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"Con mi afecto y admiracidén, y el de

la Princesa Sofia, asegurdndoles que

en el presente, y sobre todo en el

futuro, seguiremos muy de cerca las

vicisitudes del Centro de Biologia

Molecular "Severo Ochoa", y velare-

mos por el progreso de la ciencia y

los cientificos espafoles”

S.A.R. D.Juan Carlos

Los afos 1975 a 1978 han
sido muy importantes para el
Centro de Biologia Molecular.

Durante su transcurso ha culmi-

nado un largo proceso de progra-

macidén y estudio, convirtiéndo-
se en realidad la iniciativa
del Prof.Severo Ochoa: el Ins-
tituto de Biologia Molecular,
de la Universidad Autbhoma, y
los Institutos de Biologia del
Desarrollo y Biogquimica de Ma-
cromoléculas y la Seccidn de
Genética del Desarrollo, del
Consejo Superior de Investiga-
ciones Cientificas, se han uni-

do para constituir el Centro
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de Biologia Molecular "Severo
Ochoa", como centro propio del
C.S.I.C.. La ilusidén y los pro-
yectos de muchos afios se han
convertido en realidad. La ac-
cidn conjunta de los grupos de
trabajo que integran el Centro
se traducird,y en esta labor
pondremos el mayor empeiio,en
una organizacidn de investiga-
cibén cientifica de alto nivel
y magnitudes suficientes, que
pueda contribuir dignamente al
desarrollo internacional de la
Bioquimica y la Biologia Mole-

cular.

lDedicatoria suscrita por los entonces Principes de Espana,
D.Juan Carlos y Dna.Sofia, en el libro que recoge la labor
realizada por el Profesor Severo Ochoa y que le fué entregado,
con motivo de su 70 cumpleafios, el dia 27 de Septiembre de
1975,al inaugurarse el Centro de Biologia Molecular "Severo

Ochoa".



Si, segln Bachelard, "la
investigacidn es una organiza-
cidn de riesgos", el objetivo
de constituir este Centro tenia
multiples riesgos adicionales.
Establecer una intima coordina-
cidn entre centros universita-
rios y del Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas;
tratar de conseguir una estruc-
tura 4gil tanto desde un punto
de vista funcional como admi-
nistrativo; procurar la dis-
tribucidn, en su justa medida,
de las funciones investigado-
ras y docentes; fomentar la
existencia de drganos de ase-
soramiento cientifico de gran
prestigio, con la concurrencia
de quienes tienen amplia expe-
riencia e imaginacidn; aportar
los medios instrumentales y
econbmicos necesarios y, sobre
todo, el ambiente distendido
que es imprescindible para el
desarrollo de la actividad cien-
tifica... Todo ello constituia
una bella empresa, ciertamente,
pero también un auténtico reto
para quienes asumian la respon-
sabilidad de llevarla é cabo.
Se ha recorrido un amplio tre-
cho, pero todavia es largo el
camino que tenemos por delante
hasta configurar el futuro que

todos deseamos.

Es justo expresar el mis pro-
fundo reconocimiento al Prof.
Severo Ochoa, artifice de esta
obra, precedente y expectativa
para otras actividades en la
estructuracidén cientifica de
Espana. Gratitud extensiva a
todos quienes, desde el primer
momento, han trabajado denona-
dadamente para hacerla posible.
A todos, repito, pero considero
justo mencionar expresamente
los nombres de Javier Corral,
Eladio Vifuela y David Vé&zquez.
Al Ministerio de Educacidn y
Ciencia, al Consejo Superior de
Investigaciones Cientfificas y
a la Universidad Auténoma de
Madrid, por las dotaciones que
han aportado y por el respaldo
que en todo momento han tenido
a bien prestar al Centro. A la
Comisidn del Descuento Comple-
mentario de la Seguridad Social,
a la Direccidn General de Sani-
dad, a la Comisidn Mixta del
acuerdo de Cooperacidn Técnica
entre los Estados Unidos y-Espa-
fa y a la Comisidén Asesora de
Investigacidén Cientifica y Téc-
nica, por las subvenciones y
ayudas concedidas, que han sido
-y siguen siendo- fundamentales
para la marcha del Centro. Y
por Gltimo, pero en el primer

lugar que corresponde a sSu ran-

go y a la particular atencidn
que nos han prestado, a S.S.
M.M. los Reyes D.Juan Carlos

y Dfa.Soffa, que quisieron dis-
tinguirnos inaugurando este Cen-
tro y redactaron las frases,
que tanta seguridad nos infun-
den, que figuran en el encabe-
zamiento de esta presentacidn.
Tenemos confianza en el futuro,
porque la tenemos en la calidad
y dedicacidén de quienes consti-
tuyen los diversos grupos de
investigacidén del Centro.

El Centro de Biologfa Mo-
lecular pretende hacer aporta-
ciones de interés en unos cam-
Pos que contribuyan al presti-
gio cientifico de nuestro pafis
Y a solucionar problemas de
importancia para el bienestar
del hombre. Si bien, dada la
naturaleza de la investigacidn
que desarrollamos, el mdévil
principal de nuestras activi-
dades es participar en el in-
cremento de los conocimientos
en Bioquimica y Biologia Mole-
cular, estimamos que es con-
veniente no perder nunca de
vista que todos los conoci-
mientos alcanzados deben poner-
se, en Gltimo término, a dis-
posicidén de la comunidad hu-
mana. Por ello, el Centro

orienta algunas de sus lfineas

de investigacién hacia la reso-
lucidn de problemas de interés
inmediato, normalmente de fndole
sanitaria (subnormalidad psiqui-
ca, virus de la peste porcina
africana, etc.).

Dado el extraordinario de-
sarrollo de la Bioquimica y Bio-
logia Molecular en esfos dltimos
anos, constituye una tarea pro-
gresivamente dificil encauzar la
investigacién hacia caminos cuyo
horizonte no desaparezca en poco
tiempo. La prospectiva de las
grandes cuestiones constituye una
actividad apasionante, pero de
una enorme complejidad. En cual-
quier caso, queda claro que -sin
dejarnos de importar mucho el
ritmo- interesa principalmente
discurrir en la direccidn adecua-
da.

En las p&ginas que siguen
se presentan, pormenorizadas, las
lineas desarrolladas entre 1975
y 1978, y las actividades de los
miembros del Centro. Constituyen
un fiel reflejo de la capacidad
y vocacidn que todos los miembros
del Centro de Biologfa Molecular,
desde el personal auxiliar al di-
rectivo, han sabido poner en el
trabajo, a pesar de las circuns-
tancias excepcionales que nuestro
pais ha vivido en este periodo de

tiempo. Reconocerlo asi, es un



grato deber de justicia.

Quiero terminar esta pre-
sentacidn, expresando el firme
convencimiento de que el Centro
de Biologfa Molecular seguiré
progresando y consolidando la
hermosa trayectoria gque se ha
trazado. Trabajando juntos, en
una atmdsfera de convivencia y
amplia participacidn. Abiertos
todos de par en par a la libre
discusién y la critica, ingre-
dientes insustituibles en una
comunidad cientifica. Una co-
munidad sin escalones ni fron-
teras, en donde la finica jerar-
quia se establece sobre la base
de los conocimientos adquiridos
y de la labor realizada. Donde
s6lo la argumentacidn prevalece
y no existe otra posicidn de
relieve que aquella que se
asienta, precisamente, sobre
lo que constituye el mismo fun-
damento de su existencia: el
conocimiento y el esfuerzo de-
mostrado en incrementarlo.

Federico Mayor -
Director

Centro de Biologia Molecular

ORGANIZACION CIENTIFICA

Centro de Biologia Molecular "Severo Ochoa"

C.S.I.C.
| | 1 1
Instituto de Instituto de Instituto de Seccidn de
Biologia Biologia del Bioquimica de Genética del
Molecular Desarrollo Macromoléculas Desarrollo
U.A.M. C.S.I.C. C.Ss.I.C. C.S.I.C.

Departamento de Departamento de

Bioquimica y Virologia y
Biologia Genética
Molecular Molecular
U.A.M. U.A.M.

Departamento de
Microbiologia
U.A.M.

lgfpartamento Técnico]

El organo rector del Cen-
tro de Biologia Molecular es
la Junta de Direccibn.

La Junta de Direccién
constituye el 6rgano regulador
y ejecutivo del Centro y esté
integrada por el Profesor Se-
vero Ochoa en calidad de Pre-
sidente del mismo, los Direc-
tores de los tres Institutos
y el de la Seccibn de Genéti-
ca del Desarrollo, los de los
tres Departamentos Universita-
rios, el Director Técnico y
el Administrador, asi como
por los representantes de ca-
da una de las siguientes Juntas:
- Junta de Personal Investigador

- Junta de Graduados

- Junta de personal Administra-
tivo, de Ayudas a la Investi-
gacién y de Funciones Conexas.

Ocupa el cargo de Director
del Centro de Biologia Molecu-
lar el Dr.D.Federico Mayor Za-
ragoza.

Igualmente la normativa pre-
cisa de funcionamiento de las
diversas areas y actividades,
se encuentra reglada y contro-
lada por las Juntas siguientes:
- Junta de Biblioteca
= Junta de Animalario
- Junta de Cursos y Seminarios

- Junta de Seguridad Biolbgica



PERSONAL

INSTITUTO DE BIOLOGIA MOLECULAR
Y DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA
Y BIOLOGIA MOLECULAR

Dirigido por Federico Mayor
Plantilla:

Aragdn, Maria del Carmen
Alonso, Carlos
Benavides, Jesfis

Benito, Manuel

Garcia, Maria José
Garcia, Predestinacidn
Giménez, Cecilio
Izquierdo, Marta
Machado, Alberto

Manso, Rafael

Maties, Milagros

Mayor, Federico

Medina, José Maria
Merinero, Begona

Moreno, Francisco José
Nuniez de Castro, Ignacio
Pagés, Montserrat
Satrlistegui, Jorgina
Ugarte, Magdalena
Valdivieso, Fernando

Valle, Juan Antonio del

Estudiantes Graduados:

Alcover, Andrés

Andrés, Antonio

Bogonez, Elena

Chico, Enrique

Cubero, Ana Maria
Cuezva, José Manuel
Garcia, Maria Luisa
Guerrero, Isabel
Llorente, Nieves

Lopez, Josefina
S&nchez-0Olavarria, Jesfs
Roda, Elena de

Rosario, Paula

Asistentes técnicos:

Alamo, Juana

Baranda, Concepcién
Baranda, Patrocinio
Bermejo, Adoracidn
Borreguero, Natividad
Chamorro, Margarita
Garcia, Josefa
Garcia, Juan
Gonz&lez, Antonia
Gutierrez, Blanca
Herndndez, Carmen
Jiménez, Antonio
Laforga, Begona
Luengo, Carmen
Mateos, Antonio Alfonso

Morales, Juana

Morales, Ramén

Mora-Gil, Maria Victoria
Naranjo, Miguel

Reina, Isabel

Reina, Nieves

Sanz, Paloma

Taravillo, Miguel

INSTITUTO DE BIOGUIMICA DE MACRO-
MOLECULAS Y DEPARTAMENTO DE MI-
CROBIOLOGIA

Dirigido por David V&zquez

Plantilla:

Amils, Ricardo

Barbacid, Mariano

Cabrer, Bartolomé

Carrasco, Luis

Conde, Francisco Pedro
Ferndndez, Maria del Carmen
Garcia-Ballesta, Juan Pedro
Guerrero, Maria del Carmen
Hern&ndez, Francisco
Jiménez, Antonio

Modolell, Juan

Palacién, Enrique

Pellicer, Angel

Reyes, Ramén

Santamaria, Francisco
Vazquez, David

Zaera, Eulalio

Cientificos visitantes:

