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INTRODUCCIÓN

1. LAS PTERINAS EN LO S SER ES V IVO S.

Las pteridinas constituyen un conjunto de compuestos ampliamente distribuidos en la 
naturaleza donde desempeñan diversas funciones biológicas. Su base estructural la constituye 
el anillo pteridínico, pirazino-(2,3-d)-pirim¡dina, que aparece en sus diferentes estados de 
oxidación (Fig. 1). Aquellos compuestos que presentan la estructura 2-amino-4-oxo-pteridina 
son conocidos como pterinas, mientras que aquellos con la estructura 2,4-dioxo-pteridina se 
denominan lumazinas. Dentro de la pterinas se distinguen dos grupos. Las pteridinas conjuga­
das presentan un sustituyente para-aminobenzoato y glutamato en el anillo pteridínico inclu­
yendo al ácido fótico y sus derivados; las pterinas no conjugadas, materia de estudio del 
presente trabajo, presentan cortas cadenas laterales alifáticas como sustituyentes. La mayoría 
de las pterinas naturales presentan dicho sustituyente en posición 6 aunque se ha descrito la 
presencia de 7-pterinas como pigmentos en insectos y como productos de degradación de las 
primeras en orina humana. En la figura 1 se presenta la estructura de algunas de las pterinas 
más significativas.

ANILLO PTERIDÍNICO

v M v

2^ n ^ n ^ 7 2^ n " N S ^ 7 2^ n ^ ^ S  7
1 8  1 H 1 H

FORMA OXIDADA FORMA DIHIDRO FORMA TETRAHIDRO

PTERINA TETRAHIDROBIOPTERINA

CH-CHj
\ ÓH

H
" A " 3  h y Y " " T K

h , n - ^ n ^ n >

MOLIBDOPTERINA 

H

j C O f f i

H
s=C—C—CHj OPOj

OH
H Mo 

/  \

Figura 1. Estructura química de las pterinas. Se presenta la base estructural (anillo pteridínico) 
en sus tres estados de oxidación y la estructura de algunas pterinas naturales.

1.1. PRINCIPALES FUNCIONES BIOLÓGICAS DE LAS PTERINAS.

Las pterinas no conjugadas, referidas a partir de este momento abreviadamente como 
pterinas, se caracterizan por su ubicuidad, estando presentes en todos aquellos organismos 
donde se han analizado, desde procariotas a eucariotas superiores (Nixon, 1985). Este hecho 
se relaciona con la gran cantidad de funciones biológicas que estos compuestos desempeñan
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(revisado en Nichol et al., 1985; Duch y Smith, 1991; Kaufman, 1993). Las primeras investiga­
ciones pronto establecieron el papel de las pterinas como pigmentos, bien de coloración 
externa en lepidópteros, anfibios y peces, bien como pigmentos oculares, caso de insectos. A 
partir de ese momento, y de forma paralela a los avances en las técnicas analíticas, se ha 
demostrado el papel de las pterinas en importantes procesos biológicos, desde su función 
como cofactores enzimáticos hasta su intervención en la activación del sistema inmune.

El primer papel metabólico asignado a las pterinas es la intervención de la 6-{L-erítro- 
1,2-dihidroxipropil)-5,6,7,8-tetrahidropterina, conocida por el nombre común de tetrahidro- 
biopterina (H4Bip), como cofactor del enzima fenilalanina hidroxilasa (PAH) de mamíferos 
(Kaufman, 1963). Por tanto esta tetrahidropterina es fundamental en los procesos fisiológicos 
implicados en la degradación de la fenilalanina. Esta función, derivada de su capacidad de 
reaccionar con el oxígeno molecular, se amplía a los sistemas enzimáticos de hidroxilación de 
la tirosina y el triptófano (Kaufman y Fischer, 1974). Dado que los productos finales de las 
reacciones catalizadas por estos enzimas son los neurotransmisores catecolamínicos e indo- 
lamín icos respectivamente, se evidencia el papel esencial de las pterinas en el desarrollo y 
funcionamiento del sistema nervioso. Recientemente se ha descrito una nueva actividad de la 
H4Bip como agente liberador de neurotransmisores, independiente de su función como cofactor 
(Koshimura etal., 1990; Wolf etaL, 1991).

Relacionadas con esta función en la hidroxilación de los aminoácidos aromáticos se 
encuentran las enfermedades congénitas humanas conocidas como hiperfenilalaninemias 
atípicas (revisado en Blau, 1988; Scriver et al., 1989; Blau et al., 1996). Éstas se originan por 
deficiencias en el metabolismo de las pterinas que producen graves anomalías neurológicas 
debido a un efecto pleiotrópico sobre la síntesis de neurotransmisores y el catabolismo de la 
fenilalanina (revisado en Kaufman, 1987b).

La función de la H4Bip como cofactor de las hidroxilasas de los aminoácidos aromáti­
cos de mamíferos se extiende a todos los organismos donde se han caracterizado, incluyendo 
procariotas (Carr y Benkovic, 1993) e invertebrados (Bel et al., 1992b). La H4Bip también 
interviene como coenzima esencial en el sistema que cataliza la oxidación enzimática de 
alquilgliceroles a alcoholes (Tietz etal., 1964; Kaufman etal., 1990).

Otro compuesto pterínico que desempeña una función de cofactor enzimático es la 
molibdopterina (como revisión ver Rajagopalan y Johnson, 1992). Este compuesto actúa como 
cofactor de los llamados molibdeno-enzimas entre los que se encuentra la xantina deshidroge- 
nasa y la sulfito oxidasa de eucariotas y la nitrato reductasa de bacterias. Su ruta de biosíntesis 
no ha sido establecida aunque se desliga de la del resto de pterinas naturales en los primeros 
pasos de su síntesis. Se ha comprobado que, en humanos, una deficiencia en la síntesis de la 
molibdopterina produce graves deficiencias enzimáticas pleiótropicas (Johnson etal., 1980).

En mamíferos, la presencia de H4Bip en células no implicadas en la hidroxilación de los 
aminoácidos aromáticos así como la relación de niveles alterados de estos compuestos con 
distintos estados patológicos ha estimulado el interés del estudio de posibles nuevas funciones 
de las pterinas (Watcher etal., 1989). En los últimos años se han publicado numerosos traba­
jos que relacionan el metabolismo de las pterinas con la activación del sistema inmune. Esta 
relación se fundamenta en el hecho de que la H4Bip actúa como un regulador positivo en la 
proliferación y diferenciación celular inducida por citoquinas durante los procesos de hemato­
poyesis y de expansión clonal de las células T (Ziegler, 1985; Tanaka et al., 1989; Ziegler et al., 
1990; Schott et al., 1992). Sin embargo el mecanismo de esta regulación no ha sido elucidado. 
Los estudios realizados sugieren que pueda estar relacionada con el requerimiento de H4Bip
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para la actividad del enzima óxido nítrico sintasa (NOS) (Tayeh y Marletta, 1989; Gross y Levi, 
1993). El óxido nítrico (NO), producto de la reacción catalizada por este enzima, es mediador 
en diversos procesos biológicos incluyendo su intervención en la respuesta inmune donde 
actúa como inhibidor del crecimiento tumoral y de diferentes procesos infecciosos (revisado en 
Jaffrey y Solomon, 1995). El papel concreto de la H4Bip en el mecanismo de la NOS no ha sido 
totalmente establecido aunque, más que como cofactor catalítico, parece actuar como activa­
dor alostérico del enzima (Giovanelli etal., 1991; Marletta, 1993; Cho etal., 1995).

Por último, otras pterinas presentes en fluidos biológicos, como neopterina, biopterina, 
sepiapterina, pterina e isoxantopterina, se han relacionado con el catabolismo de estos com­
puestos (revisado en Rembold, 1985). En mamíferos, estos catabolitos son destinados a su 
excreción, proceso que desempeña un importante papel regulador manteniendo los niveles 
intracelulares del cofactor H4Bip (Watcher et al., 1989). En el caso de invertebrados, algunos 
de estos compuestos actúan como pigmentos y su presencia también se ha relacionado con 
procesos de almacenamiento y eliminación de nitrógeno (Ziegler y Harmsen, 1969).

En cuanto a la presencia de pterinas en plantas y hongos, donde no se requieren las 
funciones hasta ahora citadas, se ha propuesto su papel en los procesos de fotorrecepción 
(Galland y Senger, 1988). En el caso concreto de género Dictyostelium, perteneciente al grupo 
de los hongos mucosos, se ha sugerido la función de una pterina, la dictiopterina, como señal 
celular que induce la agregación y diferenciación de este organismo (Tillinghast y Newell, 1987; 
Ziegler y Gütlich, 1996).

