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Introducción

La ubiquitina es una pequeña proteína de 76
aminoácidos que se encuentra en todas las cé-
lulas animales, levaduras y plantas. Su secuen-
cia es la más conservada de todas las proteí-
nas conocidas, variando en sólo 3 aminoácidos
desde levaduras1 hasta humanos7.

La ubiquitina tiene numerosas y diversas fun-
ciones, muchas de ellas poco conocidas. Inter-
viene en la degradación de proteínas de vida
media corta3'4, se une a las nistonasbi6 y a nu-
merosos receptores de membrana7*8, es muy
abundante en los componentes neurofibrilares
en forma de red de los pacientes con enferme-
dad de Alzheimer9, en ios pacientes con enfer-
medad de Parkinson, en los pacientes con en-
fermedad de Pick y en otras enfermedades
neurodegenerativas10. La ubiquitina se organi-
za en el genoma de dos maneras diferentes. Por
un lado, aparece como repeticiones múltiples
cabeza-cola que codifican para un precursor de
poliubiquitina, que a su vez es rápida y eficien-
temente procesado en unidades de ubiquitina
libre. La ubiquitina madura se genera por cor-
te de enlaces peptídicos Gly-Met espaciados
cada 76 aminoácidos en el precursor. Otro
modo de presentarse es en combinación con
otras proteínas diversas. Se forman proteínas
híbridas que son posteriormente eficientemen-
te procesadas dando lugar a las dos proteínas
libres. Tal es el caso de híbridos ubiquitina-
proteínas ribosomales1112 que implican la ubi-
quitina en la biogénesis del ribosoma.

De todas estas características y propiedades
lo que más nos interesa es la capacidad de la
ubiquitina para ser procesada por corte enzi-
mático entre su última glicina y el primer ami-
noácido de la proteína siguiente. Esto nos va a
permitir elaborar proteínas quimeras que serán
automáticamente procesadas generando pro-
teína y ubiquitina libres. La enzima encargada
de este proceso no está totalmente caracteri-
zada, pero es específica para la secuencia gly-

gly-x y relativamente abundante en todas las cé-
lulas eucarióticas13'14.

La idea fundamental del trabajo es aprove-
charse de esta propiedad de inducción proteo-
lítica específica de la ubiquitina para la elabo-
ración de proteínas recombinantes por fusión
génica entre genes hormonales, por ejemplo,
y el de la ubiquitina.

La biotecnología nos permite producir grandes
cantidades de casi cualquier proteína y esto, a su
vez, nos facilita el estudio de su estructura, de
su función o de sus posibilidades para el uso far-
macéutico o biomédico. Sin embargo, muchas
veces no resulta tan fácil alcanzar estas metas.

Las clonación de genes eucarióticos con in-
terés biomédico y su producción a gran escala
en células eucarióticas resulta enormemente
costoso y, en muchos casos, no resulta renta-
ble. Si por el contrario, hacemos uso de las gran-
des ventajas que supone la expresión de estos
genes en bacterias, nos encontramos con que
el procesamiento de la proteína deseada pue-
de ser diferente al que tendría en un sistema
eucariota. Un gen de mamífero, introducido en
un huésped heterólogo, se encuentra sujeto a
un sistema de síntesis y procesamiento protei-
co distinto al que tendría en su célula nativa.
El nuevo huésped puede utilizar ciertos triple-
tes con mayor frecuencia que otros, puede no
realizar (o hacerlo de modo diferente) determi-
nadas modificaciones postraduccionales y pue-
de incluso alterar el entorno bioquímico de la
proteína e impedir su correcto plegamiento y ad-
quisición de estructuras secundarias o tercia-
rias. Todos estos aspectos pueden, en definiti-
va, alterar la función de la proteína o afectar a
otros aspectos más sutiles, pero no de menor
importancia, como son su inmunogenicidad o
su toxicidad.

La obtención de proteínas recombinantes por
fusión génica con el gen de la ubiquitina puede
solucionar aquellos casos en los que la proteí-
na deseada presenta algún impedimento es-
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Fig. 1. Secuencia del gen de ubiquitma de Drosophila con sus correspondientes aminoácidos. Se encuentran
indicadas las dianas para las enzimas Bglll (B), Xhol (X) y EcoRI (R). Esta ultima diana se encuentra sólo en
dos de las repeticiones.

tructural en el huésped que impida su correcta
maduración.

