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X1V Ciclo de Conferencias Juan March

Nuevas fronteras entre la
quimica y la biologia

New Frontiers between Chemistry and Biology («Nuevas fronteras entre la
quimica y la biologia») fue el tema elegido para el XIV Ciclo de
Conferencias Juan March sobre Biologia, que convoca el Centro de
Reuniones Internacionales sobre Biologia, del Instituto Juan March de
Estudios e Investigaciones, y que se desarrolld, en sesiones publicas, entre
el 6 de marzo y el 3 de abril. Cuatro cientificos (Thomas R. Cech, Premio
Nobel de Quimica 1989; Peter B. Dervan; Gregory Winter; y Alan R. Fersht)

mostraron sus altimos trabajos.

Con estos ciclos, sefialé en sus pa-
labras de presentacién Andrés Gon-
zalez, director del Centro de Reuniones
Internacionales sobre Biologia, se in-
tenta «ofrecer a los estudiosos y a los
profesionales de la Biologia un pano-
rama de las investigaciones mads signi-
ficativas que se estdn desarrollando en
los laboratorios de todo el mundo».

El 6 de marzo, Thomas R. Cech,
Nobel de Qufmica 1989, hablé de Ca-
talytic RNA: Mechanism and Structure,
presentado por Manuel Rico, del Ins-
tituto de Estructura de la Materia, de
Madrid. El 13 de marzo, Peter B. Der-
van hablé de Sequence Specific Re-
cognition of Double Helical DNA and
RNA, presentado por Manuel Espino-

sa, del Centro de Investigaciones Bio-
l6gicas, de Madrid. El 27 de marzo
estaba previsto que interviniera Gre-
gory Winter, pero coincidié la fecha
con la entrega de un premio cientifico
que recogié en Arabia Saudf y hubo
que posponer su intervencién hasta el 3
de abril, en que comparti6 la sesién con
sucolega Alan R. Fersht. Winter ha-
blé de Mimicking the Immune System:
Making Human Antibodies in Bacteria
by Phage Display, presentado por Luis
Enjuanes, del Centro Nacional de Bio-
tecnologia, de Madrid; y Alan R.
Fersht, de Pathway and Stability of
Protein Folding, presentado por Gui-
llermo Giménez, del Centro de Inves-
tigaciones Bioldgicas, de Madrid.

Thomas R. Cech
(Chicago, EE.UU., 1947)
es profesor de Quimica,
Bioguimica y Biologia
Celular y Molecular de la
Universidad de Colora-
do, en Boulder, asi co-
mo investigador del Insti-
tuto Médico Howard
Hughes; es Premio Nobel
de Quimica 1989.

Peter B. Dervan
(Boston, EE.UU., 1945)
estudi6 Fisico-quimica en
la Universidad de Yale,

Los ponentes

obtuvo una beca post-
doctoral de los National
Institutes of Health en la
Universidad de Stanford
y ocupa la catedra Bren
de Quimica en el Institu-
to de Tecnologia de Ca-
lifornia.

Gregory Winter
(Gran Bretana, 1951) tra-
baja en el Centre for Pro-
tein Engineering, Medi-
cal Research Council,
Cambridge (Gran Breta-
fia), y su doctorado e in-

vestigacion post-doctoral
los realiz6 en el campo
de la quimica de protei-
nas y acidos nucleicos.
Alan R. Fersht (Gran
Bretafia, 1943) es, desde
1988, Herchel Smith Pro-
fessor of Organic Che-
mistry, Director of MRC
Unit for Protein Function
and Design y Director of
Cambridge Centre for
Protein Engineering, de
la Universidad de Cam-
bridge (Gran Bretana).
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Thomas R. Cech

«ARN catalitico: mecanismo

Yy estructura»

ay tres moléculas fun-

damentales implicadas
en el proceso de almacena-
miento y transferencia de la
informacién genética: ADN,
ARN y proteinas. Las dos
primeras estan especializa-
das en el almacenamiento
de esta informacién. Las
proteinas, y también el
ARN, tienen actividad catalitica. El
hecho de que el ARN puede participar
en ambos tipos de tareas constituye un
descubrimiento reciente.