1.2. BIOSÍNTESIS DE PTERINAS.

La ruta de biosíntesis de las pterinas es similar en todos aquellos organismos donde se 
ha caracterizado, implicando intermediarios y enzimas equivalentes (como revisión ver Brown, 
1985; Nichol etal., 1985; Duch y Smith, 1991). En la figura 2 se muestra la ruta de síntesis de 
H4Bip actualmente aceptada, cuya determinación se ha realizado principalmente a partir de su 
estudio en mamíferos, bacterias y el invertebrado Drosophila melanogaster. Muy recientemente 
se ha propuesto que en plantas y hongos, organismos donde los conocimientos acerca de la 
biología de las pterinas son muy limitados, su biosíntesis transcurre de forma similar (Maier y 
Ninnemann, 1995).

Todas las pterinas hasta hoy caracterizadas tienen como precursor común el nucleótido 
guanosina trifosfato (GTP) que mediante la acción del enzima GTP ciclohidrolasa es transfor­
mado al primer derivado pteridínico, la dihidroneopterina trifosfato (H2Nep-P3) (Fukushima et 
al., 1975). El mecanismo de la reacción producida es altamente complejo y ninguno de los 
intermediarios propuestos ha podido ser aislado. En aquellos organismos que pueden sintetizar 
folatos, esta reacción también constituye el inicio en su síntesis (Burg y Brown, 1966).

El siguiente paso de la ruta biosintética, específico de las pterinas no conjugadas, 
consiste en la transformación de la H2Nep-P3 en el derivado totalmente reducido 
6-piruvoil-tetrahidropterina (H4Pyp) mediante el enzima H4Pyp sintasa (Switchenko et al., 1984; 
Milstien y Kaufman, 1985; Switchenko y Brown, 1985). Esta reacción supone la reducción del 
anillo pteridínico junto con la eliminación del trifosfato y no requiere la participación de agentes 
reductores externos, tan sólo la presencia de iones magnesio como cofactor. A partir de este 
intermediario, altamente inestable, se produce la ramificación de la ruta para originar las 
diferentes pterinas.
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Figura 2. Ruta de biosíntesis de la tetrahidrobiopterina en mamíferos (Nichol et al., 1985; Duch 
y Smith, 1991). Se presenta la estructura química de los intermediarios participantes indicando 
los enzimas implicados en los distintos pasos metabólicos. Se ha propuesto que el paso seña­
lado con "?" se produce de forma espontánea. Abreviaturas empleadas: GTP, guanosina 
trifosfato; H2Nep-P3, dihidroneopterina trifosfato; H4Pyp, 6-piruvoil-tetrahidropterina.
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La primera vía biosintética establecida fue la que da origen a las dihidropterinas 
6-lactoil-dihidropterina, conocida como sepiapterina, y dihidrobiopterina (H2Bip). A partir de la 
H4Pyp se produce 6-lactoil-tetrahidropterina por acción del enzima aldosa reductasa (Milstien y 
Kaufman, 1983; Milstien y Kaufman, 1989a). La oxidación espontánea de este compuesto 
produce su derivado dihidropterínico sepiapterina, no habiéndose descrito ninguna actividad 
enzimática que catalice esta oxidación. La sepiapterina formada es reducida por la acción del 
enzima sepiapterina reductasa (SR) a H2Bip, requiriendo la participación de NADPH como 
cofactor (Matsubara etal., 1966; Fan y Brown, 1979). La actividad dihidropterina oxidasa trans­
forma la H2Bip en el producto metabólico final biopterina (Bip) (Fan y Brown, 1979; Unnasch y 
Brown, 1982).

En un principio se consideró que la síntesis del cofactor H4Bip transcurría a través de 
intermediarios dihidropterínicos mediante la reducción de H2Bip a H4Bip por el enzima dihidro- 
folato reductasa (Fukushima etal., 1975). Sin embargo, en los años ochenta se demostró que 
In vivo ésta se producía a través de intermediarios tetrahidropterínicos estableciéndose la 
denominada ruta de biosíntesis de novo de H4Bip, frente a la anteriormente descrita (Smith y 
Nichol, 1984; Switchenko et al., 1984; Smith y Nichol, 1986; Milstien y Kaufman, 1989b). Esta 
última fue denominada ruta de recuperación aunque se ha demostrado que in vivo no participa 
en la síntesis de H4Bip residiendo su función en el mantenimiento de los niveles intracelulares 
de pterinas como un paso catabólico final (Watcher etal., 1989).

La formación de novo de H4Bip a partir de H4Pyp implica la reducción NADPH- 
dependiente de ambos grupos ceto de la cadena lateral. Mediante análisis realizados in vitro se 
ha demostrado que esta doble reducción puede transcurrir a través de dos intermediarios 
diferentes: la 1'-hidroxi-2'-oxo-tetrahidropterina, cuya síntesis es catalizada por el enzima SR 
(Smith, 1987), y la 6-lactoil-tetrahidropterina, producida por la acción del enzima aldosa 
reductasa (Milstien y Kaufman, 1989a; Milstien y Kaufman, 1989b). Ambos productos son 
posteriormente reducidos por acción del enzima SR para producir H4Bip.

No existe certeza acerca de cual de estas dos rutas potenciales es la responsable de la 
síntesis in vivo del cofactor pterínico. La caracterización cinética de los enzimas implicados 
sugiere que la 6-lactoil-tetrahidropterina producida por la aldosa reductasa sea el intermediario 
más probable (Milstien y Kaufman, 1989b; Primus y Brown, 1994). Sin embargo, los estudios 
de inhibición realizados en mamíferos demuestran que ambas rutas son funcionales y que la 
secuencia de reducción puede ser dependiente de tejido (Smith, 1987; Milstien y Kaufman, 
1989a). Recientemente se ha propuesto una tercera ruta alternativa, independiente del enzima 
sepiapterina reductasa. Los enzimas carbonilo reductasa y aldosa reductasa de humanos son 
capaces de catalizar in vitro la reducción completa de H4Pyp a H4Bip aunque su participación 
en la síntesis in vivo no ha sido demostrada (Park etal., 1991).

Como se ha indicado.anteriormente, otras pterinas presentes en fluidos biológicos 
como xantopterina, isoxantopterina y pterina son productos catabólicos finales. El primer paso 
en el proceso catabólico lo constituye la eliminación de la cadena lateral del anillo pteridínico. 
Los intermediarios de dicha eliminación así como las posibles actividades enzimáticas implica­
das no han sido determinadas. Se ha propuesto que en mamíferos ésta transcurra de forma no 
enzimática a partir del intermedio H2Bip quinonoidea (q-H2Bip) produciendo dihidropterina 
(H2Ptr) (Blau, 1988). La q-H2Bip es el producto de la oxidación de la H4Bip durante la hidroxila­
ción de los aminoácidos aromáticos. Esta propuesta se fundamenta en estudios realizados in 
vitro sobre extractos de hígado de rata (Rembold, 1985) así como en el análisis químico de la 
autoxidación no enzimática de la H4Bip (Armarego etal., 1983; Davis etal., 1988). Sin embargo
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su funcionalidad fisiológica no ha sido evidenciada. Como más adelante se expondrá, en el 
caso del invertebrado Drosophila melanogaster se ha propuesto que la eliminación de la 
cadena lateral se produzca a partir de H4Pyp mediante su transformación en H2Ptr a través del 
intermediario altamente inestable tetrahidropterina (H4Ptr) (Ferré et al., 1986; Guillamón y 
Ferré, 1988).

La formación del resto de catabolitos a partir de H2Ptr ha sido completamente determi­
nada, tanto en mamíferos como invertebrados (revisado en Rembold, 1985). En este proceso 
intervienen los enzimas dihidropterina oxidasa y xantina deshidrogenasa. En los organismos 
donde se detectan lumazinas, las pterinas formadas son modificadas por la acción de 
diferentes oxigenasas y desaminasas para producir, como catabolitos finales, las lumazinas 
correspondientes.

Los genes que codifican para los enzimas implicados en la síntesis de pterinas han 
sido estudiados en diversos organismos. Así, se han aislado los mensajeros de la GTP ciclohi- 
drolasa en mamíferos (Hatakeyama etal., 1991; Gütlich etal., 1994), invertebrados (McLean et 
al., 1993) y procariotas (Katzenmeier et al., 1991). Las secuencias obtenidas exhiben un 
elevado grado de similitud lo que sugiere que la evolución de este enzima ha transcurrido de 
forma conservativa. También se han identificado los transcritos del gen de la H4Pyp sintasa de 
mamíferos (Inoue et al., 1991) y Drosophila melanogaster (Kim et al., 1996) y, como más 
adelante se expondrá, del gen de la SR en diferentes mamíferos. En humanos se han identifi­
cado mutaciones en los genes de la GTP ciclohidrolasa y la H4Pyp sintasa, las cuales provocan 
diferentes formas de hiperfenilalaninemias (revisado en Blau etal., 1996).