La hormona del crecimiento humana es un
ejemplo en el que el producto obtenido por in-
geniería genética no es idéntico ai natural. La
hormona de crecimiento humano tiene 191 ami-
noácidos mientras que la producida por ADN
recombinante posee 192 aminoácidos (salvo en
los casos en que se usan vectores de secreción)
debido a la presencia de la metionina inicial en
el extremo amino, que no es eliminada en un
sistema bacteriano. Esta diferencia puede con-
ferir a la molécula alteraciones estructurales y,
por tanto, funcionales.

Por otra parte, la construcción de genes qui-
mera entre ubiquitina y betagalactosidasa15 o
uroquinasa humana entre otras13 produce pro-
teínas híbridas que se pueden expresar co-

rrectamente en levaduras y que son correcta-
mente procesadas para obtener ubiquitina y be-
tagalactosidasa o uroquinasa. En general, la en-
zima encargada del procesamiento corta entre
la última glicina de la ubiquitina, y el primer ami-
noácido (salvo que éste sea prolina) de cualquier
proteína fusionada. La ubiquitina se sintetiza
normalmente como poliubiquitina y es proce-
sada a ubiquitina en todas las células eucarió-
ticas conocidas. Incluso en £ coli, donde no se
han encontrado genes de ubiquitina se puede
encontrar la enzima que procesa correctamente
poliubiquitina en ubiquitina15.

Hemos tratado de producir por ingeniería ge-
nética proteínas híbridas ubiquitina-hormona de
crecimiento de modo que, al procesarse por el
sistema de la ubiquitina, nos libere una hormo-
na de crecimiento igual a la natural.
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Materiales y métodos

En cuanto a los plásmidos se partió del plás-
mido RM9. Este es un plásmido bluescript KS
( + /--) que lleva inserto en su poliligando vía
EcoRI el gen de poliubiquitina de Drosophila me-
lanogaster. El fragmento posee 9 unidades co-
dificantes para ubiquitina. El plásmido pG23 es
un plásmido de 5,2 kb (1 kilobase= 1.000 pa-
res de bases) que contiene la casi totalidad del
ADNc correspondiente al gen de la hormona del
crecimiento bovina. El inserto es el 0,8 kb y está
clonado en la diana Pst! de pBR32216. Se ha
empleado también un oligonucleótido sintético,
de 30 bases, que ha sido sintetizado en el cen-
tro de biología molecular. Los métodos emplea-
dos son estándar de ingeniería genética y se
pueden encontrar en la referencia17.

Resultados

El primer objetivo del trabajo fue la fusión de
la última glicina de ubiquitina con la primera ala-
nina de la hormona de crecimiento bovina.

Se partió de RM9. Éste es un plásmido blue-
script KS (+/—) que lleva inserto en su poliligan-

do vía EcoRI el gen de poliubiquitina de Dro-
sophila melanogaster (fig. 1). El fragmento po-
see 9 unidades codificantes para ubiquitina. En
primer lugar, dado que basta con una sola co-
pia de ubiquitina para el funcionamiento del sis-
tema, se dirigió el inserto parcialmente con Bglll.
Al volver a religar y transformar elegimos un clon
que poseía sólo una copia completa de ubiqui-
tina en su interior. La denominamos RM2; De
esta manera, conseguimos que la carga gené-
tica de la bacteria en el clonaje sea menor y,
por tanto, el crecimiento bacteriano sea mayor.

A partir de RM2, hicimos coincidir la última
glicina de la proteína con una diana de restric-
ción. Para ello, realizamos una serie de cortes
enzimáticos (fig. 2) e hibridamos con un oligo-
nucleótido sintético de 30 nucleótidos, que es
igual a la región 3' terminal del gen de ubiquiti-
na. Tras la hibridación digerimos las zonas de
banda simple que se han generado y recircula-
rizamos el plásmido. Con todo ello generamos
una nueva diana Kpnl que incluye el codón de
la glicina 76 de ubiquitina. El plásmido resul-
tante es liberable en glicina por corte enzimáti-
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co y es el que utilizamos para fusiones poste-
riores. La secuencia obtenida fue verificada por
secuenciación.

Como puede observarse en la figura 3, paso
1, tras dos reacciones enzimáticas nuestro plas-
mido nos proporciona la Gly76 lista para unir-
se a otras secuencias. El plasmido que contie-
ne el gen de la hormona pG23, (derivado de
PBR322 por inserción en el sitio Pstl de su se-
cuencia total) hubo de ser sometido a dos reac-
ciones enzimáticas y se híbrido con la construc-
ción que contenía la ubiquitina.