Dolz, Humberto

Lebn, Gloria
Estudiantes Graduados:
Alonso, Miguel Angel

Baez, Adriana

Bernabeu, Carmelo



Cabanas, Maria Jesfis
Campuzano, Sonsoles
Contreras, Antonio
Correas, Isabel
Fresno, Manuel
Girbés, Tomés
Gonz8lez, Antonio
Juan, Fernando
Lépez, Abelardo
Martinez, Octavio
Pérez, Miguel
Pintor, José Antonio
S&nchez, Francisco

Sanchez, Lucas

Asistentes técnicos:

Camacho, Mercedes
Ferndndez, Maria del Carmen
Jiménez, Pilar

Martin, Asuncidn

Ochoa, Pilar

Ramos, Maria de los Angeles
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INSTITUTO DE BIOLOGIA DEL DE-

SARROLLO Y DEPARTAMENTO DE VI-

ROLOGIA Y GENETICA MOLECULAR

Dirigido por Eladio Vinuela

Plantilla:

Avila, Jesfis

Beato, Miguel
Carrascosa, Angel
Carrascosa, José
Domingo, Esteban
Escarmis, Cristina
Enjuanes, Luis

Garcia, Maria del Carmen
Haro, Cesar de

Hermoso, José Miguel
Méndez, Enrique

Nieto, Antonio

Ochoa, Severo

Ortin, Juan

Ramirez, Galo
Rodriguez-Candela, José Luis
Salas, José

Salas, Margarita

Salas, Marfa Luisa
Ferndndez-Santarén, Juan
Sierra, José Manuel
Talavera, Antonio
Vinuela, Eladio

Cientificos visitarntes:

Krawiec, Steven
Wiche, Gerhard

Estudiantes graduados:

Almendral, José Maria
Barriocanal, Javier
Camacho, Ana

Corcés, Victor G.
Garcia, Juan Antonio
Jiménez, Fernando
Kuznar, Juan
Lombardero, Manuel
Manrique, Esteban
Melero, José Antonio
Morales, Victoria
Moreno, Miguel Angel
Moya, Fernando
Pefnalva, Miguel Angel
Perez-Mellado, Rafael
Perucho, Manuel
Rodriguez, Marta
Sanz, Antonio
Vicente, Oscar

Villa, Salvador

Villafruela, Maria Jesfs

Villanueva, Nieves
Villasante, Alfredo

Asistentes técnicos:

Barat, Ana

Cano, Eloisa
Corral, Margarita
Cubero, Inmaculada
Ddvila, Mercedes
Fonturbel, Nieves
Garcia, Isabel
Gijén, Victoria
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Hermoso, Carmen
Hermoso, Marifa Dolores
Moore, Lynn

Ocana, Francisca
Redondo, Alfonsa

Vega, Marfia Rosa

Zaragoza, Pilar



SECCION DE GENETICA DEL DESA- DEPARTAMENTO TECNICO

RROLLO
Dirigido por Javier Corral
Dirigida por Antonio Garcia- Garrido, Pilar
Bellido Gonzdlez, Rosa Alcaide, Felipe Palacin, Javier
Reoyo, Elena Alonso, Pilar Perez, Miguel Angel
Plantilla: Sanchez, Begofia Arnau, Miguel Pices, Manuel

Capdevila, Maria Paz
Ferrfis, Alberto
Garcia-Bellido, Antonio
Morata, Ginés

Ripoll, Pedro

Santamaria, Pedro

Cientificos visitantes:

Bagund, Jaime
Gingle, Allan

Gubb, David
Kerridge, Steward
Kiss, Istuan

Lo Schiavo, Fiorella
Roberts, David
Simpson, Pat

Turco, Emilia
Whittle, Robert

Asistentes técnicos:

Andreu, Ana Cristina
Andrés, Rosario
Benito, Maria Jesfs
Calleja, Manuel
Cibreiro, Carmela

Chana, Angeles
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Blanco, José Luis
Bordallo, Evaristo
Caballero, Martin
Conde, Teodoro
Cordbén, Pedro Pablo
Corral, Javier
Cortés, Joaquin

Cruz, Soledad de la
Diaz, Eladio
Ferndndez, Alfonso
Fuertes, Miguel Angel
Galédn, José Maria
Garcia, José Antonio
Garcia, Enrique
Garcia, Juan Luis
Gil, Maria Jesfs
Gilarranz, Mercedes
G6émez, Tomds
Gonzdlez, Miguel
Gutierrez, Manuel
Gutierrez, Rosario
Lizaro, José Maria
Lozano, Miguel
Llorente, Montserrat
Manzanares, Juan Antonio
Martin, Maria del Rosario
Mateos, Maria Dolores
Munoz, José Antonio

Pablo, Maria Luisa de

Ramos, Agustin
Rodriguez, José
Rueda, Esteban
Sanchez, Antonia
Seguido, Lorenzo
Torre, Javier de la
Urenfia, Dionisio
Vallejo, Luis

Zuniga, Ceferino



LINEAS DE INVESTIGACION

RESUMENES



REGULACION METABOLICA
(cICLO DE KREBS)

A.Machado, J.Satrustegut,
A. de Andrés (desde 1977),
E. Bogonez (desde 1978)
Asistencia téenica:

V. Mora-Gil

Nuestro laboratorio ha estu-
diado anteriormente la regula-
cidn del ciclo de los &cidos tri-
carboxflicos en levaduras creci-
das en condiciones de hipoxia. La
anaerobiosis conduce a la ruptura
del ciclo de Krebs en dos ramas.
Una con funcidn oxidativa que
produce 2-oxoglutarato con fines
puramente biosintéticos, la otra
rama de caracteristicas reducti-
vas, mantiene la funcidén anfibd-
lica del camino metabdlico ori-
ginal (1). Actualmente estamos
interesados en contestar algunas
cuestiones que surgieron en los
trabajos ya descritos, estas son:
1) écual es el papel de la mito-
condria en la induccibén por oxi-
geno de las enzimas del ciclo de
Krebs? y 2) ¢cual es la funcidn
fisiolbgica de la isocitrato des-

hidrogenasa dependiente de NADP?.

Hemos estudiado la partici-
pacidén de la mitocondria y del

citoplasma en el proceso de
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induccién por oxfigeno de varias
enzimas del ciclo de Krebs, con
la ayuda de antibidticos que
act@ian.sobre la sintesis de pro-
teinas de uno u otro comparti-
mento celular. Nuestros resulta-
dos confirman la influencia de

la mitocondria sobre el desarro-
llo de la capacidad respiratoria
asi como sobre la sintesis de las
enzimas de la matriz mitocondrial
Estos resultados indican que es
necesaria la maquinaria de sinte-
sis de proteinas mitocondrial
para la iniciacidén de la sinte-
sis citoplasmidtica de las enzi-
nas estudiadas (2). La enzima
glutamato deshidrogenasa depen-
diente de NADP de levaduras cre-
cidas en anaerobiosis es inacti-
vada durante la oxigenacidn
mientras que otras enzimas son
inducidas. Hemos demostrado que
asta inactivacibn es irreversi-
ole y desencadenada por el ayu-

10 de la fuente de carbono,

siendo ademé@s el resultado de

una inactivacidn especifica de
la enzima (3). En la actuali-

dad seguimos estudiando este

proceso.

La oxidacidén del isocitra-
to en células eucaridticas, es
llevada a cabo por dos deshidro-
genasas diferentes en su reque-
rimiento en nucledtidos. La en-
zima ligada al NAD es conside-
rada como exclusivamente cata-
b6lica. Sin embargo la funcidén
de la deshidrogenasa dependien-
te de NADP no es bien conocida.
Una funcidn posible de esta en-
zima podria ser la produccidn
de NADPH. Nosotros hemos de-
mostrado que esta es la prin-
cipal funcidn de la isocitra-
to deshidrogenasa NADP en

Tetrahymena pyriformis, orga-

nismo eucariote unicelular que
no tiene ning@n otro camino me-
tab6lico productor de NADPH.

La isocitrato deshidrogenasa
NADP estd regulada por NADPH,
de igual manera a como se su-
pone es regulado el ciclo de
las pentosas fosfato (4). La
oxidacidn mitocondrial del
isocitrato mediante la actua-
¢ibn consecutiva de las reac-
ciones catalizadas por la isoci-
trato deshidrogenasa NADP y la

transhidrogenasa independiente
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de energia produce 2-oxoglutara-
to y NADH. Este serfa un camino
alternativo para la produccidn
de NADH cuando la enzima depen-
diente de NAD se encuentre in-
hibida. Hemos encontrado una
razén constante entre la isoci-
trato deshidrogenasa y la trans-
hidrogenasa en distintos drga-
nos de mamiferos, lo cual es
consistente con que estas enzi-
mas pertenezcan a un camino co-
mn, de oxidacién del isocitra-

to en la mitocondria (5).

En la actualidad seguimos
trabajando en este problema,
en particular en la significa-
cién fisioldgica de la isocitra-
to deshidrogenasa NADP de cora-
z6n que presenta una actividad

especialmente elevada.

Publicaciones:

1. Machado, A., I.Nunez de Cas-
tro, y F.Mayor. 1975. Mol.
and Cel.Biochem. 6: 93-100.

2. Satrfistegui, J. y A.Machado.
1977. Arch.Biochem.Biophys.
184: 355-368.

3. Satrfistegui, J. y A.Machado.
1978. FEMS Lett. 4: 171-175.

4. vidal, P. y A.Machado. 1977.
Mol.and Cel.Biochem. 17:
151-156.

5. Chico, E., J.Satrfistegui, y
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A.Machado. 1977. Biochimie
59: 933-934.

Garland, R.C., J.Satrlste-
gui,S.Glueckson-Waelsch y
C.F.Cori. 1976. P.N.A.S.
USA 73: 3376-3380.

Malo, P., M.D.Lavina, E.L.
Rodriguez Echandia, y A.
Machado. 1977. J.Neurochem.
29: 729-733.

ETIOLOGIA MOLECULAR DEL RETRA-
SO MENTAL EN LAS ENFERMEDADES
METABOLICAS HEREDITARIAS

F.Valdivieso, M.C.Aragdn,
J.Benavides, M.L.Garcta,

C.Giménexz

A pesar del gran ndmero de
estudios sobre la patogénesis
de la fenilcetonuria, la etio-
logia del retraso mental que
acompana a este defecto enzi-
mitico hereditario no estd aun
aclarada. Con el fin de deter-
minar como la fenilalanina ejer-
ce su efecto, se llevaron a ca-
bo estudios en ratas con fenil-
cetonuria inducida experimental-
mente. También se estudid el
efecto 1in vitro de los metabo-
litos de la fenilalanina sobre
las actividades de los enzimas
del cerebro. Para obtener un mo-
delo experimental de fenilceto-
nuria, las ratas se trataron con
p-clorofenilalanina -un inhibi-
dor de la fenilalanina hidroxi-
lasa in vivo- y esculina -un anta-
gonista de la pteridina - y se in-
yectaron con fenilalanina. La
inhibicibén de la fenilalanina
hidroxilasa da lugar a un aumen-
to en la concentracién de la fenil-
alanina y consecuentemente
de sus metabolitos en la sangre

y en los tejidos de los animales

fenilcetontiricos. Las concen-
traciones de fenilalanina

en la sangre Yy en el cere-
bro de las ratas con fenilce-
tonuria inducida experimental-
mente son similares a las que
se encuentran en los tejidos

de pacientes fenilcetonfiricos.

Estd claramente demostra-
do que los cuerpos ceténicos
en el cerebro en desarrollo
son sustratos importantes pa-
ra la respiracidn y para la
produccidn del acetil-CoA
necesario para la sintesis
de los lipidos implicados en
los procesos de mielinizacidn.
Puesto que el desarrollo del
cerebro coincide con el perio-
do de médxima mielinizacidn,
cualquier inhibicidn en la
utilizacidn de los cuerpos
ceténicos durante las prime-
ras etapas del desarrollo del
cerebro puede tener efectos
perjudiciales sobre la mieli-
nizacidén y esta puede ser, al
menos en parte, responsable del

retraso mental en la fenilcetonuria.