En lo que hace referencia a la regulación de la biosíntesis de pterinas, los estudios 
realizados se centran en el control de la síntesis de H4Bip en mamíferos. Se ha demostrado 
que los niveles intracelulares de H4Bip están sometidos a una importante regulación a través 
de la tasa de biosíntesis de novo (revisado en Duch y Smith, 1991). Los datos disponibles indi­
can que el enzima GTP ciclohidrolasa constituye el paso limitante en la ruta.

En aquellos tejidos activos en la hidroxilación de los aminoácidos aromáticos, se ha 
descrito la existencia de un mecanismo de regulación recíproco entre los niveles de precurso­
res aminoacídicos y el nivel de cofactor (revisado en Levine y Galloway, 1987; Nichol et al.,
1987). Los aminoácidos tirosina y fenilalanina resultan activadores de la ruta de síntesis de 
pterinas, mientras que la propia H4Bip actúa como un potente retroinhibidor. Se ha demostrado 
que el control sobre los niveles de H4Bip se produce a través del enzima GTP ciclohidrolasa, 
cuya actividad es regulada a nivel transcripcional y post-traduccional en función de la disponibi­
lidad del sustrato GTP y de los niveles de H4Bip (Viveros et al., 1981; Shen et al., 1988; 
Hatakeyama et al., 1989). En el caso concreto de la hidroxilación de la fenilalanina, se ha 
demostrado que el efecto inductor de dicho aminoácido sobre esta actividad es mediado por 
una proteína reguladora que también es la responsable de la retroinhibición por el producto 
final H4Bip (Haradama et al., 1993). En los tejidos activos en la síntesis de neurotransmisores 
se ha observado una regulación de la biosíntesis del cofactor que responde a los niveles de 
indolaminas y catecolaminas, existiendo un importante control hormonal de la misma (Nichol et 
al., 1987).

La regulación de la biosíntesis de H4Bip en los tipos celulares implicados en la 
respuesta inmune responde a la presencia de citoquínas. Se ha demostrado que en monocitos 
y células T, el tratamiento con interferón-y induce la biosíntesis de H4Bip mediante un aumento 
de la actividad GTP ciclohidrolasa (Ziegler et al., 1990). Esta inducción se produce a nivel 
transcripcional, dando lugar a un aumento en los niveles del mensajero correspondiente
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seguido de una inhibición mediante modificación post-traduccional de la proteína que permite la 
recuperación de los niveles normales de actividad (Schott et al., 1993). También se ha descrito 
el papel inductor del interferón-y sobre la síntesis de H4Bip en células productoras de NO 
(Werner-Felmayer etal., 1993; Gross y Levi, 1993).

1.3. LAS PTERINAS EN DROSOPHILA MELANOGASTER.

Existen numerosas razones que hacen de Drosophila melanogaster un excelente 
modelo experimental para el estudio de la genética y la bioquímica de las pterinas. Además de 
las ventajas experimentales intrínsecas a este organismo, el factor más importante lo consti­
tuye el hecho de que este insecto presenta elevadas concentraciones de pterinas en los ojos, 
donde estos compuestos actúan como pigmentos. Esta circunstancia ha llevado a la identifica­
ción de un elevado número de mutantes de color de ojos, cuyo estudio ha permitido profundizar 
en el conocimiento de la biosíntesis de pterinas y de los genes que la controlan.

Los ojos de Drosophila melanogaster contienen dos tipos mayoritarios de pigmentos: 
los pigmentos marrones, denominados omocromos, y las pterinas, que incluyen los pigmentos 
rojos, conocidos en su conjunto como drosopterinas, y el pigmento amarillo sepiapterina. Estos 
compuestos actúan como pigmentos de contraste estando depositados en los gránulos pig­
mentarios de las células accesorias del omatidio (revisado en Summers etal., 1982).

Las drosopterinas constituyen un grupo de compuestos bicíclicos de estructura 
compleja que se ha divido en dos familias (revisado en Brown, 1985). Los componentes de 
cada una de éstas comparten la misma fórmula empírica siendo estereoisómeros que se origi­
nan por reordenaciones no enzimáticas. El grupo mejor caracterizado es el constituido por 
drosopterina, isodrosopterina y neodrosopterina. La estructura propuesta para la drosopterina 
consiste en un anillo pteridínico y un anillo diazepínico unidos por un átomo de carbono 
(Theobald y Pfleiderer, 1978) (Fig. 3). La isodrosopterina y la neodrosopterina son isómeros 
posicionales de la anterior. Las aurodrosopterinas parecen ser una mezcla racémica de 
compuestos relacionados estructuralmente con la drosopterina (Dorsett et al., 1979). Proba­
blemente difieran de ésta en la cadena lateral que se extiende a partir del carbono puente entre 
los dos anillos. Aparte de Drosophila, estos compuestos tan sólo han sido aislados en algunas 
especies de anfibios donde actúan como pigmentos de coloración externa (Nixon, 1985).

HN

H

Figura 3. Estructura química propuesta para la drosopterina (Theobald y Pfleiderer, 1978).

Además de su función en el sistema visual, las pterinas desempeñan en Drosophila, al 
igual que en mamíferos, un importante papel en la hidroxilación de los aminoácidos aromáti­
cos. Se ha demostrado que la H4Bip es el cofactor del enzima PAH (Bel etal., 1992b), proteína 
que en este organismo también desempeña, como más adelante se expondrá, la función
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triptófano hidroxilasa (TPH). Por otra parte se ha sugerido que sea una tetrahidropterina el 
coenzima necesario para la hidroxilación de la tirosina, aunque en este caso no existen datos 
concluyentes acerca de su identidad (Neckameyer y Quinn, 1989).

En la figura 4 se presenta de forma esquemática la ruta de biosíntesis de las pterinas 
propuesta en Drosophila melanogaster (Guillamón et al., 1988). La vía correspondiente a la 
síntesis del cofactor H4Bip es similar a la descrita en mamíferos. Sin embargo algunos pasos 
metabólicos todavía no han sido totalmente caracterizados.

GTP

Punch |  GTP CICLOHIDROLASA

H2Nep-P3

purple |  H4Pyp SINTASA

H4Pyp

ALDOSA
REDUCTASAHennq SR

H4Ptr
HjAhp

SINTASA
sepia¿espontáneo? ¿espontáneo?

SR SR Sep

SRDHPO

~l ¿espontáneo?
Ptr

DHPO

Bip7-Xap "DROSOPTERINAS"

Figura 4. Ruta de biosíntesis de pterinas propuesta en Drosophila melanogaster (Guillamón et 
al., 1989). Se presentan los intermediarios y enzimas participantes así como los loci génicos 
implicados. Aunque el compuesto "X" no ha sido aislado en Drosophila, en mamíferos ha sido 
identificado como 1'-hidroxi-2'-oxo-tetrahidropterina (Smith, 1987). Abreviaturas utilizadas: GTP, 
guanosina trifosfato; H2Nep-P3, dihidroneopterina trifosfato; H4Pyp, 6-piruvoil-tetrahidropterina; 
H4Ptr, tetrahidropterina; H2Ptr, dihidropterina; Ptr, pterina; 7-Xap, isoxantopterina; H2Ahp, 
acetildihidrohomopterina; H4Lap, 6-lactoil-tetrahidropterina; H4Biopterina, tetrahidrobiopterina; 
Sep, sepiapterina; H2Bip, dihidrobiopterina; Bip, biopterina; SR, sepiapterina reductasa; DHPO, 
dihidropterina oxidasa; XDH, xantina deshidrogenasa; lix, little isoxanthopterin.

A través del estudio de mutantes de color de ojos se han identificado los loci génicos 
que controlan algunos de los enzimas implicados. Se ha demostrado que el locus Punch 
codifica para el enzima GTP ciclohidrolasa (Mackay y O'Donnell, 1983; McLean et al. 1993). 
Asimismo se ha demostrado que purple es el gen estructural de la H4Pyp sintasa (Y im  y
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Jacobson, 1977; Kim etal., 1996) y que el enzima xantina deshidrogenasa es codificado por el 
locus rosy(Keith etal., 1987). Aunque no existen evidencias moleculares, se ha propuesto que 
el locus little isoxanthopterin sea el gen estructural de la dihidropterina oxidasa (Silva et al., 
1991). Otros mutantes se han relacionado con genes reguladores que modulan la actividad de 
los enzimas implicados en la ruta, presentando muchos de ellos un efecto pleiotrópico ya que 
afectan tanto a la síntesis de pterinas como de omocromos (Summers etal., 1982; Ferré etal.,
1986). También se ha identificado distintos loci que afectan a los mecanismos de deposición y 
transporte de estos pigmentos como es el caso de los mutantes white y brown (Dreesen et al., 
1988).