En genes que codifican para el ARN
ribosémico del protozoo ciliado Te-
trahymena termoplyla se descubrié que
existfan secuencias en el interior del
gen que no aparecian en las moléculas
funcionales de ARN ribosémico. A es-
tas secuencias «interruptoras de ge-
nes» se las denominé «intrones». Los
intrones son eliminados después del
proceso de transcripcion mediante un
mecanismo preciso de «corte y em-
palme» o «splicing».

A principios de los afios ochenta, en
mi laboratorio estabamos estudiando el
mecanismo de este proceso de «spli-
cing». Naturalmente, buscdbamos al-
guna proteina responsable de la accién
catalitica. Este fenémeno podia estu-
diarse in vitro, mezclando en un tubo
de ensayo moléculas de ARN antes de
«splicing», extractos nucleares, mag-
nesio y GTP.

Un cambio en la movilidad elec-
troforética del ARN mostraba si se ha-
bia producido o no el corte y empalme
de los intrones. Un resultado sorpren-
dente fue que la eliminacién de intro-
nes tenfa lugar en ausencia de extrac-
tos nucleares: sélo requeria la propia
molécula de ARN, magnesio y GTP.
La implicacion inmediata de este re-

sultado es que el ARN tenia
capacidad catalitica y esta-
ba catalizando el proceso
de corte y empalme de su
propia molécula. Desde en-
tonces se ha descubierto un
buen nimero de ARNs ca-
taliticos, tales como los in-
trones de tipo [ y 1II, la ri-
bonucleasa P, la ribonu-
cleasa «cabeza de martillo» y el virus
de la hepatitis delta.

El proceso de «splicing» tiene lugar
mediante reacciones de transesterifi-
cacién. La guanina realiza un ataque
nucleofilico sobre el extremo 3’ del
intrén, lo que da lugar al primer corte.
Posteriormente, el OH del extremo 3’
del primer exo6n ataca el extremo 5’
del segundo exén, produciéndose el
empalme de exones. En una tercera
transferencia, el OH del extremo 3’
del intrén ataca un nucleétido situado
a unas 15 bases del extremo, forman-
do una molécula circular.

Para la comunidad cientifica resul-
t6 dificil inicialmente aceptar que el
ARN pueda tener actividad catalitica.
El punto de vista predominante veia
el ARN como una molécula lineal, ca-
rente de estructura secundaria, por lo
que era dificil imaginar cémo esta mo-
lécula conseguia la especificidad ne-
cesaria para actuar como una enzima.

Hoy sabemos que este punto de vis-
ta es erréneo. El ARN es capaz de ple-
garse dando lugar a una estructura glo-
bular, semejante a las enzimas
proteicas. Este plegamiento requiere
Mg y, asimismo, el Mg es indispensa-
ble para la actividad catalitica del
ARN. Actualmente diponemos de mo-
delos tridimensionales de la molécula
de ARN.

Las moléculas de ARN con capaci-
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dad catalitica se denominan «ribozi-
mas». Estudios cinéticos demuestran
que muchas de ellas son tan eficientes
catalizadores como las enzimas de na-
turaleza proteica. Estudios de la es-
tructura tridimensional de ribozimas
indican la existencia de una regién lla-
mada hélice P1, que es responsable de
la especificidad del sustrato. Esta es-
pecificidad se consigue mediante el
apareamiento de bases entre la molé-
cula de ARN que va a ser cortada y la
region Pl.

Las relaciones estructura-funcién
en ribozimas abren la puerta a la cons-
truccién, mediante ingenieria genética,
de ribozimas mds eficaces como cata-
lizadores o con distinta especificidad.
Por ejemplo, ribozimas modificadas
que se unen mas débilmente al sustra-
to tienen constantes cataliticas mucho

més altas que las moléculas originales.
Para la aplicacién biotecnoldgica de
ribozimas serd necesario disenar estra-
tegias que garanticen la llegada de la ri-
bozima hasta su correspondiente diana.
Uno de los requisitos es conseguir ri-
bozimas resistentes a la degradacion
por ribonucleasas, enzimas abundantes
en muchos tejidos. Otro problema po-
tencial es el requerimiento de Mg para
la accion de las ribozimas. Dado que el
Mg es un elemento abundante en los se-
res vivos, esto no representa, probable-
mente, un problema grave en la practi-
ca. En la actualidad existen varios
proyectos en marcha de aplicacion de
las ribozimas en la terapia contra cier-
tas enfermedades; por ejemplo, se estd
realizando un primer ensayo en huma-
nos sobre la utilidad de la «ribozima
de horquilla» contra infecciones virales.