Los estudios de los efec-
tos de la fenilalanina y sus
metabolitos sobre las activi-
dades enzimdticas responsables
de la utilizacidn de los cuer-

pos cetdnicos en el cerebro de
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ratas lactantes,indican que el
fenilpiruvato inhibe marca-
damente la 3-hidroxibutira-
to deshidrogenasa Yy la 3-oxo
dcido CoA transferasa, siendo
este ltimo el enzima clave de

la utilizacidn de los cuerpos
cetbnicos. La inhibicidn de es-
tos enzimas conduciria a una dis-
minucidn en la disponibilidad

del acetil-CoA para la respira-
cibén dentro de la mitocondria,
asi como para el suministro del
esqueleto carbonado para el co-
lesterol y para la sintesis de

dcidos grasos en el citoplasma.
Publicaciones:

1. valdivieso,F., C.Giménez, y
F.Mayor. 1975. Biochem.Med.
12: 72-78.

2. Valdivieso,F., C.Giménez, y
F.Mayor. 1976. Rev.Esp.Fisiol.
32: 153-156.

3. Benavides,J., C.Giménez,
F.Valdivieso, y F.Mayor. 1976.
Biochem.J. 160: 217-222.

4. Giménez,C., J.Benavides,
M.S&nchez-Rubiales, F.Valdi-
vieso y F.Mayor. 1977. Mol.
Cell.Biochem. 16: 9-16.

5. Valdivieso,F., M.Ugarte,
M.Maties, C.Giménez y F.Ma-
yor. 1977. J.Ment.Def.Res.

21: 95-102.
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Aragdén,M.C., C.Giménez,
F.Valdivieso y F.Mayor.1978.
J.Neurochem. 30: 649-650.
Garcia,L., J.Benavides,
F.Valdivieso, F.Mayor, y
G.Giménez-Gallego. 1978.
C.Biochem.Biophys.Res.Comm.
82: 738-744.

Aragbn,M.C., C.Giménez,
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HOMEOSTASIS ENERGETICA DURANTE existencia del denominado ci-

EL PERIODO PERINATAL clo glucosa/dcidos grasos.

Nuestras investigaciones 2
J.M.Medina, F.J.Moreno (1977 se han orientado hacia el es-
Brown University, R.I., USA), tudio de diversas situaciones
M.Benito, J.M.Cuezva (Case caracterizadas por cambios
Wester Reserve University, dr&sticos en las necesidades 3.
Cleveland, Ohio, USA), J.P. energéticas. Asi, hemos estu-
Garctia Ruis (desde 1978), A. diado la estimulacidn de las
Cubero (desde 1978), M.Chamo- vias metab&licas de la gluco-
rro (Asistencia técnica). neogénesis (1-3) y cetogénesis 4.

(4) como respuesta a la gluco-

El mantenimiento del conti- genolisis hep&tica inducida
nuo aporte de energia a los te- experimentalmente, asi como el 5
jidos conlleva la existencia funcionamiento del ciclo gluco-
de mecanismos de regulacidn sa/dcidos grasos tras el consu-
muy refinados que controlan el mo de la reserva de glucdgeno
suministro y/o consumo de los hepético. Por otro lado, se ha 6.
diversos sustratos metabdlicos. estudiado la regulacidn de la
Los principales sustratos meta- lipolisis en tejido adiposo
bélicos son la glucosa, &cidos (6,7) y la interrelacidn lipo-
grasos y cuerpos cetdnicos, asf génesis en hfgado (8).
como los triglicéridos prove- Por filtimo, hemos abordado
nientes de las lipoproteinas recientemente el estudio de la
de baja densidad exportadas por homeostasis energética durante 7.
el higado. Sin embargo, tanto las dos primeras horas de vida
los &cidos grasos como los cuer- extrauterina (prelactancia) asi
pos cetdnicos son sustratos al- como el efecto de la "prematu- 8.
ternativos de la glucosa, sien- ridad" sobre los requerimientos
do liberados o sintetizados s&6- energéticos del recién nacido.

lo cuando la glucosa se produce
en cantidades insuficientes. Publicaciones:

En este sentido,las concentra-

ciones plasmaticas de &cidos gra- 1. Moreno,F.J., L.Sanchez-Urru-
sos y glucosa se encuentran tia, J.M.Medina, F.S&nchez-
interrelacionadas merced a la Medina, y F.Mayor. 1975.
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REGULACION DEL METABOLISMO HI-
POXICO EN LEVADURAS Y GLUCOLI-
SIS AEROBIA EN CELULAS DE TU-
MOR ASCITICO DE EHRLICH

I.Nuniez de Castro (en 1975
Biochemisches Institut der
Universitat, Freiburg I. Br.
West Germany), E.Chico (desde
1976), N.Llorente (desde 1976-
1976), J.S.0lavarria (desde
1976) C.Baranda (Asistencia

téenica)

Se ha elegido a la levadu-
ra como modelo experimental pa-
ra el estudio de la regulacién
metabdlica en condiciones hip6-
xicas. Los experimentos lleva-
dos a cabo en nuestro laborato-
rio han corroborado un funcio-
namiento no ciclico del ciclo
tricarboxilico, que tiene como
resultado una rama oxidativa
desde oxalacetato a 2-oxogluta-
rato y una rama reductora des-
de el oxalacetato a succinato.
La citrato sintasa ha sido des-
crita como un enzima clave en
la regulacién del ciclo de los
dcidos tricarboxilicos. Se ha
estudiado la actividad de esta
enzima en levaduras crecidas en
diferentes condiciones hipéxi-
cas. Los niveles de esta enzima

parecen estar regulados por la
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capacidad de la célula para uti-
lizar el oxigeno (1). Las des-
hidrogenasas dependientes de
NADY est&n fuertemente reprimi-
das en las células hipbxicas.
Los requerimientos de interme-
diarios metabdlicos para la bio-
sintesis estdn suministrados a

través de las enzimas ligadas

al NADP+,que producen NADPH, ace-

tato, 2-oxoglutarato y glutama-
to (2).

Cuando la glucolisis es la

Gnica fuente para la obtencién de

energia a intermediarios metabdlicos,
otros productos finales como
succinato, glicerol y alanina
(3) ponen de manifiesto la exis-
tencia de otras vias alternati-
vas para la obtencidn de napt
requerido por la célula. Se ha
estudiado también el efecto del

glicerol como inductor de la
deficiencia respiratoria en
levaduras.

El problema de la regula-
cién de la glucolisis en otros
modelos bioquimicos ha comen-
zado a ser estudiado. Hemos
encontrado un efecto Crabtree
inducido por la fructosa en
hepatocitos aislados de ratas
alimentadas (4). Igualmente
nos ha interesado la relacidn
entre la glucolisis aerobia y
el metabolismo del nitrd&geno
en células de tumor ascitico
de Ehrlich. El1 efecto Crabtree
es aumentado por el amonio. Re-
sultados preliminares sugieren,
que en presencia de amonio,
aparecen alanina, glutamato y
aspartato como productos fina-
les de la glucolisis y que por
el contrario la produccién de

lactato disminuye.

Publicaciones:

1. Nuniez de Castro,I., J.M.Arias
de Saavedra, A.Machado y F.
Mayor. 1976. Mol.and Cel.
Biochem. 12: 161-169.
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ESTRUCTURA Y FUNCION DE CROMO-
SOMAS

C.Alonso, M.Pagés (desde 1977),
M.I.Lépez, I.Guerrero, A.Alco-
ber (desde 1977), M.Izquierdo

(desde 1978). Asistencia

téenica:P.Baranda.

La localizacidn intracromo-
somal y la funcidn de las se-
cuencias finicas y repetitivas
del DNA en los organismos euca-
ridticos es un problema toda-
via sin dilucidar (1). La hipd-
tesis es que la mayoria de las
secuencias del DNA de repetiti-
vidad intermedia (100-1000)
juegan un papel importante en
el control de la regulacidn
génica. En este presupuesto se
podria predecir que las unida-
des funcionales de gran longitud
deberian ser mds ricas en se-
cuencias repetidas que las de
pequeno tamano. Es decir que
habria una diferencia en cuan-
to al nlmero de secuencias re-
petidas entre las bandas ricas
en DNA y las que no lo son tan-
to. Se ha observado qué la dis-
tribucidn de las secuencias re-
petidas a lo largo de la estruc-
tura cromosomal no es al azar
y que la actividad especifica

de los segmentos cromosomales
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no es la misma (2). Algunas re-
giones estdn formadas por lar-
gas secuencias de DNA {inico con
algunas secuencias de repetiti-
vidad intermedia intercaladas
mientras otras regiones cromo-
somales contienen secuencias de
repetitividad intermedia separa-
das por fragmentos de DNA dnico.

Los experimentos de hibri-
dacidén in situ han indicado que
en D.hydei el gen que codifica
para el 5S ribosomal est§ en
cromosomas politénicos en la
banda 2-23B;_,. La regién adya-
cente 2—23B2 es un lugar que
forma un puff de pequenas dimen-
siones que contienen particulas
RNP. El1 contenido haploide de la
banda 2—23Bl_2 es equivalente a
un DNA de un peso molecular de
108. Esta cantidad de DNA es del
orden de la necesaria para co-
dificar todas las moléculas 5S
que se conoce existen en Droso-
phila (3).

Los cromosomas politénicos

una vez fijados en condiciones
apropiadas pueden transcribir

utilizando la polimerasa endd-
na. El marcaje radioactivo es-
t& localizado preferencialmen-
te en bandas encontrédndose al-
glin marcaje también en bandas

y puffs (4).

E1l RNA nuclear y citoplas-
mitico complementario a la re-
gidén 2-48BC en D.hydei se ha
hibridizado in situ. La hibri-
dacibén a este lugar cromoso-
mal es 5 veces mayor cuando
se utiliza RNA nuclear que cuan-
do se utiliza RNA polisomal.Es-
to no ocurre cuando se hace el
mismo experimento con el RNA de
los dem&s puffs inducidos por
calor. E1 RNA polisomal 2-48BC
estd poliadenilado y tiene un
peso molecular de 15S en glan-
dulas salivales (5).

En D.hydei los fragmentos
de poli A procedentes del RNA
citoplasmdtico tienen de 80-
170 nucledtidos. Los fragmentos
de poli A del RNA nuclear son
de 40-70 y 170 nucledbtidos. La
hibridacidn in situ del 3H po-
1i U indica que los fragmentos
de dA estdn distribuidos a lo
largo de todos los cromosomas
(6). NlGcleos aislados también
transcriben RNA poliadenilado

que hibridan in situ a sitios
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especificos de los cromosomas
(7). Los fragmentos de poli A
son de 80 nuclebétidos (8).

Se ha disefiado un método
microespectrofotométrico de ultra
violeta con objeto de calcular
cantidades absolutas de DNA en
cromosomas politénicos (9).
Mientras que las cantidades de
DNA de regiones especificas
(2-48BC y 5-93D) no cambian du-
rante la formacibén de puffs,
las cantidades de RNA y protei-
na aumentan en un factor de 2
y 2,5 respéctivamente. La Tm
del DNA de la regidn 2-48BC di-
fiere en 10°C dependiendo de
que la regidn esté o nd en for-
ma de puff. Es muy probable que
durante la formacidn del puff
parte del DNA se desestabilice
teniendo como consecuencia un
cambio en la transcripcidn como
indican experimentos autoradio-
gréficos (7).
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BIOSINTESIS DE PROTEINAS

J.Modolell, M.J.Caba#ias (desde
1977), B.Cabrer (1975 y 1978),
S.Campuzano (desde 1976), T.

Girbés (hasta 1977), M.C.Gue-
rrero (1978), O.Martinez (des-
de 1976), M.J.San-Milldn (has-
ta 1976), D.Vdzquez. Asisten-—

eta téenica, P.Ochoa.