Los datos referentes a la biosíntesis de drosopterinas son mucho más limitados 
(revisado en Brown, 1985). Se ha demostrado que la pirimidodiazepina acetildihidrohomopte- 
rina (H2Ahp) interviene como intermediario en la síntesis de drosopterina (Dorsett y Jacobson, 
1982; Wiederrecht etal., 1981). Este compuesto es sintetizado a partir de H4Pyp por la acción 
del enzima H2Ahp sintasa proponiéndose que el locus sepia codifique dicha actividad 
(Wiederrecht y Brown, 1984; Wiederrecht et al., 1984). Los estudios realizados indican que la 
formación de drosopterina a partir de la H2Ahp se produce por condensación de ésta con una 
pterina carente de cadena lateral. En base a estudios de síntesis química así como al análisis 
de diferentes mutantes se ha propuesto que esta pterina sea la H2Ptr (Ferré et al., 1986; Patón 
y Brown, 1986). El mecanismo de dicha condensación y las actividades enzimáticas implicadas 
no han sido caracterizados. Se ha sugerido que el resto de drosopterinas así como las auro- 
drosopterinas se producen por acción de diferentes actividades enzimáticas aunque éstas no 
han sido caracterizadas.

En lo que hace referencia a la eliminación de la cadena lateral del anillo pteridínico se 
ha propuesto que se produce a partir de la tetrahidropterina H4Pyp que es transformada a H2Ptr 
a través del intermediario altamente inestable H4Ptr (Ferré et al,, 1986; Guillamón y Ferré,
1988). En base al análisis de los niveles de pterinas en distintos mutantes se ha propuesto que 
el locus Henna controle dicha reacción (Ferré etal., 1986; Guillamón y Ferré, 1988). No existen 
datos concluyentes acerca de la naturaleza de la actividad enzimática implicada. Tan sólo se ha 
descrito la presencia en extractos de cabezas de moscas adultas de una actividad capaz de 
catalizar la eliminación de la cadena lateral de H2Nep-P3 para producir una dihidropterina no 
identificada, aunque el papel de este supuesto enzima en la síntesis de pterinas no ha sido 
demostrado (Yim etal., 1981).

La información acerca de la regulación de la ruta de biosíntesis de pterinas en 
Drosophila melanogaster indica la existencia de un importante control de la misma a lo largo 
del desarrollo de los individuos. Se ha sugerido que el enzima GTP ciclohidrolasa sea, al igual 
que en mamíferos, el paso limitante de la ruta biosintética. Los análisis realizados indican la 
existencia de dos periodos de máxima actividad enzimática, concretamente en el momento de 
la pupación y en adultos jóvenes, donde la actividad se concentra en cabezas (O’Donnell etal.,
1989). El primer máximo se relaciona con el requerimiento del cofactor pteridínico para la 
hidroxilación de los aminoácidos aromáticos que, como más adelante se expondrá, interviene 
en los procesos de formación de cutícula. El segundo máximo se relaciona claramente con la 
formación de pterinas durante la pigmentación ocular. Estos aumentos en la actividad se 
corresponden con un incremento en los niveles de transcripción del gen de la GTP ciclohidro­
lasa, habiéndose identificado dos transcritos alternativos expresados de forma diferencial a lo 
largo del desarrollo (McLean et al., 1993). Ambos codifican para un mismo producto proteico y 
se ha sugerido que su origen se deba al uso de promotores alternativos.
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Asimismo se ha descrito la regulación de la actividad H4Pyp sintasa a lo largo del desa­
rrollo. Ésta responde a un. patrón similar al descrito para la GTP ciclohidrolasa habiéndose 
caracterizado dos transcritos alternativos del gen que codifica este enzima (Kim et al., 1996). 
Su origen se debe al uso de promotores alternativos, uno de ellos constitutivo, mientras que el 
segundo se expresa específicamente en cabezas de adultos jóvenes. También se ha descrito 
una variación de la actividad SR mostrando un aumento de la actividad en pupas maduras y 
adultos recién emergidos (Fan y Brown, 1979). En este caso no se dispone de información 
acerca de los niveles de transcripción ya que no se ha aislado el gen correspondiente.

2. EL ENZIMA SEPIAPTERINA REDUCTASA.

El enzima sepiapterina reductasa (SR; 7,8-dihidrobiopterina:NADP+ oxido-reductasa, 
E.C. 1.1.1.153) cataliza la reducción NADPH-dependiente del grupo ceto de diversos compues­
tos entre los que se incluyen tanto derivados pteridínicos como otras cetonas no relacionadas. 
Así, este enzima pertenece al grupo de las aldo-ceto reductasas (Sueoka y Katoh, 1985; Smith,
1987). Además de la actividad reductasa, este enzima actúa como una isomerasa, catalizando 
el intercambio entre grupos ceto e hidroxilo adyacentes, actividad que se produce en ausencia 
de cofactor (Katoh y Sueoka, 1987; Katoh y Sueoka, 1989).

2.1. FUNCIÓN FISIOLÓGICA DE LA SEPIAPTERINA REDUCTASA.

Como anteriormente se ha descrito, la SR juega un papel importante en el metabo­
lismo de pterinas, resultando esencial en la biosíntesis del cofactor H4Bip. Este enzima cataliza 
uno o ambos pasos de las dos reducciones necesarias para la conversión de H4Pyp en H4Bip 
(Fig. 5). Además, la SR es responsable de la reducción de la sepiapterina a H2Bip. Se ha 
propuesto que la actividad isomerasa desempeñe un papel en la biosíntesis de H4Bip catali­
zando la transformación de la 6-lactoil-tetrahidropterina a 1’-h¡droxi-2'-oxo-tetrahidropterina 
(Katoh y Sueoka, 1987). Sin embargo los estudios cinéticos realizados indican que la actividad 
isomerasa no es competente frente a la de reducción (Katoh y Sueoka, 1989).

SEPIAPTERINA
REDUCTASA 6-PIRUVOIL-H.PTERINA \  ALDOSA 

NADPH REDUCTASA

H

1 ’-HIDROXI-2'-OXO-H4PTERINA 6-LACTOIL-H.PTERINA

SEPIAPTERINA \  NADPH 
REDUCTASA

NADPH SEPIAPTERINA 
REDUCTASA

H

H4BIOPTERINA

Figura 5. Papel de la sepiapterina reductasa en la biosíntesis de tetrahidrobiopterina.
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La amplia especificidad de sustrato presentada por este enzima sugiere que pueda 
desempeñar otras funciones fisiológicas no relacionadas con el metabolismo de las pterinas. 
Esta propuesta se ve apoyada por la amplia distribución de la SR que, en el caso concreto de 
mamíferos, aparece tanto en tejidos activos en la síntesis de pterinas como en otros en los que 
no se detectan estos compuestos (Nichol et al., 1985). En el caso de Drosophila melanogaster, 
la actividad SR presenta un nivel basal elevado durante todo el desarrollo, no correspondién­
dose estrictamente con el perfil de síntesis de pterinas (Fan y Brown, 1979).

En humanos, se ha descrito la existencia de isoenzimas de la SR (Park etal., 1991). La 
proteína carbonilo reductasa es capaz de catalizar la reducción de la sepiapterina con una 
eficacia similar a la exhibida por la SR, contribuyendo a la actividad total presente en extractos 
de cerebro en un 30%. Este enzima, contrariamente a lo que ocurre con la SR, apenas es 
inhibido por la N-acetilserotonina. Asimismo, la carbonilo reductasa actúa in vitro sobre el 
sustrato H4Pyp catalizando su reducción a 6-lactoil-tetrahidropterina y 1'-hidroxi-2'-oxo-tetrahi- 
dropterina. Por otra parte, la aldosa reductasa, además de su función demostrada en la reduc­
ción de H4Pyp, es capaz de reducir in vitro al intermediario 1'-hidroxi-2'-oxo-tetrahidropterina a 
H4Bip. En base a estas observaciones, se ha propuesto la existencia de una tercera ruta de 
biosíntesis de H4Bip independiente del enzima SR (Fig. 6). Su funcionalidad biológica no ha 
sido demostrada, aunque los estudios cinéticos indican una baja eficacia frente a las dos rutas 
ya establecidas.