Manuel Rico

«El mundo del ARN»

| doctor Thomas Cech

es Profesor Distinguido
de la Universidad de Colo-
rado en Boulder e Investi-
gador Principal en el presti-
gioso Instituto Médico
Howard Hughes. En 1989
recibi6 el Premio Nobel de
Quimica por sus trabajos so-
bre la actividad catalitica del
ARN (para lo cual tuvo que probar
hasta la exageracién que sus prepara-
ciones no estaban contaminadas con
proteina).

Este descubrimiento modificé el pa-
radigma entonces establecido de que el
ARN tiene un papel pasivo en la trans-
misién de informacién genética. Este
trabajo ha tenido importantes conse-
cuencias sobre el desarrollo cientifi-
co, que podemos evaluar a tres niveles
distintos.

En primer lugar, consti-
tuye un importante avance
para el conocimiento basi-
co de los sistemas biol6gi-
cos; en segundo lugar, tie-
ne importantes aplicaciones
potenciales en la terapia
contra enfermedades viri-
cas y de origen genético;
y, en tercer Jugar, este des-
cubrimiento modificé nuestro punto
de vista sobre la evolucién y el origen
de la vida.

El hecho de que el ARN pueda ac-
tuar como una enzima abre una amplia
avenida para lo que se ha denominado
«el mundo del ARN». Segin esta hi-
potesis, los primeros seres vivos no
contenian ADN, ni proteinas, sino mo-
léculas de ARN capaces de guardar
informacién genética y de catalizar la
sintesis de su propia molécula.
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Peter B. Dervan

«Reconocimiento especifico de la
secuencia del ADN y ARN de

doble hélice»

Los cromosomas contie-
nen una inmensa canti-
dad de informacién genética
codificada en un cédigo de
cuatro letras: los cuatro deo-
xinucledtidos A, G, Ty C
(nucleétidos A, G, Uy Cen
el caso del ARN). El ADN es
la molécula més importante
portadora de informacién ge-
nética y se organiza seguin el modelo
de la doble hélice. Segiin este modelo,
sin duda uno de los logros cientificos
mds importantes del siglo, la informa-
cion genética se encuentra duplicada en
dos cadenas de ADN enrolladas una
respecto a otra en forma de doble héli-
ce; la posibilidad de unién entre bases
complementarias (AT/GC) garantiza la
estabilidad de la hélice y proporciona
una base para la replicacién fidelisima
de la informacién genética, asi como
de otras funciones celulares. Otra con-
secuencia de la union de cadenas en
forma de doble hélice es la aparicién
de dos hendiduras o surcos a lo largo de
toda la molécula, que se denominan sur-
CO Mayor y surco menor.

La cantidad de informacién genética
contenida en el genoma humano es in-
mensa, del orden de tres mil millones de
pares de bases; sin embargo, un cambio
en la secuencia de un dnico nucleétido
puede dar lugar a una enfermedad ge-
nética de graves consecuencias para €l
individuo portador de tal cambio. Para
dar una idea de la magnitud, podemos
decir que localizar una mutacién puntual
entre todo el genoma es una tarea equi-
valente a localizar a un determinado in-
dividuo en el conjunto del planeta Tie-
rra.

Las enzimas de restriccién constitu-

yen herramientas funda-
mentales para el estudio y
manipulacién del ADN. Es-
tas proteinas son capaces de
Teconocer una secuencia es-
pecifica en la cadena de
ADN, normalmente de cua-
tro o seis nucleétidos, y de
romper los enlaces fosfo-

2 diéster de la cadena en ese

punto. Aunque extraordinariamente titi-
les, estas enzimas presentan limitaciones
cuando estamos trabajando con frag-
mentos de ADN muy grandes, como un
cromosoma eucaridtico completo o to-
do el genoma humano.