El trabajo de investigacidn
en nuestro laboratorio se ha de-
dicado a esclarecer el proceso
de la polimerizacidn de la cade-
na polipeptidica. Presentaremos
los aspectos de mayor interés.

Utilizando un sistema in vi-
tro altamente purificado conte-
niendo polisomas endbgenos de

Escherichia coli y factores de

polimerizacidn, hemos demostra-
do que la incorporacién de un
amino 4cido a una cadena poli-
peptidica va acompafada de la
hidrdlisis de dos moléculas de
GTP (1). Utilizando un sistema
purificado distinto conteniendo
poli U y N-acetil-fenilalanil-
tRNA, hemos encontrado que el
Gpp (NH)p, un andlogo no hidro-
lizable del GTP, estimula la
sintesis lenta de N-acetilpoli-
fenilalanil-tRNA (2,3). Este
resultado indica que la hidro-

lisis de GTP estd principalmente

relacionada con el desprendi-
miento de los factores de po-
limerizacidn del ribosoma.

Hemos estudiado la inter-
accidn del EF-G, el factor que
cataliza la translocacién ri-
bosémica, con los nucleotidos
de guanosina y el ribosoma. Se
ha encontrado que el complejo
GDP-EF-G-ribosoma-&dcido fusidi-
co se forma en polisomas a pe-
sar del efecto desestabilizante
del peptidil-tRNA, explicando
asf el efecto inhibidor del &ci-
do fusidico sobre la sintesis
de polipéptido (4). Ademis, la
presencia de este complejo no
interfiere con la reaccibn ca-
talizada por la peptidil trans-
ferasa (5). Se ha determinado
la estabilidad y las constantes
de disociacidn de complejos for-
mados con ribosomas 70S, subuni-
dades 50S y polisomas (6). Tam-
bién se ha estudiado el mecanis-
mo de formacidn y disociacidbn
de estos complejos. Los resul-
tados muestran que los comple-
jos guanosfn nucleotido-EF-G
son intermediarios obligados y
sugieren que el factor EF-G su-
fre modificaciones conformacio-
nales durante su interaccidn
con el ribosoma (7). Los anti-
biéticos aminoglucosidicos de

los grupos de las estreptomici-
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nas, kanamicinas, gentamicinas
Yy neomicinas inhiben el reci-
claje de los complejos guano-
sin nucleotido*EF-G-ribosoma,
demostrando un nuevo efecto

de estos antibidticos (8). Tam-
bién se ha encontrado una he-
terogeneidad en la poblacidn

de moléculas de EF-G (9). Du-
rante un tiempo se pensd que
los antibibticos tiostreptdn

y &cido fusidico eran inhibi-
dores especificos de la trans-
locacidn, pero posteriormente
se demostrd que son predominan-
temente inhibidores de la fija-
cién del aminoacil-tRNA al ri-
bosoma. Sin embargo, el anti-
biético peptidico viomicina si
parece ser un verdadero inhi-
bidor de la translocacidn ya
que detiene la sintesis de pro-
teinas y confina el peptidil-
tRNA a una posicibn no reacti-
va con la puromicina (10). Los
antibiéticos aminoglucosidicos
de los grupos higromicina, ka-
namicina, neomicina y gentami-
cina, pero no estreptomicina,
también interfieren con la
translocacidén (11-13). Puesto
que estas drogas inducen erro-
res en la traduccidn del men-
saje genético, estos resulta-
dos indican la existencia de

una fntima relacibén entre 1los



procesos de la translocacidén
y del reconocimiento del ami-
noacil-tRNA.

La conformacidén de las
particulas ribosdmicas se ha
estudiado utilizando reactivos
quimicos. Se han detectado di-
ferencias en la reactividad
para con la N-etil-maleimida
de los grupos sulfidrilo de
subunidades ribosdmicas y par-
ticulas 70S, y de particulas
70S libres y complejadas en
polisomas (14). Ademds, strep-
tomicina y viomicina modifican
la susceptibilidad a la ioda-
cidn catalizada por lactopero-
xidasa de por lo menos cinco
y nueve proteinas ribosdmicas,
respectivamente (15).

Los procesos de la poli-
merizacidn de las cadenas pep-
tidicas y su terminacién, asi
como los efectos de antibidti-
cos en la translocacidn se han
resumido en sendas revisiones
(16,17).
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ESTRUCTURA Y FUNCION DEL RIBO-
SOMA

J.P.Garceta Ballesta, R.Amils
(desde Septiembre 1977), C.
Bernabeu, F.Hernandez (hasta
Mayo 1976), F.Juan (desde Sep-
tiembre 1977), G.Leon (desde
Septiembre 1978), M.Perez, R.
Reyes (hasta Septiembre 1977),
F.Sanchez (desde Septiembre
1976). Asistencia téenica,

M.del Carmen Ferndndez.

El centro peptidil trans-
ferasa del ribosoma de Escheri-
chia coli cataliza la formacidn
de enlaces peptidicos durante
el proceso de sintesis de pro-
teinas en la célula. Nuestro
grupo de trabajo ha investiga-
do los componentes ribosémicos
que forman parte de este centro
catalitico tratando de diluci-
dar su papel en el mecanismo
de la catélisis. Simultaneamen-
te se han estudiado las carac-
teristicas estructurales del si-
tio de interaccién con el ribo-
soma de los antibiéticos que
inhiben la peptidil transfera-
sa, como cloranfenicol, espar-
somicina y eritromicina.

Usando particulas ribos6-
micas deficientes en ciertas

proteinas, hemos podido excluir



la relacidn directa de la pro-
teina L11 con el centro acti-
vo de la peptidil transferasa

y con el sitio de fijacidn del
antibibético tiostreptdn (8).
Esta proteina habfa sido pro-
puesta por otros investigado-
res como pieza fundamental de
ambas actividades ribosémicas.
Mediante técnicas andlogas, se
ha confirmado el papel clave
que la proteina L16 juega en

la formacidén del enlace pepti-
dico y en el sitio de fijacién
de los inhibidores de la pepti-
dil transferasa (12). La recons-
titucidén parcial de la subuni-
dad ribosémica mayor en presen-
cia de proteinas ribosémicas
inactivadas quimicamente, ha
permitido demostrar que la pro-
teina L16 es una pieza critica
en la arquitectura global del
ribosoma (1,11). La modificacidn
quimica especifica del RNA o
de las proteinas ribosémicas
mediante reactivos apropiados
ha proporcionado evidencia de
que el rRNA es también una pie-
za importante en la actividad
peptidil transferasa, conclu-
sién que se ha podido confir-
mar con experimentos que han
analizado la resistencia de

la actividad a la accidn de

proteasas (12). Estos resulta-
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dos sugieren que el rRNA no es
un componente pasivo en la es-
tructura ribos6émica sino que
de alguna forma estd directa-
mente envuelto en la actividad

de la particula.

Estudios llevados a cabo

con ribosomas de células euca-
riontes (levadura e higado de
rata) nos han permitido iden-
tificar algunos de los compo-
nentes relacionados con la pep-
tidil transferasa de estas par-
ticulas (6,7,10). Estos resul-
tados han sido complementados
usando técnicas de marcaje por
afinidad con derivados de ami-
noacil-tRNA (13) y poliaminas
(14,15).
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ANTIBIOTICOS Y QUIMIOTERAPIECOS

A.Jiménez, A.Baez (hasta Marzo
1978), M.Barbacid (hasta Octu-
bre 1974), L.Carrasco (hasta
Noviembre 1975), A.Contreras
(hasta Diciembre 1975), I.Co-
rreas (de Octubre 1977 hasta
Septiembre 1978), H.Dolz (des-
de Octubre 1978), C.Ferndndez-
Puentes (hasta Septiembre 1977)
M.Fresno (hasta Septiembre
1977), A.Gonzdlez (desde Ene-
ro 1976), L.Sdnchez (hasta
Septiembre 1977), F.Santamaria
(desde Septiembre 1977), A.San-
tos (hasta Julio 1976), D.Vdz-
quez, E.Zaera (desde Abril
1978). Asistencia téenica,
A.Martin.

Numerosos inhibidores de-
tienen el crecimiento celular
al bloquear alglin paso espe-
cifico del proceso de la sin-
tesis de proteinas. Estamos
dedicados al estudio del mo-
do de accidén de esta clase
particular de inhibidores con
el fin de,no solo explicar el
mecanismo de su inhibicidn de
la sintesis de proteinas, sino
también para conocer la es-
tructura y la funcidn del ri-
bosoma. Ademds, el estudio
de la organizacibén y regula-
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cidn genética de los componen-
tes ribosbémicos es posible me-
diante el andlisis de los ribo-
somas de mutantes celulares re-
sistentes a antibib6ticos. Los
principales materiales biolégi-
cos elegidos han sido la bacte-
ria Escherichia coli y la leva-

dura Saccharomyces cerevisiae.

Los siguientes compuestos
se han caracterizado como inhi-
bidores especificos del centro
peptidil transferasa del ribo-
soma eucaribtico: los derivados

de las Amaryllidaceae narcicla-

sina, hemantamina, pretazetti-
na, licorina y pseudolicorina
(5,9,10,24,26,38); los alca-
loides de Cephalotaseus ha-

rringtonia harringtonina, iso-
harringtonina y homoharring-
tonina (30); la substancia de

Brucea antidysentherica bru-

ceantina (41) y el antibidéti-
co antelmicina(hikizimicina)
(46) . Mediante el estudio de
la fijacién cuantitativa de
3H-anisomicina (3) y de 14C—
tricodermina (17) a diferen-
tes preparaciones de riboso-
mas eucaridticos, bloqueados
en diferentes estados especi-
ficos de la traduccidn, se
han detectado cambios confor-

macionales del ribosoma du-

rante el proceso de traduccidn.

También se realizaron otros
estudios similares con 14C—
cloranfenicol en preparacio-
nes de ribosomas procaridti-
cos (28). La afinidad de 1los
antibiéticos por su sitio de
fijacidén variaba considera-
blemente en dependencia con
el estado ribosémico. Los
efectos sinergisticos de las
estreptograminas A y B en
E.coli se explicd por el in-
cremento en la afinidad de
3H-estreptogramina B por el

ribosoma en presencia de es-
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treptogramina A (27). Las gli-
coproteinas vegetales abrina y
ricina actfian inactivando cata-
lftica e irreversiblemente el
ribosoma eucariético. Las dos
toxinas inhiben especificamente
la fijacién del aminoacil-tRNA
impidiendo la interaccién del
factor de elongacién EF-1 con
el ribosoma (5,4,21). El1 anti-
biético aminoglucosfdico higro-
micina B detiene la sintesis de
polipéptidos impidiendo la
translocacidén inducida por el
factor de elongacibén EF-2 e in-
duce errores durante la traduc-
cidn de poli U por ribosomas de
levadura (45).

Criptopleurina, emetina y
tubulosina se han clasificado
como inhibidores especificos de
la translocacidn dependiente del
factor de elongacién EF-2 y de
GTP en ribosomas eucaribticos
(2,19,33,45). La translocacién
no enzimdtica en polisomas de
levadura, que tiene lugar a al-
tas concentraciones de potasio
(1 M KC1), es inhibida por ci-
cloheximida y pederina (que son
también inhibidores de translo-
cacibén enzimitica), pero resul-
ta inalterada por criptopleu-
rina, emetina y tubulosina (33).
Dado que estos alcaloides actfian
en la subunidad 40S (34) y pede-



rina y cicloheximida act@an
sobre la subunidad 60S, los
resultados anteriores sugie-
ren que la translocacidén no
enzimitica tiene lugar median-
te un cambio conformacional

en el ribosoma y/o en el pep-
tidil-tRNA, inducido por una
concentracién elevada de pota-
sio. Todo ello llevarfia la co-
locacidn del terminal 3' del
peptidil-tRNA en el sitio do-
nador del centro peptidil-
transferasa (33).