6-PIRUVOIL-H4PTERINA 1’-HIDROXI-2'-OXO-H4PTERINA h .b io p t e r in a

Figura 6. Ruta alternativa de síntesis de tetrahidrobiopterina independiente del enzima 
sepiapterina reductasa (Park etal., 1991).

2.2. CARACTERÍSTICAS BIOQUÍMICAS DE LA SEPIAPTERINA REDUCTASA.

La SR ha sido purificada a partir de diversos organismos y tejidos, como hígado de 
caballo (Katoh, 1971), eritrocitos de rata (Sueoka y Katoh, 1982),el gusano de la seda Bombyx 
m ori(lino etal., 1992) y, muy recientemente, en el invertebrado Drosophila melanogaster (Yoon 
et al., 1993; Primus y Brown, 1994), apareciendo en todos los casos como un enzima dimérico. 
En eritrocitos de rata y Bombyx mori, la SR está formada por dos subunidades idénticas de 
unos 27.500 y 29.000 Da, respectivamente. Sin embargo, en Drosophila aparece como un 
heterodímero con subunidades de 36.000 y 39.000 Da, respectivamente. No se ha establecido 
la relación entre la dimerización y la capacidad catalítica del enzima.

Las propiedades cinéticas de la SR han sido ampliamente estudiadas (revisado en 
Nichol et al., 1985; Duch y Smith, 1991). En la Tabla I se presentan los datos publicados acerca 
de la afinidad del enzima por los distintos sustratos (Smith, 1987; Sueoka y Katoh. 1982; 
Sueoka y Katoh, 1985; Ferré y Naylor, 1988; Smith et al., 1990; lino et al., 1992; Pnmus y 
Brown, 1994). Dada la inestabilidad de los compuestos tetrahidropterínicos, el sustrato más 
utilizado en estos estudios ha sido la sepiapterina.

H CARBONILO
REDUCTASA

NADPH 
 ►

NADPH

ALDOSA
REDUCTASA
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Tabla I. Afinidad del enzima SR de diversos organismos por distintos sustratos pterínicos.

ORGANISMO Km(pM)

Sepiapterina H4Pyp 1 'hidroxi-2 'oxo-H4pterina 6 -lactoil-H4pterina

Eritrocito de rata 5-14 2 7 8

Células humanas 20-22 - -

Médula adrenal bovina 6 2 -

Drosophila melanogaster 63-75 - 50

Bombyx mori 10 - -

En mamíferos, distintas aminas biogénicas como N-acetildopamina, N-acetil-m-tira- 
mina y N-acetilserotonina y sus derivados sintéticos resultan potentes inhibidores de la SR 
(Katoh et al., 1982; Smith et al., 1990; Smith etal., 1992). El uso de estos inhibidores ha sido 
crucial para la determinación de la ruta biosintética de la H4Bip (Smith, 1987) así como para el 
estudio de nuevas funciones de esta pterina (Tanaka etal., 1989; Smith etal., 1992). En base a 
los estudios cinéticos realizados, se ha propuesto un modelo molecular de inhibición competi­
tiva según el cual los anillos fenólicos de estos compuestos se unen al enzima en el sitio activo 
de unión del anillo pterínico; los grupos acetilo parecen mimetizar las cadenas laterales del 
sustrato (Smith etal., 1992). En invertebrados los estudios realizados al respecto son muy limi­
tados. Se ha demostrado el efecto inhibidor de la N-acetilserotonina sobre la SR de Bombyx 
mori (lino etal., 1992) y de Drosophila melanogaster (Yoon etal., 1993) aunque éste no ha sido 
cinéticamente caracterizado.

Dado que las aminas biogénicas requieren para su síntesis la participación de H4Bip 
como cofactor de las hidroxilasas de los aminoácidos aromáticos tirosina y triptófano (Kaufman 
y Fisher, 1974), la inhibición observada se ha relacionado con un posible papel regulador de 
estos compuestos sobre los niveles de cofactor. Sin embargo, los estudios realizados en mamí­
feros han demostrado que las cantidades requeridas de estos compuestos para producir una 
descenso en la tasa de síntesis de H4Bip son muy superiores a las fisiológicas, cuestionando la 
funcionalidad de dicha inhibición (Smith etal., 1990).

2.3. GENÉTICA MOLECULAR DE LA SEPIAPTERINA REDUCTASA.

El conocimiento acerca del gen codificante de la actividad SR es muy limitado. Tan sólo 
se ha aislado el cDNA correspondiente al enzima de hígado de rata (Citrón et al., 1990), de 
humanos (Ichinose et al., 1991) y, muy recientemente, de ratón (Ota et al., 1995). En rata, la 
pauta de lectura descrita codifica para una proteína de 262 aminoácidos. En humanos y ratón 
el producto proteico codificado resulta de 261 residuos.

La comparación de las secuencias proteicas deducidas indica la existencia de un 74% 
de identidad entre humanos y rata o ratón, y un 88% entre estos dos últimos organismos. Este 
valor resulta bajo si se compara con el obtenido para otros enzimas de la ruta. Así, por ejemplo 
la GTP ciclohidrolasa de rata y humanos exhibe una identidad superior la 90% (Hatakeyama et 
al., 1991; Togari et al., 1992), similitud que se extiende al enzima de organismos evolutiva­
mente alejados como el invertebrado Drosophila melanogaster (McLean et al., 1993) y la 
bacteria Bacillus subtilis (Babitke et al., 1992). Estos presentan una identidad con el enzima de 
mamíferos del 60% y 50%, respectivamente.
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Una característica importante de las secuencias proteicas es la presencia de posibles 
sitios de unión del cofactor NADPH, así como, de un sitio putativo de unión del sustrato 
pteridínico, presente en las hidroxilasas de los aminoácidos aromáticos y en otros enzimas que 
unen pterinas (Citrón etal., 1990; Ichinose etal., 1991). Ambos motivos se sitúan en el extremo 
N-terminal de la proteína.

Hasta el momento, no se ha descrito la existencia de mutantes que afecten al gen 
estructural de la SR. Tan sólo se ha propuesto que el mutante lemon del invertebrado Bombyx 
morí, pueda presentar una deficiencia en el gen de la SR, aunque no existen evidencias 
moleculares que apoyen este hecho (lino et al., 1992). El hecho de que ninguna de las 
patologías humanas asociadas a deficiencias en la biosíntesis de pterinas se deba a un defecto 
genético de la SR se ha relacionado con la existencia de los isoenzimas anteriormente citados, 
cuya actividad ocultaría su manifestación fenotípica (Park etal., 1991).

2.4. LA SEPIAPTERINA REDUCTASA DE DROSOPHILA MELANOGASTER.

Los estudios realizados sobre la actividad SR de Drosophila melanogaster son esca­
sos. Como anteriormente se ha indicado, se ha descrito el aislamiento parcial de este enzima 
que resulta formado por dos subunidades de unos 36 y 39 kDa, respectivamente (Yoon et al., 
1993; Primus y Brown, 1994). Esta situación contrasta con la encontrada en mamíferos donde 
la SR aparece como una proteína homodimérica. Los estudios cinéticos indican que la afinidad 
de la SR de Drosophila por los distintos sustratos pteridínicos es inferior a la observada por el 
enzima de otros organismos, como se desprende de los valores de Km descritos (ver Tabla I).

Como en mamíferos, la SR de Drosophila resulta esencial en la síntesis de novo de 
H4Bip (Switchenko etal., 1984). De las dos rutas alternativas propuestas, los estudios cinéticos 
sugieren que esta síntesis transcurre a través de la 6-lactoil-tetrahidropterina producida por la 
acción del enzima aldosa reductasa sobre el sustrato H4Pyp (Primus y Brown, 1994). En 
Drosophila, el intermediario generado por la acción de la SR sobre la H4Pyp no ha sido aislado, 
aunque por paralelismo con otros organismos se asume su identidad como 1'-hidroxi-2'-oxo- 
tetrahidropterina. En ambas rutas, la SR cataliza la reducción final para formar H4Bip.

El estudio de la actividad SR a lo largo del desarrollo de Drosophila muestra un 
aumento de la actividad en pupas maduras y adultos recién emergidos, periodo donde la 
síntesis de pigmentos es máxima (Fan y Brown, 1979). Esta aumento se corresponde con la 
presencia de elevados niveles de H4Bip reflejando la intervención de este enzima en su síntesis 
(Bel etal. 1992b). Sin embargo, la presencia de elevados niveles básales en todos los estadios 
sugiere un posible papel de la SR en otros procesos metabólicos.

