de cloruro sédico. La
velocidad se ajusté a 1 ml por min y se recogie-
ron fracciones de 1,5 ml. Las fracciones 13 a 17
que inhibieron sintesis de proteinas en lisado de
reticulocito de conejo se juntaron y se dializaron
3 veces frente a 4 litros de agua y se liofilizaron,
obteniéndose de esta manera la proteina nigrina
b bésica.

b) Determinacion de la masa molecular aparente
de la nigrina b bdsica.

La masa molecular relativa se determiné por
electroforesis en geles discontinuos de poliacrila-
mida en presencia de SDS (dodecil sulfato sédico)
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 alimentaciéon Promax modelo FAC-400. El
procedimiento esencialmente es como se describe
a continuacién. Se disuelven entre 1-10 ug de la
muestra en un tampon 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
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 (15% 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
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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 finalizar la
electroforesis se retiran los geles y se tinen durante
3-4 h con solucién de tenido formada por 0,125%
de coomassie brilliant blue R-250 en una solucién
al 50% de metanol y 10% de 4cido acético en agua.
Después se cambia el gel a un recipiente con so-
lucién de destenido compuesta de acido acético
7% y metanol 5% en agua, hasta que se destine
suficientemente.

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

Los valores de Mr obtenidos en ausencia de
reductor fueron 64000 Daltons para la nigrina b
bésica. Nigrina b bésica presenta una cadena B
y una cadena A unidas por puentes disulfuro que
en presencia de reductor tienen una Mr de 32000
Daltons para la cadena B, y de 32000 para la ca-
dena A.
¢) Presencia de cadenas glucidicas en la nigrina
b bdsica.

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 incubé 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 azicares 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 la proteina se transfirio
a una membrana de Immobilon (Millipore) uti-
lizando el protocolo descrito por los fabricantes
del sistema de transferencia utilizado, el sistema
semiseco Semi-Phor modelo TE70 de Hoefer. La
muestra se separa previamente por electroforesis
como se describe anteriormente, pero en vez de ser
tenida se embeben durante 15 min en un tampén
de transferencia compuesto por Tris-HCl 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 international



7 ES 2 125 175 A1l 8

Ltd., Maidstone, England) del mismo tamafio que
el gel y otros tres dos milimetros més grandes
por cada lado, también embebidos en el mismo
tampo6n. La membrana de nitrocelulosa Immo-
bilon de Millipore a la que seran transferida la
proteina, también cortada al mismo tamaiio que
el gel, se humedece unos 10 segundos en metanol
puro y a continuacion se lava con abundante agua
tipo I (obtenida con un sistema MilliQ de Milli-
pore), tras lo cual se sumerge en tamp6n de trans-
ferencia durante 15 min. Una vez preparadas las
capas del “sandwich” de transferencia (lecho de
papel sobre y bajo la membrana), se colocan so-
bre uno de los electrodos, teniendo el cuidado de
evitar en lo posible el estancamiento de burbu-
jas. A continuacién se coloca el segundo elec-
trodo y se conecta a la fuente de alimentacién a
la intensidad limitante de 0,8 mA.cm ™2 de mem-
brana 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 lav6 la membrana 3 veces durante 10 min con
50 ml de TBS pH 6,5 (Tris-HC1 0,05 M, NaCl
0,15 M). Seguidamente la membrana se incubd
con el anticuerpo anti-DIG conjugado con fosfa-
tasa alcalina disuelto en TBS pH 6,5 durante 1 h.
Tras lo cual se lavé como antes. Finalmente, se
anadio el sustrato de la fosfatasa alcalina formado
por 5-Bromo 4 cloro 3 indolil-fosfato y NBT (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 lavo varias veces con agua destilada. Las pro-
teinas con azucares en sus cadenas desarrollaron
un color gris oscuro. Como patréon se utilizo la
glucoproteina transferrina (76000 daltons).