Los mutantes de levadura
resistentes a criptopleurina
se han agrupado en dos clases
diferentes. Clase I, los cua-
les presentan elevados niveles
de resistencia a emetina y tu-
bulosina y clase II, que son
menos resistentes a tubulosina
y emetina que los mutantes de
la clase I. Estos dos fenoti-
pos se expresan en la subuni-
dad 40S y las mutaciones son
alélicas. En diploides hete-
rozigbticos (sens/res) se ex-
presan el gen sensible y el
de resistencia y a bajas con-
centraciones de criptopleuri-
na hay semidominancia de re-
sistencia sobre sensibilidad
(34).

Un mutante de levadura

resistente a tricodermina pre-
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senta resistencia cruzada a va-
rios inhibidores del centro
peptidil transferasa. Los inhi-
bidores que se fijan cerca o al
sitio de unién de tricodermina
son los antibidticos tricotecé-
nicos, anisomicina y el grupo
de la narciclasina de los deri-

vados de las Amaryllidaceae,

harringtonina y bruceantina.
Sin embargo los ribosomas mu-
tantes son sensibles a otros
inhibidores de la formacidén de
enlace peptidico (antibiéticos
4-amino-hexosil-citosinicos y
esparsomicina), los cuales se
piensa que se fijan a un sitio
diferente al de tricodermina
(8-11,30,41).
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ESTRUCTURA Y FUNCION DE PRO-
TEINAS

E.Palacidn (desde Septiembre
de 1976), F.Herndndez (desde
Octubre de 1978), A.Lépez-Ri-
vas (desde Enero de 1977),
J.A.Pintor-Toro (desde Enero
de 1977)

Hemos utilizado agentes
acilantes para disociar ribo-

somas de Escherichia coli en

proteinas ribosbmicas y parti-
culas deficientes en protei-
nas. Encontramos que la modi-
ficacibén de ribosomas por los
anhidridos acético, maleico
y succinico, estd acompafiada
de inactivacidn de la sinte-
sis polipeptfdica, GTPasa de-
pendiente de factor EFG y di-
sociacidén del ribosoma 70S en
subunidades 50S y 30S.

El tratamiento con anhi-
drido 2,3-dimetilmaleico inac-
tiva la sintesis polipeptfdica

y disocia proteinas ribosémicas.

La regeneracidn de los grupos
amino modificados a pH 6, es
seguida de reactivacidn y re-
constitucidén de los riboso-
mas. Previamente a la regene-
racién de los grupos amino,
las particulas ribosémicas y
proteinas desprendidas pueden
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ser separadas por centrifuga-
cidn, lo que permite la prepa-
racién de nuevas particulas de-
ficientes en proteinas. Las
particulas ribos&micas obteni-
das por tres tratamientos su-
cesivos a una razén molar de
reactivo a ribosoma igual a
16.000 carecen de las protei-
nas S1,s2,s3,s10,513,s14,L7,L8,
L10,L11,L12 y L20 y han perdi-
do parte de las proteinas S4,
L1,L6,L16 y L25.

Estas particulas son dis-
tintas de las descritas previa-
mente. El1 procedimiento nuevo
utilizado para obtener particu-
las ribos6émicas deficientes en
proteina, es suave y puede ser
util para disociar otras estruc-
turas conteniendo proteinas ade-
mds de ribosomas.

También hemos tratado ri-
bosomas de E.coli con N-bromo-
succinimida. Encontramos que la

modificacién con éste reactivo

a una razén molar de reactivo

a ribosomas de 10, estuvo acom-
panada de un 100-200% de incre-
mento en sintesis de polifenil-
alanina, mientras que no se
observd cambio en la actividad
peptidiltransferasa.

La hibridacidén de las su-
bunidades tratadas y no trata-
das mostrd que la estimulacidn
es producida por la modifica-
cién de la subunidad 50S. La
estimulacidn es el resultado
de un incremento en la veloci-
dad de sintesis de polifenil-
alanina, sin activacidén de los
ribosomas inactivos presentes
en la preparacién. El trata-
miento estd acompafiado tam-
bién por la aparicidén, en cen-
trifugacidn en gradiente de
sacarosa, de un pico interme-
dio entre ribosomas 70S y su-
bunidades 50S.

El resultado sugiere que
este pico intermedio estd pro-
ducido por un equilibrio ré&-
pido de asociacibén disociacibn
entre subunidades 50S y 30S
modificadas. La estimulacién
es producida por modificacién
de grupos sulfidrilo por la
N-bromo succinimida. La modi-
ficacién estimulativa decre-
ce en 5 6 6 el nlimero de gru-

pos SH por ribosoma reactivos
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con 5,5'-ditiobis (2-nitroben-

zoato) .
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REGULACION DE LA TRADUCCION EN
CELULAS INFECTADAS POR VIRUS

L.Carrasco(desde Noviembre
1977), M.A.Alonso (desde Sep-
tiembre 1978), C.Ferndndez-
Puentes, M.Fresno y R.Reyes
(desde Septiembre 1978). Asis-

tencia téenica, A.Ramos.

El desarrollo de un virus
en su célula huesped produce
una interferencia con las fun-
ciones celulares (2,3). Los
mecanismos exactos mediante
los cuales el virus es capaz
de aduenarse del metabolismo
celular no se conocen afin con
exactitud. Nosotros hemos pro-
puesto que uno de los factores
usados por el virus es la mo-
dificacidén de la membrana plas-
mitica de la célula huesped
(1,2) . Bas&ndonos en el hecho
de que las condiciones idnicas
6ptimas para la sintesis de
proteinas virales y celulares
in vitro son diferentes, pro-
pusimos que la traduccién pre-
ferente de los mRNA virales
que tiene lugar in vivo se de-
be a un incremento gradual de
la concentracién de iones mo-
novalentes en el citoplasma
de la célula infectada. El mo-
delo de la membrana averiada
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(2) supone que la modificacién
de la membrana es llevada a ca-
bo por un componente viral.

En apoyo de este modelo
hemos observado que varios mRNA
virales que se traducen en la
célula infectada en el momento
que ocurre la inhibicidén de la
sintesis de proteinas de la cé-
lula huesped, poseen un Sptimo
mas alto de iones monovalentes
para su traduccidn in vitro.
Ademds, la mayor parte de la
sintesis de proteinas virales
en las células infectadas por
picornavirus tiene lugar des-
pués de que la membrana plas-
mdtica se ha averiado. Esto se
demostrd mediante el uso de
inhibidores de la traduccidn
que son impermeables para las
células normales. Estos inhi-
bidores bloquean de manera es-
pecifica la traduccidén en las
células infectadas por virus,
debido a que estas células tie-

nen una permeabilidad alterada 5. Contreras,A.,

a compuestos de bajo peso mo- y L.Carrasco.
lecular (4,6). Estos resulta- J.Antibiotics
dos se han ampliado a otros
grupos de virus citoliticos
tales como los togavirus, her-
pesvirus, papovavirus y rabdo-
virus. Creemos que esta inhi-
bicién selectiva de las celu-
las infectadas por virus in-
dica nuevas posibilidades pa-
ra el diseno de agentes anti-
viricos.
Parte de este trabajo
fué llevado a cabo por Luis
Carrasco en colaboracidn con
A.E.Smith en el Imperial
Cancer Research Fund. de

Londres.
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El desarrollo de un virus
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una interferencia con las fun-
ciones celulares (2,3). Los
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be a un incremento gradual de
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(2) supone que la modificaciébn
de la membrana es llevada a ca-
bo por un componente viral.

En apoyo de este modelo
hemos observado que varios mRNA
virales que se traducen en la
célula infectada en el momento
que ocurre la inhibicidén de 1la
sintesis de proteinas de la cé-
lula huesped, poseen un 6ptimo
mas alto de iones monovalentes
para su traduccibén in vitro.
Ademds, la mayor parte de la
sintesis de proteinas virales
en las células infectadas por
picornavirus tiene lugar des-
pués de que la membrana plas-
mitica se ha averiado. Esto se
demostrd mediante el uso de
inhibidores de la traduccidn
que son impermeables para las
c€lulas normales. Estos inhi-
bidores bloquean de manera es-
pecifica la traduccibn en las
células infectadas por virus,

debido a que estas células tie-
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a compuestos de bajo peso mo-
lecular (4,6). Estos resulta-
dos se han ampliado a otros
grupos de virus citoliticos
tales como los togavirus, her-
pesvirus, papovavirus y rabdo-
virus. Creemos que esta inhi-
bicibén selectiva de las celu-
las infectadas por virus in-
dica nuevas posibilidades pa-
ra el disefio de agentes anti-
viricos.

Parte de este trabajo
fué llevado a cabo por Luis
Carrasco en colaboracidn con
A.E.Smith en el Imperial
Cancer Research Fund. de

Londres.
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VIRUS ONCOGENICOS

M.Barbacid (desde Octubre 1977)
En colaboraciébn con S.A.
Aaronson, Laboratory of
Cellular and Molecular Biology.
N.I.H. Bethesda, Maryland,
20014. U.S.A.

Durante los filtimos afos
se ha aclarado el mecanismo
b&sico del ciclo de replicacidn
de los virus tipo C de mamife-
ros. Sin embargo, hay poca o
ninguna informacién sobre los
procesos por los cuales estos
virus causan leucemias en sus
huespedes naturales. Bésica-
mente, se han propuesto dos ti-
pos de mecanismos: a) los vi-
rus tipo C de mamiferos induc-
tores de leucemias tienen un
gen (distinto de los geénes
gag, pol y env implicados en
la replicacién) denominado
leu cuyo producto de trans-
cripcidn y/o traduccibn es
responsable del efecto onco-
génico; b) la replicacibén de
los virus tipo C puede causar
una alteracidén en el proceso
de diferenciacibn de una cé-
lula especifica (por ejemplo,
un precursor de la médula
osea) que explicarfa los cam-
bios neopl&sicos observados
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en la leucemia.

Hemos disefiado unos expe-
rimentos con la intencién de
que puedan ayudar a esclarecer
este dilema. Hemos pensado que
el andlisis del potencial on-
cogénico de virus recombinantes
entre la estirpe fuertemente
tumorigénica Rauscher-MulV y
el todavia no oncogénico y en-

dégeno BALB:virus-2 deberifa ren-

dir evidencia para la existen-
cia del gen leu.

Se ha encontrado que dos
condiciones experimentales son
precisas para obtener recombi-
nantes entre estos dos virus:
a) la replicacidén activa de los
dos virus parentales y b) el
diseno de condiciones de creci-
miento especificas para los re-
combinantes. El1 limitado &mbi-
to de huéspedes del Rauscher-

MuLV, el cual solo crece en célu

las de origen murino y las pro-
piedades xenof6bicas del BALB:
virus-2 hacen muy dificil el

seleccionar una linea celular
apropiada para el crecimiento
de ambos virus. Afortunadamen-
te, hemos encontrado que BALB:
virus-2 se replica en ciertas
lineas celulares (WM-C) deri-
vadas de embriones de ratbn
silvestre. El1 segundo reque-
rimiento se cumplid utilizan-
do un mutante de Rauscher
MulLV sensible a la temperatu-
ra (ts). Al agregar fluidos
sobrenadantes de células WM-C
doblemente infectadas a célu-
las de ratén NIH/3T3 (restric-
tivas para la replicacidn del
Rauscher-MuLV-ts)y subir la
temperatura a 39°C (restric-
tiva para la replicacién del
Rauscher-MuLV-ts), solo pue-
den crecer los virus recombi-
nantes que poseen el gen env
del Rauscher-MulV y los genes
de BALB:virus-2 necesarios pa-
ra reparar las lesiones del
Rauscher-MuLV-ts.