Las indolaminas N-acetilserotonina y melatonina ejercen in vitro un efecto inhibidor 
sobre la actividad SR de Drosophila aunque éste no ha sido caracterizado cinéticamente (Yoon 
etal., 1993; Primus y Brown, 1994). Respecto al posible papel fisiológico de esta inhibición, tan 
sólo se ha observado que la suplementación de la dieta con N-acetilserotonina produce una 
acumulación de fenilalanina en pupas, hecho que se ha relacionado con una disminución en la 
síntesis de cofactor del enzima PAH (Bel etal., 1992b).

El gen codificante de la SR de Drosophila melanogaster no ha sido caracterizado. El 
estudio genético de esta actividad se limita al análisis del patrón de pterinas en distintos mutan­
tes de color de ojos que sugiere la posible participación de distintos loci génicos en el control 
de su actividad, si bien no existen datos concluyentes al respecto (Ferré etal., 1986).
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3. EL ENZIMA FENILALANINA HIDROXILASA.

La fenilalanina hidroxilasa (PAH; EC 1.14.16.1), enzima que cataliza la hidroxilación 
pterin-dependiente del aminoácido fenilalanina, constituye junto con la tirosina hidroxilasa (TH; 
EC 1.14.16.2) y la triptófano hidroxilasa (TPH; EC 1.14.16.4) el grupo enzimático de las hidroxi- 
lasas de los aminoácidos aromáticos. Estos enzimas comparten numerosas propiedades físi­
cas, estructurales y catalíticas en todos los organismos donde se han estudiado. En base a 
estas similitudes así como a la elevada identidad que presentan los genes que los codifican se 
ha propuesto que estos enzimas constituyen una familia génica con un origen evolutivo común 
a partir de la duplicación de un único gen ancestral (Ledley etal., 1985; Grenett etal., 1987).

Las características generales de estos enzimas se han establecido principalmente a 
partir de su estudio en mamíferos y, muy especialmente, del análisis de la PAH hepática. En los 
últimos años el interés se ha extendido a las hidroxilasas de invertebrados y procariotas ya que 
su elevado grado de similitud con los enzimas de vertebrados hace de estos organismos 
sistemas modelo ideales para el análisis de estas actividades y de los genes que las codifican. 
Así, aunque el objeto de este trabajo se centra en el estudio del gen de la PAH de Drosophila 
melanogaster que, como más tarde se expondrá, en este organismo también codifica para la 
actividad TPH, la presente introducción se realiza considerando las tres hidroxilasas como un 
grupo con características comunes (revisado en Kaufman, 1987a; Hufton etal., 1995).

3.1. LAS HIDROXILASAS EN EL METABOLISMO DE LOS AMINOÁCIDOS AROMÁTICOS.

Antes de proceder al análisis del sistema enzimático de las hidroxilasas y al estudio de 
los genes que lo controlan es importante localizar su papel dentro del contexto del metabolismo 
de los aminoácidos aromáticos.

En mamíferos, la conversión de fenilalanina en tirosina catalizada por la PAH 
desempeña un doble propósito. En primer lugar, proporciona una fuente endógena de tirosina, 
convirtiendo a este aminoácido en no esencial. Así en humanos se ha demostrado la función 
de la PAH en el proceso de melanogénesis proporcionando un aporte endógeno de tirosina 
(Schallreuter et al., 1994). Por otra parte este enzima constituye el paso limitante en la única 
ruta que cataboliza totalmente la fenilalanina a dióxido de carbono y agua (revisado en Shiman, 
1985; Kaufman, 1987a). Asociada a esta función del enzima se encuentra la enfermedad 
congénita humana de la fenilcetonuria, debida a un defecto en el gen que lo codifica (revisado 
en Einsensmith y Woo, 1991). Una deficiencia en el enzima PAH produce un exceso de 
fenilalanina y sus derivados fenilcetonúricos en sangre ocasionando graves daños en el 
sistema nervioso. Se han descrito numerosas mutaciones del gen de la PAH asociadas a esta 
enfermedad (revisado en Hoang etal., 1996).

Los enzimas TH y TPH resultan esenciales en la síntesis de neurotransmisores. La TH  
cataliza la hidroxilación de tirosina a 3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA), paso limitante en la 
biosíntesis de catecolaminas (revisado en Nagatsu, 1991). La TPH cataliza la hidroxilación del 
triptófano a 5-hidroxitriptófano, paso limitante de la ruta de biosíntesis del neurotransmisor 
5-hidroxitriptamina (serotonina) y de la melatonina (Kaufman, 1987b). Por tanto queda patente 
la importancia de estos enzimas en el funcionamiento del sistema nervioso. Diversas enferme­
dades neurológicas, como depresión, esquizofrenia o el síndrome de Parkinson, aparecen 
relacionadas con bajos niveles de estas actividades (Kaufman, 1987b) aunque no se han 
podido asociar con mutaciones en los genes correspondientes. Tan sólo muy recientemente se
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ha descrito la relación de una de estas patologías, en concreto del síndrome de Segawa, con 
una mutación puntual en el gen de la TH (Bartholomé y Lüdecke, 1995). Como anteriormente 
se ha expuesto, existen formas atípicas de hiperfenilalaninemia debidas a deficiencias en el 
metabolismo del cofactor pteridínico, las cuales se ven agravadas frente a la fenilcetonuria por 
un efecto pleiotrópico sobre la síntesis de neurotransmisores asociada a las actividades TH y 
TPH (revisado en Kaufman, 1987b; Blau, 1988; Scriver etal., 1989).

En el caso de invertebrados, la función fisiológica de los sistemas de hidroxilación de 
los aminoácidos aromáticos no ha sido tan profusamente estudiada. Los datos existentes indi­
can que desempeñan funciones equivalentes a las descritas en mamíferos, interviniendo tanto 
en la síntesis de neurotransmisores como en el catabolismo de la fenilalanina. Además en 
estos organismos se ha descrito la función del enzima TH en los procesos de endurecimiento y 
pigmentación de la cutícula (Hopkins, 1982; Budnik y White, 1987).

3.2. SISTEMA DE HIDROXILACIÓN DE LOS AMINOÁCIDOS AROMÁTICOS.

El sistema de hidroxilación de los aminoácidos aromáticos está constituido por tres 
actividades enzimáticas (revisado en Kaufman, 1987). Junto a las hidroxilasas participan los 
enzimas pterina-4a-carbinolamina deshidratasa y dihidropterina reductasa, implicados en la 
regeneración del cofactor pteridínico (Fig. 7). Así, a las hiperfenilalaninemias debidas a defec­
tos en la síntesis de cofactor, se añaden las producidas por una deficiencia en los enzimas 
implicados en su regeneración (Blau, 1988; Citrón etal., 1993; Smooker etal., 1993).

® GTP
O |  GTP-CH

í ,
N i H.-Pyp sintasa

E ,
S J AD y/o SR

NAD*
HN

PheNADH
DHPR NH,

H.BIp

Regeneración del 
cofactor PAH TH TPH

NH,

4a-cart>inolamina 
. deshidratasa

L-DOPÁ 5-OH-Trp
HjO

NH,

Dopamina Serotonina

Figura 7. Enzimas implicados en la hidroxilación de los aminoácidos aromáticos (adaptado de 
Hufton etal., 1995). Se muestran los enzimas e intermediarios participantes en la regeneración 
del cofactor pteridínico y en su ruta de biosíntesis. Abreviaturas utilizadas: GTP, guanosina 
trifosfato; H4Pyp, 6-piruvoil-tetrahidropterina; H4Bip, tetrahidrobiopterina; q-H2Bip, dihidrobiopte- 
rina quinonoidea; 4a-hidroxi-H4Bip, 4a-hidroxi-tetrahidrobiopterina; GTP-CH, GTP ciclohidro- 
lasa; AD, aldosa reductasa; SR, sepiapterina reductasa; DHPR, dihidropterina reductasa; PAH, 
fenilalanina hidroxilasa; TH, tirosina hidroxilasa; TPH, triptófano hidroxilasa; Phe, fenilalanina; 
Tyr, tirosina; Trp, triptófano; L-DOPA, 3,4-dihidroxifenilalanina; 5-OH-Trp, 5'-hidroxitriptófano.
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La H4Bip interviene en la reacción como activador del oxígeno molecular que es incor­
porado al aminoácido en forma de grupo hidroxilo. El átomo de oxígeno restante pasa al 
cofactor que es así transformado al intermediario carbinolamínico altamente inestable 
4a-hidroxi-tetrahidrobiopterina. Este compuesto es espontáneamente oxidado para dar la forma 
quinonoidea q-H2Bip con la producción de una molécula de agua. Recientemente se ha des­
crito la participación del enzima pterina-4a-carbinolamina deshidratasa en esta reacción. Esta 
proteína resulta tener una doble función, ya que actúa como agente dimerizador del factor de 
transcripción 1a (Citrón et al., 1992). El ciclo es completado por la acción de la dihidropterina 
reductasa, que cataliza la reducción NADH-dependiente de la q-H2Bip a H4Bip, permitiendo así 
la regeneración del cofactor. Además de la participación del cofactor pterínico, la reacción de 
hidroxilación requiere la presencia de iones hierro.