Echando mano de la estadistica, ne-
cesitariamos que las enzimas de res-
triccién reconociesen secuencias de 15
6 16 pares de bases para que pudieran te-
ner un sitio de corte tinico en el genoma
humano. Aunque enzimas de estas ca-
racteristicas no existen en la naturaleza,
es concebible que podamos construir
enzimas de restriccién artificiales que
nos permitan resolver el problema.

En lineas generales, el reconoci-
miento especifico podria conseguirse
mediante oligonucledtidos (que se unen
al surco mayor), andlogos de péptidos
(que se unen al surco menor), o protei-
nas (que pueden unirse a ambos). La
fase de corte de la cadena de ADN tam-
bién puede producirse por distintos me-
canismos; uno de ellos es la modifica-
cién de ciertas bases por alquilacién y
eliminacién posterior de las mismas.

Una de las técnicas mas prometedo-
ras para el disefio de enzimas de res-
triccion artificiales se basa en el uso de
oligonucledtidos que se unen al surco
mayor del ADN. En este caso, la espe-
cificidad se consigue mediante la for-
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macién de una triple hélice, la cual es es-
table debido a la formacidn de puentes
de hidrégeno sumamente especificos
entre bases.

Se requieren al menos quince oligo-
nucledtidos para adquirir estabilidad y
las propiedades termodindmicas de es-
tas triples hélices resultan muy com-
plejas. El no apareamiento de una sola
de las bases del oligonucleétido hace
que la constante de afinidad disminuya
unas cien veces.

Este tipo de enzimas estd siendo uti-
lizado en la actualidad; por ejemplo,
una enzima as{ disefiada permite cortar
el cromosoma 3 de la levadura en un
punto especifico. Otra enzima similar
permite cortar el cromosoma 4 humano
en un sitio cercano al marcador del gen
de una grave enfermedad genética.

Muy recientemente, hemos desarro-
llado un nuevo sistema para el corte
especifico de moléculas de ADN. Se

basa en la utilizacién de péptidos ci-
clicos o en forma de horquilla, los cua-
les contienen grupos contiguos de imi-
dazolypirrol-carboximida. Por ejemplo,
la distamicina no contiene aminodaci-
dos naturales y es capaz de unirse al
ADN en forma de dimero. Otro de es-
tos péptidos, la netropsina, se une a se-
cuencias de ADN ricas en bases de tipo
A o T. En ambos casos, los péptidos se
unen al surco menor debido a un con-
junto de fuerzas atractivas, tales como
puentes de hidrégeno, interacciones
electrostdticas y fuerzas de Van der
Waals. La utilizacién de este tipo de
péptidos constituye un método alterna-
tivo para el reconocimiento especifico
del ADN y amplia significativamente el
repertorio de secuencias diana. Es po-
sible que en un futuro préximo permi-
ta llegar a un sistema general para el re-
conocimiento de cualquier secuencia
en el ADN.

Manuel Espinosa

«La frontera del conocimiento»

Podemos describir el ca-
racter cientifico de Pe-
ter Dervan con sélo dos pin-
celadas. En primer lugar, se
trata de un investigador que
disfruta situdndose en la
frontera de la ciencia; fron-
tera cientifica significa dis-
cutir dogmas aceptados, rea-
lizar saltos cualitativos y
producir, en definitiva, un avance real
en nuestra comprensién del Universo.
En segundo lugar, Peter Dervan re-
presenta, mas que nadie, el encuentro
entre quimica y biologia que se ha pro-
ducido en las tltimas décadas.
Dervan es bien conocido por los
cientificos de su campo. Entre sus lo-
gros se cuentan mas de 160 publica-
ciones, numerosos premios y nombra-

mientos en diversas insti-
tuciones, incluyendo la
prestigiosa Academia
Americana de Ciencias.

Si tratamos de deducir
su trayectoria cientifica a
partir de su curriculum vi-
tae, observamos un conti-
nuo cambio hacia temas
que se hallan en la fronte-
ra del conocimiento.

Primero, desarrollando la técnica
del «footprinting», que permite estu-
diar la huella de la interaccién entre
ADN y proteina; mds tarde se dedicé
al estudio de las proteinas que inter-
accionan con ADN; y en la actualidad
se ha centrado en desarrollar técnicas
que permitan el mapeo de cromoso-
mas completos.
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Gregory Winter

«Imitando el sistema inmune:
obtencion de anticuerpos humanos
en bacterias por expresion en fagos»

Los anticuerpos contribu-
yen de forma esencial a
la defensa de los organismos
frente a agentes patégenos,
como virus o bacterias. Los
anticuerpos son capaces de
unirse especificamente al an-
tigeno: una molécula (o par-
te de una molécula) del pa-
tégeno.