De esta manera la fusión se obtiene en el pun-
to deseado y al expresarse el conjugado se li-

berará la hormona de crecimiento con su ex-
tremo aminoterminal igual al natura!, potencián-
dose a la vez su expresión (fig. 4).

El plasmido obtenido en la figura 2 no sólo
es válido para esta fusión sino que, por la es-
trategia de clonaje seguida, es posible fusionarlo
a cualquier proteína que deseemos.

Discusión

La producción a gran escala de productos con
interés farmacéutico y biomédíco aparece como
una de las grandes posibilidades de la biotec-
nología actual.
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Fig. 4. Esquema sumario de la producción de la hor-
mona del crecimiento (GH) en E. coli con la metiom-
na (Met) no procesada en su extremo amino. La in-
serción del gen de la ubiquitina a la cabeza de la hor-
mona del crecimiento nos producirá automáticamente
la hormona sin metionina inicial.

Las bacterias, en especial E. coli, siguen sien-
do el organismo predilecto para la expresión y
superproducción de proteínas clonadas. Las
bacterias, efectivamente, son sencillas, baratas
y fácilmente manipulables; sin embargo, E. coli
no realiza glicosilaciones, fosforilaciones o ace-
tilaciones de manera similar a los eucariotas, ni
elimina completamente las metioninas iniciales.

La hormona del crecimiento no es el único
caso en el que al producto final, producido en

bacterias, le sobra la metionina inicial. La enzima
manganeso-superóxido-dismutasa (MnSODs)
humana también se produce con una gran efi-
ciencia en E. coli y asimismo posee una metio-
nina adicional en su terminal-NH2- Esta enzima
es esencial en nuestro hígado para eliminar su-
peróxidos, transformándolos en oxígeno mole-
cular y, por lo tanto, eliminando ciertos com-
puestos tóxicos producidos en el metabolismo
oxidativo de numerosas moléculas. Niveles al-
tos de esta enzima podrían prevenir la forma-
ción de tumores, los efectos secundarios en la
ingestión elevada de medicamentos, el enveje-
cimiento y las inflamaciones18.

En el sistema que nosotros estamos ponien-
do a punto con la hormona del crecimiento tie-
nen cabida todas aquellas proteínas que preci-
sen de cortes proteolíticos específicos en su
maduración.

SI la expresión de la proteína quimera se rea-
liza en E. coli, el procesamiento no es totalmente
eficiente, aunque se ha comprobado, que tan-
to transcripción como traducción aumentan
considerablemente14. La fusión de genes a ubi-
quitina potencia de manera patente la produc-
ción de los genes clonados.

Si se desea obtener un procesamiento más
eficaz, se puede realizar el clonaje y la expre-
sión en levaduras. Recientemente13 se ha rea-
lizado la fusión de ubiquitina con diversas pro-
teínas, las cuales han visto incrementada su
expresión en levaduras, a la vez que han reali-
zado su correcto plegamiento. El mecanismo
que confiere este aumento en la producción de
genes ligados a la ubiquitina no es conocido en
la actualidad, pero los incrementos pueden ser
tan espectaculares como, de pasar de ser prác-
ticamente indetectable, a representar e! 20 %
de la proteína celular total14.

Todos estos resultados parecen indicar que
las fusiones entre la ubiquitina y proteínas con
problemas en su maduración pueden represen-
tar la solución a la producción en gran escala
de hormonas y enzimas de interés farmacoló-
gico, tanto en eucariotas como en procariotas.

Resumen

Uno de los problemas en la producción a gran
escala de proteínas de interés biomédico obte-
nidas por ingenería genética es la incapacidad
de los sistemas bacterianos de realizar deter-
minadas modificaciones en las proteínas sinte-
tizadas. Una de estas limitaciones es la elimi-
nación de la metionina inicial de numerosas
hormonas y enzimas. Presentamos un sistema
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que puede eliminar este problema. La fusión gé-
nica entre la ubiquitina y la proteína de interés
originará una proteína quimera que será pro-
cesada liberando la proteína en su forma «na-
tural» carente de metionina inicial. Hemos pues-
to a punto el sistema con la creación de
quimeras ubiquítina-hormona del crecimiento
bovina, pero puede ser aplicado a otros casos
con necesidades semejantes.
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DISCUSIÓN

F. MURILLO: ¿Es necesario colocar toda la pro-
teína, toda la ubiquitina, para el procesa-
miento?

M. IZQUIERDO: No, pueden eliminarse partes de
la molécula y el proceso todavía funciona. Aho-
ra bien, debe conservarse una parte substan-
cial. Es difícil concretar, pero podría decirse

que cuando se quita más del 50 % ya no fun-
ciona.