El mecanismo de las reacciones de hidroxilación así como la naturaleza de las 
especies intermedias no ha sido determinado, siendo el caso de la PAH de rata el mejor 
caracterizado. Los modelos postulados sugieren la participación de un intermediario oxigenado 
altamente reactivo, formado por la unión del enzima con el oxígeno a través del centro metálico 
(Dix y Benkovic, 1988; Siegmund, H.-U. y Kaufman, 1991; Davis y Kaufman, 1993; Shiman et 
al., 1994a). El papel atribuido al ion hierro es el mantenimiento del enzima en estado catalíti­
camente activo. Es interesante destacar que el enzima homólogo a la PAH en la bacteria 
Chromobacterium violaceum contiene cobre en lugar de hierro, no siendo éste necesario para 
la catálisis (Carr et al., 1993). Las implicaciones de esta reacción de hidroxilación metal- 
independiente en el mecanismo del enzima de mamíferos permanece desconocida.

Los estudios encaminados a la determinación de los intermediarios participantes en la 
reacción de hidroxilación han llevado al descubrimiento de que la PAH actúa, al menos In vitro, 
como una tetrahidropterina oxidasa, catalizando la oxidación de diferentes tetrahidropterinas 
sin que se produzca la hidroxilación acoplada del aminoácido (Davis y Kaufman, 1989). Esta 
reacción no acoplada, produce la formación de la 4a-carbinolamin-tetrahidropterina correspon­
diente. Se ha sugerido que esta capacidad potencial pueda tener algún significado biológico, 
aunque no existen datos concluyentes al respecto.

3.3. GENÉTICA MOLECULAR DE LAS HIDROXILASAS.

El interés en la caracterización molecular de la enfermedad humana de la fenilcetonuria 
llevó en 1982 al aislamiento del primer transcrito de la PAH (Woo etal., 1983). Desde entonces 
han sido caracterizados los genes que codifican las hidroxilasas de los aminoácidos aromáti­
cos de numerosos organismos, apareciendo en todos los casos como genes de copia única 
(revisado en Hufton etal., 1995).

La comparación de sus secuencias, tanto a nivel nucleotídico como de la proteína 
deducida, ha demostrado que los tres enzimas exhiben una elevada identidad que se presenta 
incluso entre organismos tan alejados evolutivamente como mamíferos e invertebrados (Tabla 
n). Esta identidad no es uniforme a lo largo de toda la secuencia, concentrándose en los dos 
últimos tercios del extremo C-terminal. En base a esta observación se ha sugerido que estos 
enzimas presentan una estructura en dominios (Ledley et al., 1985; Grenett et al., 1987). La 
región C-terminal, más conservada, se asocia con la función catalítica común a las tres hidroxi­
lasas, mientras que el extremo N-terminal, con un bajo grado de similitud, se relaciona con las 
propiedades específicas de cada enzima como la regulación de la actividad.
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Tabla n. Identidad de secuencia entre las hidroxilasas de diversos organismos.

PAH
humana

TH
humana

TPH
conejo

PAH
Drosophila

TH
Drosophila

PAH
Chromobact.

PAH humana - 48 53 58 46 24

TH humana 60 - 48 42 50 11

TPH conejo 60 60 - 50 44 11

PAH Drosophila X X X - 46 X

TH Drosophila 77 75 X X - X

PAH Chromobact. 35 X X X X -

Valores de identidad aminoacídica obtenidos al comparar las secuencias completas (sobre diagonal) y de los dos 
últimos tercios de las mismas (bajo diagonal). Referencias: Grenett et al., 1987; Neckameyer y Quinn, 1989; 
Nagatsu e Ichinose, 1991; Onishi etal., 1991; Neckameyer y White, 1992.

Por otra parte, este elevado grado de identidad ha llevado a la hipótesis, ampliamente 
aceptada, de que estos tres genes han evolucionado por duplicación y posterior divergencia a 
partir de un gen ancestral común (Ledley et al., 1985; Grenett et al., 1987). A partir del cálculo 
de las tasas de divergencia de estos genes en diversos organismos se ha construido el 
correspondiente árbol evolutivo (Fig. 8). Según éste, una duplicación inicial habría originado la 
especialización, de forma paralela al desarrollo del sistema nervioso, de las actividades PAH y 
TH mientras que una segunda duplicación del gen de la PAH habría producido la aparición de 
la actividad TPH. Dado que la tasa de sustituciones no es constante a lo largo de la secuencia 
de estas moléculas, no se descarta la concurrencia de otros mecanismos evolutivos. En este 
sentido se ha propuesto que el dominio regulador N-terminal, de baja similitud, puede haber 
evolucionado a partir de la incorporación posterior a la duplicación de nuevos exones con 
propiedades reguladoras específicas (DiLella etal., 1986; Birman etal., 1994).

PAH
rata humanos

THTPH

<o'

Figura 8. Árbol evolutivo esquemático de la familia génica de las hidroxilasas de los 
aminoácidos aromáticos (adaptado de Grenett etal., 1987).
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Esta teoría se ve apoyada por el hecho de que en Drosophila melanogaster, y muy 
probablemente en el resto de los invertebrados, sólo existen dos genes de las hidroxilasas; uno 
codifica para la TH mientras que un segundo locus lo hace para las actividades PAH y TPH 
(Neckameyer y White, 1992; Alcañiz y Silva, 1996). Dicho locus exhibe una mayor similitud con 
la PAH de mamíferos por lo que se ha sugerido que el gen ancestral codificaría para una 
proteína más parecida en estructura y función a la PAH actual. Según el árbol calculado, la 
distancia evolutiva estimada entre la PAH y la TPH es de unos 600 Ma, coincidiendo con la 
existente entre invertebrados y vertebrados (Grenett etal., 1987).

La similitud existente entre los genes de las hidroxilasas se extiende a su estructura 
genómica (Stoll y Goldman, 1991) (Fig. 9). Pese al diferente tamaño de estos genes así como 
a la diferencia en el número de exones, la posición de las uniones exón/intrón de la región C- 
terminal es comparable. Estos datos de nuevo apoyan la idea de que las hidroxilasas de los 
aminoácidos aromáticos constituyen una familia génica con un origen evolutivo común y que la 
divergencia evolutiva se centra en la región reguladora N-terminal.

Figura 9. Conservación de las uniones intrón/exón entre los genes de las hidroxilasas de los 
aminoácidos aromáticos (adaptado de Stoll y Goldman, 1991). Se presenta el alineamiento de 
los cDNAs de la fenilalanina hidroxilasa (PAH) de humanos, la tirosina hidroxilasa (TH) de rata 
y la triptófano hidroxilasa (TPH) de ratón.

3.4. RELACIÓN ESTRUCTURA/FUNCIÓN DE LAS HIDROXILASAS.

Dada la falta de éxito en los intentos de obtención de cristales puros de estas 
proteínas, poco se conoce acerca de su estructura tridimensional y de la conformación de los 
sitios activos. Los datos disponibles proceden de la aplicación de métodos indirectos tales 
como la utilización de análogos marcados de los distintos sustratos, modificación química 
selectiva, mutagénesis dirigida o proteólisis parcial, en conjunción con los datos obtenidos a 
partir de la comparación de sus secuencias proteicas (revisado en Hufton etal., 1995).

Como anteriormente se ha descrito, se ha postulado la organización de las hidroxilasas 
de los aminoácidos aromáticos en dominios funcionales: un dominio catalítico limitado a la 
porción C-terminal, y un dominio regulador correspondiente a la zona N-terminal (Fig. 10). La 
localización del sitio catalítico en la porción C-terminal no sólo se apoya en la comparación de 
secuencias sino que diferentes tratamientos proteolíticos han demostrado la ubicación de la 
capacidad catalítica de las hidroxilasas en esta región. Este dominio presenta cinco residuos 
de cisteína, altamente conservados entre las hidroxilasas de distintas especies, que podrían 
desempeñar un papel esencial en la función enzimática como responsables de la estructura 
tridimensional del sitio de hidroxilación (Grenett etal., 1987).
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Figura 10. Similitudes estructurales entre las hidroxilasas de los aminoácidos aromáticos 
(adaptado de Hufton et al., 1995). Los datos presentados corresponden a la fenilalanina 
hidroxilasa (PAH) y la tirosina hidroxilasa (TH) de rata, y la triptófano hidroxilasa (TPH) de 
humanos. Los dominios regulador y catalítico han sido definidos a partir de la comparación de 
las secuencias aminoacídicas así como de estudios de mutagénesis y proteólisis. Se muestra 
la secuencia propuesta para el sitio de unión del cofactor pteridínico y para el átomo de hierro 
(Felll). También se indica el posible sitio de unión entre subunidades (Unión subunidades) y los 
residuos de serina (Ser) propuestos como sitios de fosforilación. A modo ilustrativo se 
presentan los valores de identidad (%) entre la PAH y la TH para resaltar la correlación entre la 
conservación de características estructurales y la identidad de secuencia. La numeración de 
las secuencias incluye la meteonina inicial.