Nigrina b bésica posee cadenas glucidicas re-
activas con el sistema de deteccion de glicanos de
Boehringer.

d) Determinacidn de la estructura y masa molecu-
lar real por espectroscopia de masas de la nigrina
b bdsica

La masa molecular real y el nimero de ca-
denas presentes en la nigrina b bésica se deter-
miné por espectroscopia de masas de acuerdo con
las instrucciones del fabricante. Las muestras se
analizaron en ausencia y presencia de reductor de
acuerdo con el protocolo siguiente:

1 mg de nigrina b bésica se resuspende en un
volumen total de 0,5 ml de TFA (4cido trifluo-
roacético) 0,1 % en presencia o ausencia de 40
mg/ml de Ditiotreitol. Ambas muestras se incu-
ban en bafno a 37 °C durante 30 minutos. 4 pl de
cada muestra anterior se mezclan por separado
con 40 ul de una disolucién saturada de acido
sinapinico conteniendo un 30% de acetonitrilo y
un 0,1% de TFA. 1 pl de esta tltima disolucién
se deposita en el portamuestras del aparato, se
deja secar completamente y se somete a energia
radiante por laser UV en 70 pulsos de 0,08 us de
duracién, frecuencia de pulso de 6 Hz y un poten-
cial de 30,0 kV registrando el valor medio obte-
nido. El ensayo para cada muestra en presencia o
ausencia de reductor se realiza por quintuplicado.

De esta forma se obtiene una masa molecu-
lar para la nigrina b basica sin reducir de 63.469
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u.m.a.. En presencia de reductor se detectan
dos cadenas diferentes de masas 31.335 y 32.239
u.m.a. respectivamente. (Anexo 1)
e) Actividad N-glucosidasa sobre el ARN

La actividad N-glucosidasa de la nigrina b ba-
sica se determind como liberacién del fragmento
de ARN como consecuencia de la accién de la ani-
lina en medio 4cido sobre el ARN depurinado por
la nigrina b basica. La liberacién del fragmento
de ARN se determiné incubando 100 ul de lisado
de reticulocitos de conejo (obtenido tal y como
se describird mds adelante) con 10 pg de nigrina
b bésica en una solucién que contenia [MgAcs 1
mM, ditiotreitol 5 mM, KC1 50 mM, Tris-HCl (pH
7,8) 20 mM], durante 15 min a 37°C. Después
el ARN se extrajo de estas mezclas de reaccién
con un volumen de fenol saturado de Tris-HCl
0,1 M (pH 7,8), en presencia de 2,5 mM EDTA y
1 volumen 0,5% SDS/50 mM Tris-HCI (pH 7,6).
La extraccién con fenol se realizé otras dos ve-
ces y finalmente el ARN se precipité con dos
volumenes de etanol en solucién 0,3 M de ace-
tato de sodio (pH 5,2) a -80°C durante 2 h. A
continuacién se traté el ARN con 1 volumen de
anilina 2 M (pH 4,5) durante 10 min a 0°C en
oscuridad. La anilina se extrajo con éter dietilico
(un volumen, dos veces). El ARN se precipité a
continuacién con dos volimenes de etanol y 0,3
M NaAc (pH 5,2). El andlisis electroforético del
fragmento liberado se realizé como sigue. El pre-
cipitado 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 pg/ml de azul de bromofenol, Tris-HCI
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
electroforesis se llevé a cabo a 15 mA durante
100 min en un sistema de minigeles (7 x 10 cm)
(Mighty Small, Hoefer). El tefiido del gel se rea-
liz6 con bromuro de etidio (0,5 ug.ml~!) durante
30 min. La visualizacién se realizé con transilu-
minador de ldmpara U.V. a 312 nm. La nigrina
b basica muestra actividad N-glucosidasa ya que
libera el fragmento de RNA caracteristico de las
RIPs después del tratamiento con anilina acida.
f) Inhibicion de la biosintesis de proteinas