Esta unién es muy espe-
cifica. Un anticuerpo puede unirse sélo
a un antigeno, al igual que una llave
puede abrir sélo un tipo de cerradura.
Después del reconocimiento antigeno-
anticuerpo tiene Jugar una serie de inter-
acciones entre células del sistema in-
munolégico, cuya consecuencia ultima
es la destruccién del organismo invasor.

Aunque los anticuerpos son muy efi-
caces frente a bacterias o virus, resultan
inefectivos en otros casos, por ejem-
plo, contra células cancerosas huma-
nas, debido a un mecanismo de auto-to-
lerancia. Una forma de resolver este
problema consiste en utilizar anticuer-
pos obtenidos en otras especies, por
ejemplo, caballo o rata contra células
humanas, aunque en este caso pueden
surgir problemas de rechazo.

La creacién de anticuerpos artificia-
les, capaces de reconocer antigenos hu-
manos, tiene un gran interés e impor-
tantes aplicaciones terapéuticas. Para
la creacién de anticuerpos artificiales es
necesaria una estrategia que nos per-
mita, primero, obtener una gran canti-
dad de variantes y, después, seleccionar
entre éstas el anticuerpo especifico con-
tra el antigeno deseado. Volviendo al si-
mil de la llave, primero construimos
un gran nimero de llaves y después
vamos probando cudl de éstas es ca-

paz de abrir nuestra cerra-
dura.

En la naturaleza, la va-
riabilidad se genera me-
diante un conjunto de me-
canismos genéticos: reor-
denamiento de exones, in-
exactitud en la unién de
exones y zonas hipervaria-
bles. La seleccién del anti-
cuerpo adecuado se produ-
ce mediante seleccién clonal: cada
anticuerpo es expuesto en la superficie
de una célula inmunolégica y la unién
antigeno-anticuerpo provoca una gran
proliferacién del tipo celular especifico
que posee dicho anticuerpo.

Para la creacién de anticuerpos arti-
ficiales utilizamos una estrategia que
imita a la naturaleza. En primer lugar,
necesitdbamos las unidades o bloques
elementales para construir anticuerpos.
Para ello fue necesario clonar y carac-
terizar numerosos genes que codifican
inmunoglobulinas humanas.

El segundo paso consisti6 en la crea-
cion de variabilidad; esto es, disponer de
una coleccién o «repertorio» de genes
distintos de inmunoglobulinas. Para
conseguir esta coleccién empleamos
una técnica de PCR (Reaccion en Ca-
dena de la Polimerasa) utilizando un
conjunto de cebadores de secuencia ar-
bitraria.

En nuestro sistema artificial, para la
seleccion de anticuerpos recurrimos a la
expresion de nuestro repertorio en la
superficie de un bacteriéfago. De esta
forma purificamos un conjunto de virus,
cada uno de los cuales exhibia un anti-
cuerpo diferente en su superficie.

Posteriormente se utiliza la técnica
de cromatografia de afinidad, con la
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cual se selecciona el fago adecuado pa-
sando la coleccién por una columna
que contiene el antigeno inmovilizado;
s6lo aquellos fagos que contengan el an-
ticuerpo adecuado son retenidos, mien-
tras que el resto son eludidos. Median-
te una serie de pases, es posible
enriquecer suficientemente el anticuer-
po que buscamos.

Con este conjunto de t€cnicas es po-
sible obtener anticuerpos con una cons-
tante de afinidad del orden de micro-
molar. Es un grado de especificidad
notable, pero que debe aumentarse por
un proceso de «refinado».

En la naturaleza, el factor limitante
para la especificidad de los anticuer-
pos estriba en el nimero de linfocitos B
que existen en un organismo. En nues-
tro sistema artificial, la limitacién es-
triba en la eficiencia de transfeccién

del bacteriéfago. Hemos recurrido a
una técnica para solventar este proble-
ma y conseguir repertorios con mayor
ndmero de genes.