A. BORONAT: Ha comentado que la ubiquitina se
une a proteínas que tienen una vida media
corta, probablemente promoviendo su degra-
dación. Mi pregunta se refiere a si el lugar de
unión de la ubiquitina tiene algo que ver con
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un tipo de secuencias, las secuencias PEST
(prolina, ácido glutámico, serina y treonina)
precisamente identificadas en proteínas cor
una tasa elevada de recambio. ¿Hay alguna
relación entre estos tipos de secuencias, los
puntos de unión de ubiquitina y las secuen-
cias PEST?

M. IZQUIERDO: La ubiquitina se une al grupo
amino de determinadas Usinas y parece que
el lugar de reconocimiento es bastante exten-
so, no habiendo una correlación directa en-
tre las secuencias PEST y la unión de la ubi-
quitina. Además, la ubiquitina tiene funciones
muy vanadas. Por ejemplo, se une también
a las histonas, pero no produce degradación
de las mismas, con lo cual su función a este
nivel no está clara. Al principio se pensaba que
sólo se unía a regiones que luego se iban a
expresar, pero esto tampoco está claro y se-
gún nuestra experiencia, yo diría que esto no
es así. Es decir, la ubiquitma se une a nume-
rosas proteínas con funciones muy distintas.

V. RUBIO: ¿Está presente en plantas o en euca-
riotas inferiores?

M. IZQUIERDO: La ubiquitina está presente en
plantas, en todos los eucariotas.

E. MÉNDEZ: Me gustaría saber si esta enzima
que usted ha mencionado, la carboxilasa, se
encuentra disponible en el mercado.

M. IZQUIERDO: No, no está comercializada ya
que la primera comunicación sobre el clona-
je del gen se ha publicado hace muy pocos
días en la revista SCIENCE. Por lo visto, el pro-
ceso de aislamiento es muy sencillo y noso-
tros vamos a tratar de aislarla en grandes can-
tidades. Puedo comentarle que por cada
kilogramo de cerebro de buey se obtienen
18 mg de esta enzima pura con una actividad
específica bastante buena. Así mismo, los mis-
mos autores han descrito el clonaje del gen
que sintetiza esta enzima, utilizando como
huésped células B.

A. JUÁREZ: Ha mencionado la posibilidad de ex-
presar estas proteínas quiméricas en grandes
cantidades en E. coli. Especialmente para pro-

teínas expresadas en E.coii que no son excre-
tadas al medio, uno de los problemas más im-
portantes relacionados con la expresión géni-
ca es el efecto de las proteasas tanto
citoplasmáticas como periplasmáticas sobre
este tipo de moléculas. Puesto que me ima-
gino que estas estructuras en las que Inter-
viene la ubiquitina las recuperan del citoplas-
ma de E. coli me pregunto si no son destruidas
en parte por las proteínas citoplasmáticas.

M. IZQUIERDO: Al contrario, son enormemente
estables. A título de ejemplo me gustaría co-
menzar que cuando se une la ubiquitina con
!a betagalactosidasa en levaduras, no sólo
muestra una gran estabilidad, sino que ade-
más pasa de ser una proteína que no se ex-
presaba en absoluto a representar el 20 % de
la proteína total. No se sabe por qué, pero
cuando la ubiqultina se une a cualquier otra
estructura aumenta drásticamente la produc-
ción. Esto no solamente se ha comprobado
con betagalactosidasa, sino también con uro-
quinasa humana y se ha observado una gran
expresión en levaduras.

R. GONZÁLEZ: ¿Hay alguna hipótesis sobre cuál
sería la función de la ubiquitina en las enfer-
medades neurodegenerativas?

M. IZQUIERDO: Se desconoce la función de la
ubiquitina en estas enfermedades pero mi opi-
nión personal es que actúa como un marca-
dor de proteínas anormales ya que en este tipo
de estados patológicos las concentraciones ce-
rebrales de ubiquitina aumentan enorme-
mente.

L. ENJUANES: Me gustaría preguntarle si han
ideado alguna estrategia estructural para ha-
cer que quede más expuesta la zona de cor-
te, lo cual sería altamente conveniente.

M. IZQUIERDO: Pues no ha sido necesario ya que
la estrategia que utilizamos no nos ha fallado
en ningún caso en levaduras. Cuando decía
que «no ha cortado muy bien» me refería a
E. coli, ya que estamos intentando también uti-
lizar E. coli para aprovechar todas sus ven-
tajas.
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