Los estudios de inhibiciéon de biosintesis in
vitro de proteinas se realizaron utilizando distin-
tos sistemas acelulares en las condiciones que se
describen a continuacion. Se utilizaron lisado de
reticulocitos de conejo, S-30 de higado de rata
y S-30 obtenidos de germen de distintas especies
Ve)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
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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
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 una bomba 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 dese-
cha el sobrenadante y se vuelve a lavar otras 2
veces de la forma ya descrita. El sedimento ob-
tenido en la ultima centrifugacion se pesa y se le
anade un volumen de solucién de MgCly 2 mM y
DTT 10 mm. Con esta solucién se lisan los re-
ticulocitos agitandolos durante 10 min a 4°C. El
lisado se centrifuga a 15000 rpm (27000 xg) du-
rante 15 min a 2°C en un rotor JA-20. Se recoge
el sobrenadante y se le anade un décimo de volu-
men del tampén Tris-HC1 200 mM (pH 7,8) y KCl1
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 pg/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).

E1 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 ex-
traccién para higado 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 ve-
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ces con el tampon de extraccion de higado, poste-
riormente se trocea con tijeras y se homogeneiza
manualmente durante 5 min manteniendo el ho-
mogeneizador en un bafio de agua/hielo. Durante
el proceso se anade un volumen del tampdn co-
rrespondiente, equivalente a cinco/cuartos el peso
en gramos. El tejido homogeneizado se centrifuga
a 2500 rpm (750 xg) durante 5 min a 4°C en un
rotor JA-20, tras lo cual el sobrenadante se re-
coge 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 retirado, teniendo es-
pecial cuidado de no contaminarlo con la capa
superior de grasa, y a continuacion es filtrado a
través de una columna de Sephadex G-25 (8 x
2,5 c¢cm) previamente equilibrada con el tampén
de extraccién. El eluato no retenido se recoge
en fracciones y se juntan aquellas de color mas
intenso. Seguidamente se reparte el extracto en
alicuotas y se guardan a -80°C hasta su uso. La
reaccién de sintesis de proteinas se llevé a cabo
en mezclas de un volumen final de 25 ul que con-
tenia 10 ul de S-30 de higado y Tris-HCI 20 mM
(pH 7,8), KCI 50 mM, MgCl, 8 mM, NH4C1 100
mM, Ditiotreitol 5 mM, ATP (Adenosin 5 Tri-
fosfato) 2 mM, GTP (Guanosin 5’ Trifosfato) 1
mM, CTP (Citidin 5’ Trifosfato) 0,2 mM, Fosfo-
enolpiruvato 2 mM, Piruvato quinasa 40 ug/ml,
todos los aminodacidos proteicos menos L-valina
0,1 mM y L-[*H]valina 3 pCi/ml. La reaccién
se incubd a 37 °C durante 60 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 polipeptidi-
ca). Después de 15 min se anaden 500 pul de TCA
al 20% (p/v), (para que precipiten las cadenas
polipeptidicas formadas).

Los precipitados proteicos son recogidos sobre
filtros de fibra de vidrio (GF/A, Whatman) de 2,5
cm de didmetro, cada tubo de reacciéon 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 cois; 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 abundantemente con agua corriente
estéril. Una vez aclaradas las semillas se deposi-
tan en el fondo de un tarro de vidrio (previamente
esterilizado en autoclave) sobre cuatro capas de
papel de filtro humedecido (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
aproximadamente 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-
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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
7,8), KC1 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 ins-
truments, 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 ul que contenia 15 ul
de S-30 de germen vegetal y Tris-HC1 29 mM (pH
7,8), KC1 30 mM, Mg(Ac0); 9,8 mM, NH,Cl 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 reaccion 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
1. (Anexo 2)
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TABLA 1

Efecto de nigrina b bdsica sobre la biosintesis de
proteinas llevada a cabo por distintos sistemas
acelulares.