Para esto hemos utilizado el sistema
de la recombinasa cre. Con este siste-
ma se consigue una recombinacion in
vivo de los genes de inmunoglobulinas,
lo que se traduce en repertorios mds
amplios (del orden de 10'%), lo que im-
plica, a su vez, anticuerpos artificiales
con mayor especificidad por el anti-
geno.

Los anticuerpos artificiales tienen
muchas y muy importantes aplicacio-
nes clinicas. Estos anticuerpos ya han
empezado a utilizarse para localizar
la posicién de metdstasis en algunos ti-
pos de tumores: por ejemplo, en el
cadncer de higado, facilitando asi su
extirpacion quirdrgica.

Luis Enjuanes

«Pionero en ingenieria de

proteinas»

| doctor Winter es bien

conocido en ambitos
cientificos por sus trabajos
pioneros en ingenieria de pro-
teinas. En 1986 desarroll6 la
técnica de «mutagénesis para
el andlisis de superficies», lo
que le permitié mapear las
interacciones del tRNA so-
bre la superficie de su sinte-
tasa. Posteriormente centré su atencién
en el sistema inmunolégico y acepté el
reto de intentar crear artificialmente an-
ticuerpos humanos, los cuales tienen di-
versas aplicaciones clinicas. Utilizando
el concepto de seleccion darwiniano, ha
logrado la construccién de sitios de
unién de anticuerpos ensamblados de
novo, generando un repertorio amplio y

diverso de fragmentos de
anticuerpos en bacterias, en-
tresacando aquellos que se
unian al antigeno. Una es-
trategia de este tipo mime-
tiza la estrategia del sistema
inmune mismo.
El proceso de mutacién
somatica ha sido mimetiza-
" do también in vitro, intro-
duciendo mutaciones puntuales repar-
tidas al azar a lo largo de todo el gen,
utilizando estirpes bacterianas mutado-
ras. Con estos procedimientos, algunas
personas podrian decir que se esta de-
safiando a la naturaleza, incluso a Dios.
Una visién alternativa del trabajo del
doctor Winter es que estd realizando
ciencia innnovadora.



40/ BIOLOGIA

Alan R. Fersht

«Proceso y estabilidad del
plegamiento proteico»

| plegamiento de protei-

nas es un proceso clave
para entender cémo funcio-
nan los seres vivos. El
«dogma central» de la Bio-
logia Molecular establece la
relacion entre secuencias de
nucleétidos (genes) y se-
cuencias de aminodacidos
(pro- teinas). Sin embargo,
las proteinas sélo ejercen su actividad
biolégica si estdn correctamente ple-
gadas, en lo que se denomina su con-
formacion nativa. Asi pues, es impor-
tante entender cémo se pliegan las
proteinas.

Sin embargo, esto constituye un
problema formidable por dos razones:
en primer lugar, porque el nimero de
conformaciones accesibles y, por tan-
to, de posibilidades es astronémico;
en segundo lugar, porque no es posible
calcular la estabilidad de estas confor-
maciones.

Por tanto, se trata de un problema
demasiado complejo como para per-
mitir un abordaje exclusivamente ted-
rico. Esto nos lleva a la conocida Pa-
radoja de Levinthal, la cual puede
expresarse asi: dada una proteina de
cien aminodcidos, el nimero de con-
formaciones posibles es del orden de
10%; si dicha proteina tuviese que en-
contrar su conformacién nativa me-
diante rotacién al azar, necesitaria pa-
ra ello un tiempo equivalente a la edad
del Universo. Sin embargo, sabemos
que la mayoria de las proteinas ad-
quieren su plegamiento correcto en
cuestion de segundos.

En la actualidad disponemos de un
modelo que predice tres posibles vias
o mecanismos de plegamiento:

—La primera es la denominada di-
fusién/colisién, segin la cual primero

se produce el plegamiento
en dominios independientes
de estructura secundaria, y
la interaccién entre estos
dominios determina des-
pués el plegamiento final.

—El segundo mecanis-
mo se denomina de propa-
gacion,; en este caso, el ple-
gamiento se inicia en una
zona concreta de la cadena polipepti-
dica y ese cambio induce, a su vez,
cambios de conformacién en otras zo-
nas, que van propagandose hasta el
plegamiento final.