Los virus se clonaron por
dilucibén a punto final des-
pués de infectar celulas in-
dividuales. Cada clon de vi-
rus se crecib en masa y los
productos de su traduccibn
se analizaron por competicidn
en radioimmunoensayo con cada
una de las proteinas conocidas

de los virus de la leucemia
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murina. Entre ellas, las pro-
teinas estructurales pl5,pl2,
p30 y pl0 codificadas por el
gen gag, la transcriptasa re-
versa (solo del Rauscher-MuLV)
y la glicoproteina de cubierta
gp 70. Los resultados de este
andlisis nos han permitido con-
firmar la naturaleza recombi-
nante de los virus clonados y
obtener un mapa genético parcial
de sus genomas.

Se estan llevando a cabo
experimentos in vivo para deter-
minar el potencial oncogénico
de cada virus recombinante. Es-
tos experimentos deberfan pro-
porcionar informacidn que ayude
a esclarecer el mecanismo o me-
canismos por los cuales los vi-
rus-C de mamiferos causan la
leucemia.
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Estos experimentos se lle-
varon a cabo en el Laboratory
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CONTROL DE LA EXPRESION GENETI-
CA Y MORFOGENESIS DEL BACTERIO-
FAGO @29 DE BACILLUS SUBTILIS

M.Salas, A.Camacho (desde Enero
1975 hasta Julio 1976), J.Co-
rral (desde Enero 1976), E.Do-
mingo (desde Septiembre 1976
hasta Julio 1977), C.Escarmis
(desde Septiembre 1976), J.A.
Garctia (desde Abril 1977), J.
M.Hermoso (desde Enero 1977),
S.Krawiec (desde Septiembre
1978), M.Lombardero (desde Di-
ctembre 1977), J.Carrascosa
(hasta Octubre 1976, desde Oc-
tubre 1978), E.Mendez (desde
Junio 1976 hasta Febrero 1978),

V.Morales (desde Diciembre 1977)

M.A.Pefialva (desde Mayo 1977),
R.Pérez Mellado, M.Rodriguesz

Inciarte (hasta Noviembre 1978),

A.Sanz (desde Septiembre 1978),
N.Villanueva, E.Vifiuela. Asis-
tencia téenica, N.Fonturbel,

V.Gijén (hasta Diciembre 1977),
P.Zaragoza (hasta Octubre 1977)

El bacteriophago $#29 de B.sub-

tilis contiene un DNA linear
de doble banda de masa molar
12 x 10% g mo17?

proteina, p3, unida covalente-

con una

mente a los extremos 5', que es

esencial para la replicacién

del DNA viral (15). E1 fago tie=

ne una estructura bastante
compleja con una cabeza alar-
gada con fibras, una protei-
na de elongacidn de la céipsida,
un cuello con un collar y do-
ce apéndices, y una cola (3).
Estamos interesados en los
aspectos siguientes del siste-
ma: 1) funcidn del complejo
DNA-proteina p3 en la replica-
cién del fago, 2) estructura
del complejo DNA-proteina, 3)
localizacidn fisica de las re-
giones de control en el DNA
de @29 y 4) estructura y mor-
fogénesis de la partfcula vi-
ral.

Experimentos de subida
de temperatura en bacterias
infectadas con mutantes ts en
el cistrdén 3 han indicado que
p3 estd implicada en la inicia-
cidn de la replicacién del
DNA de £29. Por otra parte,
la infeccién de B.subtilis EB_
con mutantes sus3 produce sin-
tesis de DNA viral mientras
que la infeccidn restrictiva
con mutantes ts3 no da lugar
a sintesis de DNA del fago.
Hemos demostrado que la pro-
teina p3 paterna presente en
los mutantes sus3 puede ini-
ciar la sintesis del DNA vi-
ral produciendo una ronda de

replicacidén puesto que la in-
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feccibn de bacterias su creci-
das en isétopos pesados, con
mutantes sus3 produce DNA vi-
ral de densidad hibrida. Se es-
t84 determinando actualmente la
secuencia de nucleétidos en los
dos extremos del DNA de @29 asf
como el tipo de enlace entre la
proteina p3 y el DNA.

El DNA de @29 tiene siete
sitios especificos de unién pa—
ra la RNA polimerasa de B.sub-
tilis . Su localizacién es
consistente con la distribucidn
de genes tempranos y tardios y
con el mapa de transcripcién.

Se ha determinado el nfime-
ro de subunidades de las protei-
nas que forman la particula vi-
ral y se ha propuesto un modelo
estructural del fago (3). Se ha
establecido una ruta morfogené-
tica inica para el ensamblaje
de la partfcula de @29 mediante
anflisis de las estructuras pro-
ducidas después de la infeccibén
restrictiva de B.subtilis con
mutantes sus y ts (10,11) y por
complementacién in vitro (17)
(ver figura). Se ha purificado
la proteina pl2, que forma los
apéndices del cuello del fago,

y se ha demostrado su papel en
la adsorcidn de @29 a B.subtilis.
Se estd estudiando actualmente

la funcibén de proteinas no es-



tructurales en la morfogénesis

de la particula viral.

RUTA MORFOGENETICA PARA EL ENSAMBLAJE DEL FAGO @ 29
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REGULACION DE LA SINTESIS DE
PROTEINAS EN CELULAS EUCARIO-
TICAS

S.0choa, C.de Haro (desde Ene-
ro 1976), J.M.Sierra, 0.Vi-
cente (desde Enero 1978).

Asistencia téenica, F.Ocara.

Durante los Gltimos afios,
primero en el Roche Institute
of Molecular Biology, Nutley,
New Jersey, y desde Septiembre,
1977,en el Centro de Biologia
Molecular, Madrid, nuestro la-
boratorio ha estado implicado
en el estudio de los mecanis-
mos moleculares de la expre-
sidn genética a-nivel de la
traduccidén de RNA mensajero.

Con este fin hemos uti-
lizado dos sistemas de célu-
las eucaridticas, embriones

del crustéceo Artemia salina

y reticulocitos de conejo. El
sistema de A.salina fue muy
Gtil para relacionar algunos
aspectos de la traduccidn de
mRNA con el desarrollo de es-
tos embriones (1-7).
Recientemente hemos cen-
trado nuestra atencidn en la
regulacidn de la sintesis de
proteinas en reticulocitos de
conejo. La traduccidén de mRNA

en lisados de reticulocitos
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se inhibe muy répidamente si la
mezcla de incubacidén carece de
hemina o contiene glutation oxi-
dado (GSSG) o RNA de cadena do-
ble. El1 inhibidor de la traduc-
cidn formado en ausencia de he-
mina es una proteina quinasa in-
dependiente de AMP ciclico que
cataliza la fosforilacidén de
eIF-2. Nosotros hemos demostra-
do que este inhibidor se activa
mediante fosforilacién de un pro
inhibidor, reaccidn catalizada
por una proteina quinasa depen-
diente de cAMP (8). La hemina
bloquea la activacibén de la qui-
nasa de eIF-2, inhibiendo la ac-
tivacibén por cAMP de la protei-

na quinasa dependiente de cAMP

(9,10). Hemos demostrado la exis-

tencia de quinasa de eIF-2 en
otros organismos muy alejados
evolutivamente de los mamiferos
como son A.salina y germen de
trigo (11). As{ mismo hemos de-
mostrado que a las concentracio-

nes bajas (10-20 nM) a las que

eIF-2 esté presente en los li-
sados, este factor es précti-
camente inactivo en ausencia
de un factor adicional que, al
igual que eIF-2, se encuentra
presente en lavados de sal ele-
vada de ribosomas. Este factor
se denomina ESP (proteina es-
timuladora de eIF-2). Nosotros
encontramos que la fosforila-
cidén de eIF-2 por la quinasa
de eIF-2 inhibe la interaccidn
de eIF-2 con ESP. Este es el
mecanismo probable por el que
la quinasa de eIF-2 inhibe la
traduccidén (12,13).

Durante el Gltimo afo nos
hemos concentrado fundamental-
mente en el estudio del inhi-
bidor de sintesis de protei-
nas inducido en presencia de
GSSG en lisados de reticuloci-
tos. Hasta el momento presen-
te se desconoce el modo de
accidén de este inhibidor asft
como su mecanismo de activa-
cién. No obstante, algunos da-
tos experimentales recientes
de otros laboratorios apoyan
la hipbtesis de que la inhi-
bicién de la sintesis de pro-
teinas inducida por GSSG en
lisados suplementados con he-
mina, es consecuencia de la
activacién de una quinasa de

eIF-2. Nuestros resultados
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han confirmado esta observacibn
y han demostrado ademds que la
activacién de esta quinasa de
eIF-2 no es controlada por he-
mina. Esta activacién parece
tener lugar por un mecanismo

en el que no existe fosforila-
cidn, posiblemente a través de
la oxidacidén de grupos sulfidri-
lo de la molécula precursora.
Seria interesante determinar si
el pro inhibidor activado por
GSSG es la misma entidad mole-
cular que el pro inhibidor re-
gulado pér hemina. El1 inhibidor
dependiente de GSSG podria ser
activado in vivo cuando los re-
ticulocitos carecen de fuente

de energfa, necesaria para man-
tener los niveles elevados de
glutation reducido presente en
estas células. Estamos intentan-
do justificar y caracterizar el
inhibidor con el fin de estable-
cer claramente su modo de accidn
sobre la iniciacidén de la tra-
duccién de mRNA, asi como su

mecanismo de activacidn.
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REGULACION HORMONAL DE LA EX-
PRESION GENETICA

J.L.R-Candela, F.Moya (hasta
Julio 1976), A.Nieto. En coo-
peracidén con M.Beato,Marburg,
RFA. Asistencia técenica, M.R.

Vega, M.D.Hermoso

En el endometrio de cone-
ja, la progesterona y el es-
tradiol inducen la sintesis de
una proteina especifica, ute-
roglobina, que llega a consti-
tuir el 50% de las proteinas
del liquido uterino. Se esté
estudiando este sistema como
un modelo de la accidn de las
hormonas esteroides ovéricas.
La uteroglobina se ha purifi-
cado hasta homogeneidad y se
han determinado sus estructu-
ras cuaternaria y primaria.
Esta proteina estd compuesta
de dos subunidades idénticas,
de 70

tre si por dos puentes disul-

aminodcidos, unidas en-

furo e interacciones no cova-
lentes (4,5). Se ha purifica-
do el RNA mensajero de la ute-
roglobina y se ha traducido
en sistemas libres de células.
Los andlisis de los inmunopre-
cipitados han demostrado que
la uteroglobina se sintetiza

como un precursor, O preute-
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roglobina, conteniendo un pép-
tido adicional de 20-30 amino-
dcidos (3).

La terminacién de las ca-
denas polipeptidicas nacientes
de poliribosomas de endometrio,

indicé que solo uteroglobina se

libera de polisomas unidos a mem-

branas mientras que preuteroglo-

bina y pequenias cantidades de

uteroglobina se liberan de poli-
somas desprovistos de membranas.

Esto sugiere que el péptido adi-

cional de la preuteroglobina es
la llamada "senal", descrita
para otras proteinas de secre-

cibén. La induccibn de uteroglo-

bina por hormonas se ha estudia-

do en explantes de endometrio
incubados in vitro. El estra-
diol aumenta 5-10 veces la sin-
tesis de uteroglobina. Los ni-
veles de RNA mensajero de la
uteroglobina también aumentan,
en paralelo con la sintesis de
la proteina, lo que sugiere que

la induccibén por hormonas es



debida a un aumento de la sin-
tesis de RNA mensajero especi-

fico de uteroglobina.
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INTERACCIONES CELULARES EN EL
DESARROLLO DEL SISTEMA NERVIOSO

G.Ramirez, J.Gdémez Barriocanal
(desde Septiembre 1978), E.Man-
rique (desde Enero 1976), S.
Villa (desde Enero 1977), M.J.
Villafruela (desde Enero 1978).
En cooperacidén con N.W.Seeds
(University of Colorado, USA
hasta 1976), E.Escudero (Univer-
sidad Autdnoma, Fac.Ciencias
desde Septiembre 1978). Asisten-—
cia téenica A.Barat (desde Abril
1976).