IC50 (ng/ml)
nigrina b bésica

Sistema acelular

Lisados de reticulocitos

de conejo 0.018
higado de rata 3.6
germen de trigo >50000
germen de Vicia sativa L. >50000
germen de Cucumis sativus L. >50000

El IC5g indica la concentracién de proteina
que provoca un 50% de inhibicién de biosintesis
de proteinas en las condiciones standard de cada
sistema acelular y se obtuvieron por regresion li-
neal de los resultados obtenidos incubando los dis-
tintos sistemas con cantidades variables de las dis-
tintas proteinas. Como control se incubaron los
distintos sistemas en ausencia de proteina.

g) Actividad topoisomerasa sobre ADN

La relajacién de los ADN de los pldsmidos
pBluescript IT KS, pUC19 y pGEM-47Z se lleva a
cabo incubando, en un volumen final de 10 pl, 200
ng del ADN superenrollado y 10 ug de la toxina en
tampén Tris-HCl 10 mM (pH=7,9) conteniendo
NaCl 50 mM, KCI1 50 mM, MgCl, 5 mM, EDTA
0,1 mM y 15 pug/ml de BSA durante 2 horas a
30 °C. Posteriormente las muestras se analizan
en electroforesis en geles de agarosa del 0,8% en
tampén Tris-HCl 89 mM (pH=8,3), dcido bdrico
89 mM y EDTA 2,5 mM a 50 V hasta que el frente
recorre 3/4 de gel. Los geles se tifien con bromuro
de etidio (0,5 pg/ml) durante 30 minutos y se vi-
sualizan en ldmpara UV a 312 nm.

La nigrina b bésica muestra actividad topoi-
somerasa sobre los tres plasmidos ensayados, esto
es pasa el ADN superenrollado a circular relajado
y a lineal.

h) Actividad N-glucosidasa sobre el ARN viral

La degradacién del ARN viral del TMV como
consecuencia de la accién de la anilina acida so-
bre ARN multidepurinado por la nigrina b bésica
se determina incubando 5 ug del ARN con una
concentracién final de 0,24 6 0,024 mg/ml de ni-
grina b bésica en solucién (NH4C1 100 mM, AcNa
20 mM (pH=4))_durante 1 hora a 37°C. El tra-
tamiento con anilina consiste en la adiciéon de un
volumen de anilina 2M (pH=4,5) seguido de dos
extracciones con un volumen de éter cada vez,
precipitacién del ARN con 2,5 volimenes de eta-
nol y AcNa 0,3 M (pH=5,2) durante toda la no-
che a -80°C. El analisis electroforético se realiza
de acuerdo con lo expuesto en el apartado €) con
una cantidad de 0,5 pug de ARN por pocillo.

La nigrina b basica multidepurina al ARN vi-
ral y como consecuencia de ello, tras dicha accién,
el tratamiento del ARN con anilina 4cida provoca
la degradacién del ARN viral de TMV a ambas
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concentraciones.
i) Relacidn inmunoldgica

La nigrina b (proteina inactivadora de ribo-
somas de tipo 2 aislada de corteza de Sambucus
nigra), ebulina 1 y ebulitina 1 o (RIP de tipo 2
y tipo 1 respectivamente obtenidas de hojas de
Sambucus ebulus) poseen una fuerte actividad in-
munogénica que permitié obtener anticuerpos po-
liclonales en conejo por los procedimientos stan-
dard (Harlow y Lane “Antibodies, a laboratory
manual” Cold Spring Harbor Laboratory [1988]).

En cada caso dos conejos de 3-4 kg fueron
inyectados subcutdneamente en el lomo con 0,5
mg de las proteinas en emulsién 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 emulsion 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 horas a 4°C. El suero
(que contiene los anticuerpos policlonales) se se-
paré del codgulo por centrifugacion. Dicho suero
se purificé por cromatografia de afinidad a través
de Proteina A-Sepharosa y reaccionaron en cada
caso fuertemente con las proteinas inyectadas.

Se utilizé un procedimiento equivalente para
la obtencién de anticuerpos policlonales de conejo
frente a la nigrina b bédsica (proteina inactivadora
de ribosomas de tipo 2 de corteza de Sambucus
nigra).

El ensayo de la relacién inmunoldgica se llevd
a cabo en paralelo mediante técnicas de Inmuno-
deteccién en Western Blot y E.L.I.S.A. El pro-
cedimiento seguido en el primer caso fue el si-
guiente:

2,5 pg de cada proteina (nigrina b, ebulina 1,
ebulitina la y nigrina b bésica) se sometieron a
electroforesis y trasferencia a membrana de Inmo-
bilon P (Millipore) segin el procedimiento des-
crito anteriormente. El proceso se realizé sobre
3 membranas y cada una de ellas se sometié a
reacciéon con un anticuerpo diferente.