-Segtin el tercer mecanismo, cuan-
do una cadena polipeptidica recién sin-
tetizada se ve expuesta a un medio
acuoso, tenderd a «esconder» en su in-
terior sus aminodcidos hidrofébicos;
esto provoca un «colapso hidrofébi-
co» practicamente instantdneo, lo cual
limita el nimero de rutas de plega-
mientos posibles.

En la actualidad es posible someter
estas tres hipotesis a una contrastacion
empirica. Hay que sefialar que un me-
canismo de plegamiento queda defi-
nido cuando todos los estados esta-
bles, metaestables y de transicién han
sido caracterizados.

En la practica, este tipo de estudios
es posible gracias a dos herramientas
fundamentales:

—La primera es la técnica de Reso-
nancia Magnética Nuclear (NMR), que
nos permite «mirar» el estado de ple-
gamiento de una proteina.

—La segunda herramienta es la in-
genieria genética, con la que podemos
construir proteinas mutantes que es-
tén alteradas en su forma de plega-
miento.

Hemos elegido dos proteinas de pe-
quefio tamafio y estructura tridimen-
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sional bien conocida:

—La primera de ellas es la barnasa.
Se trata de una enzima que hidroliza
ARN, tiene 110 aminoéacidos y carece
de puentes disulfuro.

Esta proteina tiene dos motivos es-
tructurales fundamentales: un domi-
nio en hélice alfa y otro en lamina be-
ta. La utilizacién de proteinas mutantes
que tenian alterados estos dominios
nos ha permitido caracterizar el proceso
de plegamiento.

—La otra proteina elegida es la CI-2,
una proteina de cebada capaz de inhi-
bir serin-proteasas. Esta proteina tiene
64 aminoéacidos y también carece de
puentes disulfuro. El mecanismo de

plegamiento de CI-2 parece responder
al modelo de colapso hidrofébico.

Una posible critica a este tipo de
estudios es que el plegamiento que es-
tudiamos in vitro podria ocurrir de for-
ma distinta al que tiene lugar en el in-
terior de la célula.

Una diferencia entre estas dos si-
tuaciones consiste en la presencia in
vivo de proteinas «chaperonas», las cua-
les contribuyen y facilitan el plega-
miento de las cadenas polipeptidicas.

Hemos estudiado el plegamiento in
vitro de la barnasa en presencia de la
proteina chaperona Gro-El y los resul-
tados no difieren esencialmente de los
obtenidos en ausencia de esta proteina.

Guillermo Giménez

«Relacion entre estructura

Y funcion»

Pocas personas de nues-
tro ambito cultural no
han oido hablar de la prote-
ina. Sin embargo, ya son
muchas menos las que po-
drian explicarse que un in-
vestigador haya dedicado
sus mejores afios a estudiar
el plegamiento de las pro-
teinas, como es el caso del
profesor Alan Fersht. Hace ya mas de
diez afios que el profesor Alan Fersht
es una referencia obligada dentro del
campo de la modificacién de proteinas
por ingenierfa genética o, en un senti-
do mds amplio, del estudio de la rela-
cién entre estructura y funcién.

Las proteinas, amén de un compo-
nente importante de la dieta, son la
base operacional de nuestro organismo;
son responsables de que nuestro or-
ganismo se mueva, conozca, respire, se
reproduzca. En fin, nuestro organis-
mo es tal porque unos pocos millares
de especies distintas de proteinas ac-

tdan coordinadamente.

Existen dos momentos
fundamentales en la vida
de una molécula proteica.
El primero es su polimeri-
zacion a partir de amino-
acidos; el segundo es el
proceso de plegamiento es-
pecifico determinado por
su estructura primaria. Se
trata de un proceso esencial, con im-
plicaciones clinicas y terapéuticas y, al
mismo tiempo, extraordinariamente
complicado.

Mediante la eleccion de proteinas
de pequeiio tamano y el desarrollo de
mutantes especificos de plegamiento, el
profesor Alan Fersht est4 siendo capaz
de describir este proceso de plegamiento
en base a principios quimicos bésicos.

Esto constituye un avance funda-
mental en el conocimiento de los seres
vivos y dard lugar, sin duda, a nuevos
métodos terapéuticos y nuevos proce-
sos industriales. []
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