El sistema nervioso, en
general, se compone de una se-
rie de estructuras, con cierta
independencia ontogénica, que en
un momento determinado del de-
sarrollo establecen conexiones
estructurales y funcionales,
unas con otras, constituyendo
un sistema integrado de mayor
capacidad operativa que la sim-
ple suma de las partes. Nuestra
idea es tratar de entender los
mecanismos que regulan dichas
interacciones y su programacién
genética.

El sistema visual de las
aves constituye un modelo sen-
cillo para estudiar la integra-

cibén de dos componentes discre-

tos, la retina y el tectum O6pti-

co, en un sistema visual madu-
ro y funcional. Ambas estruc-
turas tienen un periodo de cre-
cimiento autbénomo tras el cual
degenerarfian de no establecer
conexiones mutuas. Ello impli-
ca que este primer periodo de
desarrollo auténomo no sola-
mente tiene la finalidad apa-
rente de crear dichas estruc-
turas, sino también de prepa-
rarlas para una interaccidn
especifica, espacial y tempo-
ralmente, dentro del plan
maestro de constitucidn del
sistema visual.

Dentro de este marco con-
ceptual hemos desarrollado una
serie de lineas experimentales.
Por ejemplo, es posible inter-
ferir con una relacidén retino-
tectal normal destruyendo un
ojo (en un pollo) en diferen-
tes momentos del desarrollo
embrionario. Si esta operacidn
tiene lugar antes del primer
contacto entre las fibras del
nervio Sptico y el tectum po-
demos estudiar cbémo se desa-
rrolla un 18bulo 6ptico sin
aferencias retinianas. Si 1la
destruccidn del ojo se hace
justo el dia antes de la eclo-
516n podemos ver el efecto
que la deprivacidén sensorial

tiene en la maduracidn post-

Hh3

natal del tectum.

Dentro de otra linea meto-
dolbégica, es posible disociar
las células embrionarias reti-
nianas y tectales, antes de 1la
formacién de la conexidn reti-
no-tectal,y cultivarlas, bien
por separado, o mezcladas en
proporciones conocidas para ver
la diferencia entre su capaci-
dad de desarrollo en aislamien-
to, y en situacién de interac-
cidén in vitro. Los parémetros
utilizados para valorar la fun-
cidén, en las diversas situacio-
nes experimentales, estdn rela-
cionados con la neurotransmisidn
ya que ésta probablemente cons-
tituye la base de la especifici-
dad funcional en el sistema ner-
vioso.

Mediante estas estrategias,
hemos podido demostrar que el
reconocimiento retino-tectal de-
pende de factores temporales y
topogrdficos, y que la interac-
cidén subsiguiente se manifiesta
mediante cambios especificos
de los perfiles de desarrollo

de la neurotransmisién.
Publicaciones
1. Ramirez,G. 1977. Neurochem.

Research 2: 417-425.

2. Ramfrez,G. 1977. Neurochem.
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Research 2: 427-438.
Ramirez,G. y N.W.Seeds.

1977. Devel.Biol.60: 153-
162.

Seeds,N.W., G.Ramirez y M.
J.Marks. 1977. En "Cell
Cultures and Its Application.
R.T.Acton y J.D.Lynn, edi-
tores. Academic Press, Nue-

va York. pp. 23-37.

VIRUS DE LA PESTE PORCINA AFRI-
CANA

E.Vifiuela, J.M.Almendral (des-
de Septiembre 1978), L.Enjuanes
(hasta Junio 1976), J.Santarén
(desde Octubre 1978), J.Kuznar
(desde Octubre 1976), A.L.Ca-
rrascosa, M.A.Moreno, J.Ortin
(desde Septiembre 1975 hasta
Agosto 1977), M.L.Salas (desde
Octubre 1977), J.Salas (desde
Octubre 1977), A.Talavera (des-
de Julio 1977), A.Villasante
(desde Mayo 1977)hasta Septiem-
bre 1978). Asistencia técnica,

E.Cano, I.Cubero

El virus de la peste por-
cina africana (VPPA) es un de-
soxivirus citoplasmético e ico-
saédrico que posee envuelta. El
virus infecta cerdos domésticos
dando lugar a una enfermedad
aguda letal o a una infeccidn
persistente con hiperglobuline-
mia y formacidn de anticuerpos
no neutralizantes. Nosotros es-
tamos interesados en los si-
guientes aspectos del VPPA: 1)
La estructura del viridn, 2) la
bioquimica de las células infec-
tadas con el VPPA y 3) la res-
puesta inmunoldgica al VPPA y
a antigenos especificos de VPPA.

El1 VPPA purificado contiene

una molécula de DNA de doble
banda con una masa molar de
100 x 106 < (2). E1 DNA

se asemeja al del virus de la

g mol

vacuna en que posee conexiones
entre las bandas sensibles a
nucleasa S1, que estén proba-
blemente localizadas cerca de
los extremos de la molécula.
El VPPA contiene alrededor de
25 proteinas estructurales y
una serie de actividades enzi-
miticas. Entre éstas, hay una
actividad RNA polimerasa depen-
diente de DNA que no requiere
la adicidn de DNA exdgeno.

E1l VPPA infecta princi-
palmente células del sistema
reticuloendotelial. Los glébu-
los blancos del cerdo sensibles
a VPPA son los monocitos dife-
renciados in vitro a macréfa-
gos (1). Los macrdfagos huma-
nos, de gallina, conejo, coba-
ya, hamster o rata no son ca-
paces de propagar el VPPA (2).
Hemos desarrollado un micro-
ensayo de hemadsorcidn de VPPA
asf como un ensayo de plaqueo
de VPPA adaptado a crecer en
la linea VERO de fibroblastos
de rindn de mono verde africa-
no (3).

El virus induce la sinte-
sis de al menos 36 proteinas

en células infectadas. Una de
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ellas es una DNA polimerasa de-
pendiente de DNA sensible a
fosfonoacetato y a fosfonofor-
miato. Este enzima es codifica-
do por el virus ya que hemos
obtenido mutantes de VPPA re-
sistentes a fosfonoacetato (5).
Las células VERO enucleadas no
sintetizan DNA de VPPA. La fun-
cidén o funciones nucleares que
se requieren para la sintesis
del DNA del virus podrian ser
alguno o algunos enzimas nece-
sarios para la replicacidn del
DNA o la‘transcripcién del RNA
(4).
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J.Virol. 21: 902-912.
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MICROTUBULOS

J.Avila (desde Junio 1976),
V.G.Corces (desde Junio 1976),
R.Manso (desde Febrero 1978),
A.Villasante (desde Octubre
1978), G.Wiche (desde Mayo has-
ta Septiembre 1977).

Los microtdbulos son es-
tructuras proteicas, posible-
mente implicadas en diversas
funciones celulares, p.e. mo-
vilidad celular, transporte
intracelular, formacidén del
citoesqueleto y movimiento
cromosémico. Nosotros preten-
demos estudiar este dltimo
aspecto, el movimiento de los
cromosomas en mitosis.

Los movimientos cromosé-
micos tienen posiblemente lu-
gar mediante la interaccidn
de los microtfibulos del huso
acromdtico con una regién del
cromosoma, el cinetocoro. Nues-
tro objetivo es el conocimien-
to de este proceso a nivel mo-
lecular. La regidn centromé-
rica del cromosoma estd. com-
puesta de proteina y DNA,
mientras los microtdbulos es-
tén formados por una protei-
na mayoritaria, tubulina y di-
versas proteinas asociadas al
microtdbulo (MAPs). Resulta-
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dos iniciales indicaron que la
tubulina no se une a DNA, mien-
tras las MAPs muestran afinidad
por él. Las MAPs se fracciona-
ron en polipéptidos de alto pe-
so molecular (HMWs) y factor
tau observadndose que ambas frac-
ciones tienen afinidad por el
dcido nucleico; sin embargo el
tipo de interaccidén con €1 es
diferente. HMWs tienen una ma-
yor capacidad de unibén a DNA
eucaridético o poli dAdT que a
DNA procaridtico, mientras el
factor tau se une con una efi-
ciencia parecida a los diferen-
tes DNAs (1).

Hemos fraccionado el DNA
de ratén en DNA satélite y DNA
mayoritario y se ha estudiado
la afinidad de la unidn de las
HMW por ambos tipos de DNA.
Los resultados que obtuvimos
indicaron que anadiendo la mis-
ma cantidad de proteina, ésta
une una mayor proporcién de DNA

satélite que de DNA mayoritario

(2); como el DNA satélite se
localiza en la regidn centro-
mérica de cromosomas metafdsi-
cos, hemos sugerido un modelo
que postula que la unidn del
microtGbulo al cromosoma in
vivo se realiza a través de

la interaccidén del DNA saté-
lite con las HMWs.

Publicaciones:

1. Gonz&lez Corces,V., J.Sa-
las, M.L.Salas y J.Avila.
1978. Eur.J.Biochem. 86:
473-479.

2. Wiche,G., V.G.Corces y J.
Avila.l978.Nature 273:403-405.

3. Gonzélez Corces, V. y J.
Avila. 1978. Eur.J.Biochem.
83: 529-535.
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REGULACION DE LA DIVISION DE
CELULAS ANIMALES EN CULTIVO

J.Salas (hasta Octubre 1977),
J.Avila (desde Septiembre 1975
hasta Junio 1976), V.G.Corces
(desde Octubre 1975 hasta Junio
1976), J.A.Melero (hasta Marzo
1975), A.Pellicer (hasta Sep-
tiembre 1976), M.Perucho (has-
ta Enero 1977), M.L.Salas (has-
ta Octubre 1977)

La regulacidén del ciclo
de divisidn es un problema fun-
damental en biologia celular.
En fibroblastos mantenidos en
cultivo existen formas de con-
trol del crecimiento que pueden
reconocerse por la morfologia
de las colonias, la incapacidad
de crecer en cultivos en sus-

pensidn y la sensibilidad a "in-
hibicidén por contacto" de la di-
visién celular. Los virus onco-
génicos son capaces de liberar

a las células de estas formas

de restriccién del crecimiento.
El problema del control del cre-
cimiento se ha abordado median-
te el estudio de la sintesis de
proteinas con afinidad por el
DNA en lineas celulares norma-
les y transformadas por virus
oncogénicos (2). Se encontrd

que, en cultivos en reposo, la



sintesis de una de estas pro-
teinas, P8, es mucho mayor en
las lineas transformadas que
en las no transformadas. En
experimentos con células sin-
cronizadas, se observd que la
sintesis de la P8, asi como
la de otra proteina mayorita-
ria con afinidad por el DNA,
P6 (4) estaba descontrolada
a lo largo del ciclo de divi-
sién en las lineas transfor-
madas. La P8 ha sido identi-
ficada como el enzima glico-
1ftico gliceraldehido-3-fos-
fato deshidrogenasa. La sin-
tesis descontrolada de este
enzima a lo largo del ciclo
de divisidén en fibroblastos
transformados por virus po-
dria estar relacionada con la
glicolisis alterada de las cé-
lulas tumorales (5). La pro-
teina P6 se ha caracterizado
como tubulina, el componente
mayoritario de los microtibu-
los celulares. Sin embargo,
se encontrd que la tubulina
homogénea no interacciona con
el DNA. En contraste ciertas
proteinas de alto peso molecu-
lar asociadas con los micro-
tGbulos (MAPs) tienen una gran
afinidad por el DNA. Estudios
sobre la especificidad de la

interaccibén de las MAPs con el
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DNA sugieren que estas proteinas
se unen con mas afinidad a DNA
eucaridético que a DNA de fagos
(7).