Las membranas transferidas se incubaron du-
rante 2 horas a 37°C con 20 ml por membrana
de una solucién del 15% (7/ ) de leche desna-
tada disuelta en TBS ( (p/v) de NaCl, 20
mM Tris-HCl PH=74) Posterlormente se lavaron
3 veces con 20 ml por membrana de TBS conte-
niendo 0.1% (p/v) de BSA (Albimina de suero
bovino) desechando el liquido después de cada la-
vado. Tras el lavado, las membranas se incubaron
durante 16 horas a temperatura ambiente en 10
ml por membrana de una solucién de TBS con-
teniendo 1% (p/v) de BSA y 0.3 ug/ml del an-
ticuerpo policlonal especifico (anticuerpo frente
a nigrina b, ebulitina | « y ebulina 1 respecti-
vamente). Tras la incubacién las membranas se
lavaron 3 veces como se describe anteriormente y
posteriormente se incubaron 2 horas a tempera-
tura ambiente con 10 ml por membrana de una
solucién de TBS conteniendo 1% (p/v) de BSA y
0,3 ug/ml de anticuerpo policlonal de cabra frente
a conejo (SIGMA). Después, las membranas se
lavaron 3 veces como se describe anteriormente y
cada una se incub6 5 minutos a temperatura am-
biente con una solucién 1:1 de Fast red (SIGMA)
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en Tris-HCI 0,2 M pH=8 : Naphtol (SIGMA) en
agua siguiendo las instrucciones del fabricante.
Tras desarrollar el color, las membranas se lava-
ron con agua y se secarom.

Ambas cadenas A y B de la nigrina b bési-
ca reaccionaron fuertemente cos los anticuerpos
frente a ebulitina 1 « y frente a la ebulina 1 y de
forma mas débil con el anticuerpo frente a nigrina
b.

Para el ensayo de la relacién inmunolégica
mediante ELISA (Enzyme-Linked Immunospeci-
fic Assay) bésicamente se siguié el procedimiento
descrito por Pérez-Maceda y cols. (1991) y Clark
y cols. (1988) pero con alguna modificacién. Se
utilizaron placas de 96 pocillos de poliestireno con
el fondo plano. Tanto las muestras a determinar
(nigrina b bdsica) como la proteina utilizada en la
recta patrén (nigrina b, ebulina 1 o ebulitina 1 &)
se diluyeron en tampén carbonato/bicarbonato
0.1 M (pH 9.5) y se colocaron en los pocillos de
forma que la concentracién total de antigeno por
pocillo fuera de 200 ng y el volumen total de 200
ul, completando con BSA disuelto en el mismo
tampén. La recta patrén consistié en concentra-
ciones crecientes de la proteina patrén abarcando
desde 1 ng hasta 20 ng y completando hasta 200
ng de proteina con BSA.

Para la nigrina b basica se anadieron las mis-
mas cantidades crecientes desde 1 ng hasta 20 ng
y completando hasta 200 ng de proteina con BSA
de la misma manera que para nigrina b, ebulina 1
y ebulitina 1 « con objeto de comparar las rectas
que obtengamos. El blanco fue 200 ng de BSA.
Una vez anadidos los antigenos se dejaron las pla-
cas toda la noche a 4°C.

Al dia siguiente se deseché el liquido sobrena-
dante y se lavaron los pocillos 3 veces con 200
ul de PBS-T pH 7,4 (NapgHPO4-2H,O 8 mM,
KH;PO4 1,5 mM, NaCl 137 mM, KCl1 2,7 mM
y Tween 20 0,05% (v/v)). Posteriormente se
aniadieron 200 ul de PBS-BSA (idéntico al ante-
rior salvo que el Tween 20 fue sustituido por BSA
3%). Se incubé durante 30 min a 37°C, tras lo
cual se repetia el proceso de lavado con PBS-T.
Seguidamente se anadieron 200 ul del anticuerpo
especifico anti-proteina patrén diluido en PBS-T
y se incubé 1 h a 37°C. Después se lavdé como
antes se indicé y se anadieron 200 pl del anti-
cuerpo anti-conejo (anticuerpo de ratén dirigido
contra anticuerpos de conejo) conjugado con la
enzima fosfatasa alcalina, y diluido en proporcién
1/3000 en PBS-T, tras una incubacién de 1h a
37°C se volvieron a lavar los pocillos con PBS-
T. Por dltimo se anadieron 200 pl de sustrato p-
Nitrofenilfosfato (pNPP) disuelto a una concen-
tracién de 1 mg.ml~! en glicina 0,1 M (pH=10,4)
conteniendo MgCls 1 mM y ZnCly 1 mM, el de-
sarrollo del color amarillo se realiz6 durante 1
h a 37°C. Se midié la absorbancia a 405 nm
en un lector automético Pasteur diagnostics mo-
delo LP400. De igual forma se operd para estu-
diar las relaciones frente a los anticuerpos anti-
nigrina b (dilucién 1/3000), anti-ebulina 1 com-
pleta (dilucién 1/3000), anti-cadena A de ebulina

1 (dilucién 1/1000) y anti-ebulitina 1 o (dilucién
1/1000) empleando en cada caso anticuerpos ob-
tenidos frente a ellas. Todas las medidas se reali-
zaron por cuadriplicado.
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La reaccién inmunolégica de las nigrina b ba-
sica frente a los anticuerpos fue la siguiente: a)
reaccién aproximada de un 50% frente a anticuer-
pos anti-ebulina 1 completa; b) reaccién mucho
mayor del 50 % frente a anticuerpos anti-cadena
A de ebulina 1; c) reaccién practicamente nula
frente a anticuerpos anti-nigrina b completa; d)
reaccién préoxima al 200% en términos molares
frente a anticuerpos anti- ebulitina | «, lo que in-
dica que estos anticuerpos reconocen las dos ca-
denas de la nigrina b bésica. (Anexo 3)

j) Actividad hemaglutinante de eritrocitos

La actividad hemaglutinante de eritrocitos de
la nigrina b bésica se determiné con el siguiente
ensayo:

Se prepar6 una solucién de sangre en 0,14 M
de cloruro de sodio, 5 mM de fosfato (pH=7,5)
con un 1% de eritrocitos y se anadieron 50 ul a los
pocillos de una placa de 96 pocillos de fondo re-
dondo. A su vez se anadieron 50 ul de la solucién
de nigrina b bésica a distintas concentraciones en
el mismo tampén.

La nigrina b basica no produce aglutinacién
de sangre humana del grupo A, Rh+ a la concen-
tracién de 420 pg/ml.

k) Construccion del conjugado nigrina b bdsica-
transferrina

200 mg de holotransferrina humana se resus-
pendieron en 2 ml de tampén borato (pH=9) y
se dializaron durante toda la noche frente a 4 1
del mismo tampén para retirar las sales conser-
vantes. Posteriormente se derivatizaron con 3.5
moles de 3-(2-piridilditio)propionil N-hidroxisuc-
cinimida éster (SPDP) por mol transferrina incu-
bando la mezcla a 30 °C durante 60 minutos. El
exceso de SPDP se retir6 por cromatografia de
exclusién a través de una columna de Sephadex
G-25 (1,5 x 15,5 cm) equilibrada con tampén ace-
tato sédico 0,1 M (pH=4.5) conteniendo 0,1 M de
NaCly 1 mM de EDTA.

En paralelo, 15 mg de nigrina b bésica se
resuspendieron en 1,5 ml de fosfato monosédico
10 mM (pH=7,5) y se derivatizaron con 2 mo-
les de 3-Maleimidobenzoil-N-hidroxisuccinimida
éster (MBS) por mol de nigrina b bésica incu-
bando durante 2 horas a temperatura ambiente.