Se ha examinado la presen-
cia de poli A polimerasa en 1li-
neas normales y transformadas
(1) . Los resultados indican que
existen dos formas de poli A po-
limerasa, denominadas IIA y IIB,
en cultivos en crecimiento y es-
tacionarios de células normales
y transformadas. Las formas IIA
y IIB se han purificado y carac-
terizado. Sus propiedades sugie-
ren que la funcibén bioldgica de
estos enzimas es la poliadenila-
cidn postranscripcional de los
RNA mensajeros (6). Una forma
adicional, poli A polimerasa I,
se ha detectado en células norma-
les en reposo, pero no en fase
exponencial, mientras que fibro-
blastos transformados tanto en
fase logaritmica como en reposo
contienen cantidades comparables
de este enzima. Este hallazgo
puede indicar que la poli A po-
limerasa I se encuentra descon-
trolada en las células transfor-
madas cuando estdn creciendo ex-

ponencialmente.
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VARTABILIDAD GENETICA DE VIRUS

J.Ortin (desde Enero 1978), E.
Domingo (desde Enero 1978).

Asistencia téenica, M.Ddvila

El polimorfismo genético
es un fendmeno bien documentado,
que ha sido descrito tanto en
eucariontes como en bacterias
Desde 1978

hemos enfocado nuestro interés

y bacteriéfagos.

en virus RNA como sistemas mo-
delo para el estudio de la he-
terogeneidad genética presente
en poblaciones naturales, su
orfigen y sus implicaciones en
la evolucibén adaptativa de ce-
pas virales.

Como sistemas modelo para
este estudio hemos escogido los
virus de fiebre aftosa y de gri-
pe, debido a su conocida varia-
bilidad antigénica. Los princi-
pales objetivos de este estudio
son. los siguientes: 1) Andlisis
de la heterogeneidad genética
a nivel de RNA de poblaciones
naturales de virus de fiebre
aftosa y de gripe humana. 2)
Variabilidad genética in vitro
de los virus de fiebre aftosa
y de gripe humana. 3) Fideli-
dad de replicacién de RNA de
dichos virus en sistemas acelu-

lares in vitro y 4) Estudios



sobre competencia genética de
poblaciones virales in vitro.
Durante 1978 hemos pues-
to a punto en el laboratorio
métodos para la producciédn,
marcaje radioactivo, purifi-
cacidn y ensayo de placa de
ambos tipos de virus, asi co-
mo para el andlisis de los
RNAs marcados por digestidn
con RNasa Tl y fingerprint.
Resultados preliminares
sobre el andlisis del RNA de
aislados virales de ambos ti-
pos de virus indican la pre-
sencia de variaciones en las
secuencias que sugieren una
abundante heterogeneidad ge-

nética en estos virus.
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ANALISIS GENETICO DEL DESARRO-
LLO DE DROSOPHILA

A.Garcta-Bellido, M.P.Capdevi-
la, A.Ferrius, G.Morata, P.Ripoll
P.Santamaria. En cooperacidn

con B.S.Baker y A.T.Carpenter
(Universidad de California en
San Diego, U.S.A.) y P.A.
Lawrence (M.R.C.Laboratorio de
BiologZia Molecular. Cambridge.
Inglaterra). Asistencia técnica:
A.C.Andreu, M.R.Andrés, M.J.Be-
nito, M.Calleja, P.Garrido, M.
R.Gonzdlez, C.Cibreiro, E.Reoyo,

B.Sanchez.

Nuestro campo de estudio
en general es el andlisis gené-

tico de los procesos de desa-

rrollo en Drosophila. Hemos pres:-

tado especial atencidén a los
discos imaginales, estructuras
formadas por las células que
van a diferenciar todos los ele-
mentos cuticulares del adulto.
Los resultados que se obtuvieron
durante los filtimos cuatro afios
pueden ser agrupados en cuatro
capitulos: 1) Desarrollo normal
de los discos imaginales. 2)Ge-
nes homoedticos. 3) Mutantes
morfogenéticos y 4) Genética de
células somiticas.

Las caracteristicas del

desarrollo de los discos imagi=

nales han sido estudiadas prin-
cipalmente por andlisis de mo-
saicos. Hemos publicado el tra-
bajo en extenso sobre el des-
cubrimiento de "compartimen-

tos” en el disco de ala (1).
Los compartimentos son regio-
nes de la cuticula diferencia-
das por grupos discretos de
células segregados cualitati-
vamente unos de otros durante
el desarrollo. Este descubri-
miento fué facilitado por el
desarrollo de la llamada "téc-
nica Minute" (2) una técnica
basada en una mds rdpida pro-
liferacidn de las células nor-
males en un disco Minute. Una
caracterizacién mds completa
de los mutantes Minute (3) ha
revelado que esta técnica es
vdlida para todos los brazos
cromosémicos.

La interaccidn entre cé-
lulas Minute de crecimiento
lento y células normales ha
sido estudiada en mosaicos
producidos en el desarrollo
temprano, particularmente en
referencia al fendmeno de com-
peticidn celular (4). Los re-
sultados muestran que este
fendémeno solo ocurre dentro
de los compartimentos durante
¢l periddo de proliferacidn

celular.
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El andlisis del desarrollo
temprano del disco tor&cico
mostrd que la segregacidn de
compartimentos anterior-poste-
rior ocurre alrededor del pe-
riodo de blastodermo, antes que
las células originarias de dis-
cos ventrales y dorsales se ha-
yan segregado (5). Todas las cé-
lulas fundadoras del comparti-
mento anterior y del posterior
se agrupan entre si en areas
coherentes, estando ambos pri-
mordios localizados muy juntos
o adyacehtes en el embridn (6).

También hemos demostrado
que la cuticula de la cabeza
estd compartimentalizada de
una forma similar a la de las
estructuras torécicas (7), aun-
que en este caso la segregacidn
anterior-posterior se establece
mis tarde en el desarrollo que
en los discos tor&cicos y la
orientacién de los compartimen-
tos estd invertida con respec-
to al eje longitudinal del ani-
mal.

Se estudié asimismo el pro-
blema del mantenimiento de las
restricciones de compartimentos
durante regeneracidén. Cé&lulas
aisladas de discos maduros fue-
ron inducidas a proliferar en
cultivos in vivo. Estas células

parece que mantienen las res-



tricciones que tienen lugar en
el desarrollo temprano mien-
tras que no respetan las tar-
dias.

Las implicaciones de la
teoria de los compartimentos
en el desarrollo normal se
discutieron en varios articu-
los de revisién (9,10,11).

Los genes homeb6ticos se
consideran genes clave en el
desarrollo ya que especifican
caminos de desarrollo tomados
por ciertos grupos de células.
Nuestro trabajo con genes ho-
moedticos se ha dirigido ha-
cia el andlisis de su modo de
accidn.

Hemos encontrado que los
genes bithorax se requieren
continuamente desde el princi-
pio del desarrollo (12). El
camino de desarrollo de las
células puede ser alterado
hasta tarde en el desarrollo
dependiendo del nivel de ac-
tividad génica (12,13). La
funcidén de los genes bithorax
se expresa en afinidades celu-
lares especificas de las cé-
lulas afectadas (14). El meca-
nismo de activacidn de los
genes bithorax se analizd in-
duciendo fenocopias de bitho-
rax. Este método experimental

ha demostrado que la activa-
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cidn ocurre en el estadio de
blastodermo y desde ese momen-
to es permanente. Los resulta-
dos de estos experimentos nos
han llevado a sugerir un mode-
lo para el mecanismo de control
de la funcidén bithorax (20).

Hemos establecido asimis-
mo que la existencia de la res-
triccién entre compartimentos
anterior y posterior requiere
la funcidn normal del gen
engrailed exclusivamente en el
compartimento posterior de los
discos toré&cicos (16,17).

Otro mutante homoedtico,
wingless, parece afectar la se-
gregacidn de los compartimentos
tordcicos y apendicular en los
discos imaginales de ala y hal-
terior (18) aunque en este caso
el modo de accidn parece ser di-
ferente.

Los mecanismos de activa-
cidn y funcidén de los genes ho-
mebticos y su conexidn con los
procesos de compartimentaliza-
cién han sido discutidos en va-
rios articulos de revisidén (19,
20,21,22).

Se conocen en Drosophila
muchas mutaciones que alteran
caracteristicas morfoldgicas.
Hemos estudiado varias de ellas
con el objetivo de entender el

mecanismo morfogenético normal

que afectan. Los andlisis clo-
nal y de fenocopias de un gru-
po de mutantes que causan cor-

6y Bx’) su-

tes en las alas (ct
gieren que estos mutantes afec-
tan la adhesividad celular du-
rante la proliferacidn. De
sus efectos sobre el margen
del ala se concluye que la
diferenciacibén de las células
a ambos lados del borde del
compartimento dorsal-ventral
resulta de interaccién mutua
(23). E1 andlisis de varios
mutantes que afectan las ve-
nas del ala sugiere que el pa-
trén morfoldgico normal de
aquellas resulta de la in-
duccién de células de la su-
perficie dorsal del ala sobre
células de la superficie ven-
tral que est&n determinadas
independientemente (24).

El estudio de los mutan-

tes del sistema achaete-scute

ha mostrado que la funcidn
normal de esos genes se re-
quiere para la inervacidn
de quetas y sensilas. Un fac-
tor letal embrionario presen-
te en este sistema carece de
las funciones normales del
sistema nervioso central (25).
Los mutantes viables
corresponden a alelos de una

pequefia fraccién (alrededor
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del 10%) de los genes y solo
unos pocos afectan morfogéne-
sis. Por tanto, para comprender
la morfogénesis es necesario
estudiar los alelos letales.
Hemos desarrollado un método
para inducir, aislar y estu-
diar mutantes morfogenéticos
(letales en individuos homozi-
gbticos) directamente en clo-
nes de células homozigéticas
(26) . Los resultados obtenidos
en este estudio han sido dis-
cutidos en un articulo de re-
visién (27).

El efecto en células so-
mdticas de la homozigosis para
mutaciones letales puntuales
inducidas con EMS (28) ha sido
analizado en mosaicos genéticos
(29). Los resultados muestran
que el 50% de los letales son
viables en ginandromorfos; por
lo menos el 25% muestran compe-
ticién celular en el disco ima-
ginal de ala y un 10% son leta-
les celulares auténomos. Para
estudiar genes en su condicién
totalmente amorfa se ha estudia-
do en células epidérmicas la
homozigosis para 30 deficiencias,
que variaban entre 2 y 30 bandas
de los cromosomas politénicos,
(30). Encontramos que el 12%
de las bandas contiene un

gen necesario para viabili-



dad celular. La similitud de
los resultados obtenidos con
mutaciones puntuales y los ob-
tenidos con deficiencias su-
gieren que hay alrededor de
5.000 genes para viabilidad

en el genoma de Drosophila,
corraborando asi estimaciones
independientes previas.

El grado en que homolo-
gia y apareamiento cromosdmi-
co durante interfase son pre-
requisitos para la recombina-
cidn mitbética ha sido estudia-
do usando cromosomas XY y Y
marcados (31) y cromosomas
con inversiones (32). Los re-
sultados muestran que la ho-
mologia, la polaridad y el
apareamiento son necesarios
para que ocurra recombinacidbn
mitética. E1 hecho de que in-
versiones supriman intercam-
bios mitéticos fuera de la
regidn invertida sugiere que
el apareamiento de cromosomas
homélogos debe ser muy Intimo.

Hemos estudiado el efec-
to de varias mutaciones que
se sabe afectan la meiosis,
sobre procesos mitdticos.
Mientras algunas de estas mu-
taciones son especificas de
meiosis otras afectan también
la mitosis. Algunos mutantes

causan segregaciones anorma-
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les de los centromeros durante
la mitosis. Otros afectan la
estabilidad cromosdmica. Anali-
sis de estos Gltimos sugiere
que hay al menos dos mecanis-
mos independientes de repara-
cidn del DNA.
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