Los restos sulfidrilo de la transferrina deriva-
tizada se redujeron con ditiotreitol 50 mM in-
cubando durante 30 minutos a temperatura am-
biente. El exceso de DTT se retir6 por croma-
tografia de exclusion a través de Sephadex G-25
equilibrada con tampén fosfato monosédico 0,1 M
(pH=7,5) conteniendo 0,1 M de NaCl y 1 mM de
EDTA, el pico de transferrina se recogié sobre la
nigrina b bésica derivatizada. La conjugacién de
ambas proteinas se llevd a cabo por incubacién
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durante toda la noche a 4 °C con agitacién.

Para retirar el conjugado con estequiometria
1:1 del resto de proteina, la muestra se someti6 a
cromatografia de exclusién molecular a través de
una columna Superdex S-200 (2,6 x 60 cm) equi-
librada y eluida con tampén fosfato monosddico
5 mm (pH=7,5) conteniendo 0,14 M de NaCl. La
elucién se lleva a cabo a un flujo de 2 ml/minuto
y se recogen fracciones de 5 ml. Las fracciones 16
a 19 correspondientes a la zona de pesos con es-
tequiometria 1:1 se recogen y almacenan a -80°C.
1) Toxicidad

La toxicidad se determiné inyectando la pro-
teina a ratones. Se disolvieron 1250 ug de protei-
na en 0,125 ml de una solucién 5 mm fosfato mo-
nosédico (pH=7,5) conteniendo 0,14 M NaCl. La
proteina se inyect6 intraperitonealmente en rato-
nes de 32 gramos de peso y se observé el niimero
de supervivientes al cabo de 10 dias. En todos
los casos la supervivencia fue del 100%, esto es,
la nigrina b béasica no es toéxica.

Por otra parte, se determiné la toxicidad en
células HeLa mantenidas en cultivo en medio
RPMI 1640 suplementado con 10% de suero bo-
vino fetal, glutamina 2 mM, 100 unidades/ml de
penicilina G y 100 pug/ml de estreptomicina. La
toxicidad se determiné por inhibicién de la sinte-
sis de proteinas en estas células estimada por in-
corporacién de aminodcidos marcados (metionina
y cistefna) con 3°S. El procedimiento seguido fue
el siguiente:

0.5 x 105 células/ pocillo se incubaron en pla-
cas de 24 pocillos durante 18 horas con la toxina
en medio sin suero. Tras lavar las células con so-
lucién de Hank, se incubaron con 0,5 ml por po-
cillo de medio RPMI 1640 conteniendo 1 xCi/ml
de L-3°S Promix durante 2 horas a 37°C y 5%
de COs. La reaccién se para por adicién de 2 ml
de TCA 5%, precipitacidon del material proteico
y solubilizacién posterior con 0.5 ml de KOH 0.1
N. La determinacién de la radiactividad incorpo-
rada se realizé de acuerdo con lo espuesto en el
apartado f).

La nigrina b bésica, a concentraciones de 1
mg/ml, no muestra actividad inhibidora de sinte-
sis de proteinas en células HelLa intactas cultiva-
das.

Los conjugados construidos con nigrina b ba-
sica y transferrina se ensayaron en sintesis de pro-
teinas llevada a cabo por células HeLa, tal y cual
se ha descrito para los ensayos de nigrina b bési-
ca. El valor de ICsg, resulté ser de alrededor de
320 ng/ml. Esto indica que la conjugacién con
la transferrina confiere toxicidad a la nigrina b
basica.
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REIVINDICACIONES

1. Proteina inactivadora de ribosomas, de-
nominada nigrina b béasica, de la planta Sambu-
cus nigra L., caracterizada porque presenta una
masa molecular relativa determinada por electro-
foresis en geles de poliacrilamida de 64000 en au-
sencia de reductor y 32000 para la cadena B, asi
como 32000 para la cadena A en presencia de re-
ductor.

2. Proteina inactivadora de ribosomas, deno-
minada nigrina b béasica, de la planta Sambucus
nigra L., segin la reivindicacién 1, caracteri-
zada porque dicha proteina es capaz de interac-
cionar con el acido ribonucleico y provocar la in-
hibicién de la biosintesis de proteinas en sistemas
acelulares.

3. Proteina inactivadora de ribosomas, deno-
minada nigrina b béasica, de la planta Sambucus
nigra L., segin la reivindicacién 1, caracteri-
zada porque los conjugados construidos con ni-
grina b bésica y transferrina tienen toxicidad.

4. Procedimiento para la obtencién de pro-
teina inactivadora de ribosomas, denominada ni-
grina b bésica, de la planta Sambucus nigra L.,
caracterizado porque comprende unas primeras
operaciones de extraccion, a partir de la corteza
de la planta con una solucién acuosa a base de
cloruro sédico y fosfato monosddico, para obte-
ner un extracto que sea capaz de inhibir la sintesis
de proteinas, y purificacién del mismo mediante
técnicas de cromatografia de intercambio i6nico y
exclusién molecular.

5. Procedimiento para la obtencién de pro-
tefna inactivadora de ribosomas, denominada ni-
grina b bésica, de la planta Sambucus nigra L.,
segun reivindicaciéon 3, caracterizado porque
comprende las siguientes etapas: a- extraer la cor-
teza de Sambucus nigra previamente molida con
una solucién acuosa de cloruro de sodio y fosfato
monosddico. b- filtrar el extracto liquido resul-
tante a través de una malla y centrifugar el fil-
trado. c- acidificar el fluido sobrenadante y apli-
carlo a una columna para cromatografia de in-
tercambio iénico, equilibrada con un tampén de
acetato sédico y lavar la columna primero con
tampon acetato y después con tampodn fosfato. d-
eluir la columna lavada con tampén fosfato con-
teniendo cloruro de sodio y recoger la fraccion
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proteinica. e- dializar la fraccién proteinica y
aplicarla a una columna de intercambio idnico
equilibrada con tampén fosfato, eluir la columna
con un gradiente de sal rindiendo el eluato picos
proteicos inhibidores de la biosintesis de protei-
nas en lisado de reticulocitos de conejo. f- apli-
car el segundo de los picos proteicos que presenta
inhibicién de la biosintesis de proteinas a una co-
lumna para cromatografia de exclusiéon molecu-
lar equilibrada con cloruro de sodio y fosfato mo-
nosddico, rindiendo el eluato picos proteicos inhi-
bidores de la biosintesis de proteinas. g- dializar
las fracciones correspondientes al segundo pico de
inhibicién y aplicarlos a una columna de inter-
cambio i6nico Mono S, eluir la columna con un
gradiente de sal, rindiendo el eluato picos protei-
cos de los cuales el segundo inhibe la biosintesis
de proteinas y corresponde a la nigrina b bésica.

6. Utilizacion de la proteina inactivadora de
ribosomas, denominada nigrina b bdésica, de la
planta Sambucus nigra L., para la inactivacién
in vitro de ribosomas sensibles a la proteina.

7. Utilizacién de la proteina inactivadora
de ribosomas, denominada nigrina b bésica, de
la planta Sambucus mnigra L., para la inacti-
vacién in vitro del acido ribonucleico ribosémico
de mamiferos.

8. Utilizacion de la proteina inactivadora de
ribosomas, denominada nigrina b bésica, de la
planta Sambucus migra L., para la construccién
de conjugados con otras especies quimicas des-
tinados a inhibir la biosintesis de proteinas por
inactivacion in vivo de ribosomas de organismos
eucariontes.

9. Utilizacion de la proteina inactivadora de
ribosomas, denominada nigrina b bésica, de la
planta Sambucus migra L., para la construccién
de conjugados destinados a inhibir la propagacién
funcional (in vivo y en células intactas aisladas)
de acido ribonucleico, en enfermedades provo-
cadas o mantenidas por virus cuyo contenido
genético sea dcido ribonucleico (virus ARN).

10. Utilizacién de la proteina inactivadora de
ribosomas, denominada nigrina b bésica, de la
planta Sambucus migra L., para la construccién
de conjugados con otras especies quimicas para
inactivar células blanco especificas en seres hu-
manos y animales de experimentacién.
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Anexo 1. Espectoscopia de masas
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ANEXO 3. E.L.IS.A.
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