Se ha propuesto la localización del posible sitio de unión del cofactor pterínico en el 
dominio catalítico (Jenning et al., 1991). Su secuencia aparece altamente conservada entre las 
hidroxilasas de diversos organismos, extendiéndose dicha identidad a otros enzimas pterin- 
dependientes (Citrón et al., 1990; Ichinose et al., 1991; Cho et al., 1995). En cuanto a la situa­
ción del sitio de unión del ion hierro se ha sugerido la intervención de dos residuos de histidina 
localizados en el supuesto sitio de unión del cofactor.

Los datos referentes al sitio de unión del aminoácido son muy limitados y su interpre­
tación resulta altamente compleja ya que el sustrato actúa como activador alostérico de estos 
enzimas. Así, en el caso de la PAH, se ha propuesto la existencia de dos sitios de unión de la 
fenilalanina, uno con propiedades reguladoras o alostéricas diferente del sitio catalítico (Shiman 
et al., 1994b). Los estudios realizados indican que el sitio catalítico se sitúa en el dominio
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C-terminal del enzima mientras que el sitio alostérico se localiza en el dominio regulador 
N-terminal, aunque no se ha descrito la participación de residuos concretos en la unión de los 
aminoácidos (Hufton etal., 1995).

En aquellos organismos donde estos enzimas se han purificado, se ha puesto de 
manifiesto su existencia en forma de multímeros constituidos por la asociación de subunidades 
idénticas, aunque esta multimerización no es necesaria para la funcionalidad in vitro del 
enzima. La naturaleza de las interacciones entre las subunidades así como la importancia 
fisiológica de esta multimerización permanece desconocida. El análisis de las secuencias 
primarias de las hidroxilasas ha mostrado la existencia de regiones altamente conservadas que 
poseen características estructurales que pueden ser asociadas al mantenimiento de la 
estructura cuaternaria de estos enzimas como son los motivos de dedos de leucina y hélice 
superenrollada (Liu y Vrana, 1991; Lohse y Fitzpatrick, 1993).

3.5. REGULACIÓN DE LAS HIDROXILASAS.

La función fisiológica de la PAH reside principalmente en su intervención en el catabo­
lismo de la fenilalanina mientras que la TH y la TPH juegan un papel anabólico interviniendo 
en la síntesis de neurotransmisores. Esta diferencia tiene su reflejo en la diferente regulación 
fisiológica que sufren estos enzimas. Así, en el caso de la PAH, la disponibilidad de sustrato 
resulta esencial en la regulación de su actividad. Por el contrario, las actividades TH y TPH se 
ven reguladas en función de los requerimientos del sistema nervioso (revisado en Hufton et al., 
1995).

La regulación fisiológica de la PAH de mamíferos ha sido objeto de numerosos 
estudios los cuales indican que dicha regulación responde a un efecto sinergístico entre los 
niveles de fosforilación del enzima y su activación por el sustrato fenilalanina (Tipper y 
Kaufman, 1992). La fenilalanina resulta un potente activador alostérico de la PAH. Se ha 
propuesto que dicha activación sea consecuencia del aumento en el grado de fosforilación de 
la proteína inducido por los cambios conformacionales provocados por la unión del aminoácido 
al sitio alostérico. El sitio de fosforilación ha sido localizado en el residuo Ser16, el cual se 
encuentra rodeado por una secuencia altamente homóloga a la diana de la protein-quinasa A.

Además de su función como cofactor en la reacción de hidroxilación, los niveles de 
H4Bip tienen un importante papel en la regulación de estas actividades. La H4Bip resulta un 
potente inhibidor de la PAH, ya que produce la formación de un complejo enzima-cofactor 
inactivo (Xia et al., 1994). Esta inactivación reside en un bloqueo en la activación por 
fenilalanina. Además se ha propuesto que la formación de este complejo inactivo controla la 
disponibilidad metabólica de cofactor de forma que la concentración libre de H4Bip es menor 
que la cantidad intracelular total (Shiman etal., 1994b).

En el caso de la TH y TPH de mamíferos también se ha demostrado el papel de la 
fosforilación en la regulación de su actividad (revisado en Kaufman, 1987a; Hufton etal., 1995). 
Sin embargo, el efecto de los respectivos sustratos sobre estos enzimas difiere del descrito 
para la PAH, resultando potentes inhibidores de estas actividades. Asimismo se ha demostrado 
el papel de las catecolaminas como retroinhibidores, actuando de forma competitiva respecto 
al cofactor pteridínico.

Los estudios referentes a la regulación transcripcional de las hidroxilasas de los 
aminoácidos aromáticos son muy escasos. No se ha descrito la existencia de isoenzimas de la 
PAH diferentes a los producidos por modificaciones post-traduccionales (i.e. fosforilación). El
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reciente aislamiento de las secuencias promotoras del gen de la PAH en humanos ha revelado 
la existencia de una única región promotora carente de caja TATA pero que presenta posibles 
secuencias reguladoras requeridas para la interacción de diversos factores de transcripción 
(Wang et al., 1994). Ninguno de ellos es específico de tejido lo que sugiere que la expresión 
diferencial de la PAH no responde a un control de su transcripción sino a otros factores, posi­
blemente relacionados con la regulación enzimática.

Se han identificado diferentes isoformas de la TH de primates superiores producidas 
por procesado alternativo dependiente de tejido de un único transcrito primario (Grima et al., 
1987; Kobayashi et al., 1988; Ichikawa et al., 1990). Todas ellas difieren en el extremo 
N-terminal del enzima, correspondiente al domino regulador. En el caso de humanos se han 
detectado cuatro mensajeros diferentes, producidos por procesado alternativo, que codifican 
para cuatro isoformas proteicas. Éstas presentan diferentes propiedades cinéticas y regulado­
ras frente al cofactor pteridínico (Narsin et al., 1994). Esta expresión alternativa, que se creía 
exclusiva de primates superiores, ha sido también descrita en el invertebrado Drosophila 
melanogaster donde, mediante procesado alternativo del transcrito primario del gen de la TH, 
se producen hasta tres mensajeros diferentes que codificarían dos isoenzimas de forma 
dependiente de tejido (Birman et al., 1994). De nuevo, la diferencia se ve limitada al dominio 
regulador lo que sugiere la existencia de diferencias en la regulación de las isoformas 
codificadas.

En el caso de la TPH, los datos existentes son todavía más limitados. Se ha descrito 
que la TPH de rata presenta propiedades bioquímicas diferentes según los órganos donde se 
analiza. Sin embargo éstas se han atribuido a modificaciones post-traduccionales ya que tan 
sólo se ha identificado un único mensajero (Hufton etal., 1995).

3.6. LA FENILALANINA HIDROXILASA DE DROSOPHILA MELANOGASTER.

En contraste con la situación presentada en mamíferos, existen pocos estudios acerca 
las hidroxilasas de los aminoácidos aromáticos de insectos, siendo Drosophila melanogaster el 
organismo donde mejor se ha caracterizado.

Los estudios cinéticos realizados han demostrado que las hidroxilasas de Drosophila 
comparte las principales características de los enzimas de organismos superiores (Bel et al., 
1992a). Entre ellas se encuentra el requerimiento de una tetrahidropterina como cofactor 
enzimático que, en el caso concreto de la PAH, ha sido identificada como la H4Bip (Bel et al., 
1992b).

En este organismo la actividad PAH desempeña una función fisiológica equivalente a la 
descrita en mamíferos interviniendo en el catabolismo de la fenilalanina, aminoácido cuya 
acumulación resulta altamente nocivo para este insecto (Bel y Ferré, 1989). Además se ha 
propuesto su participación en el proceso de formación de la cutícula aportando una fuente 
endógena de tirosina (Piedrafita et al., 1994). La TH se ha relacionado con la síntesis de 
dopamina requerida tanto en la producción de neurotransmisores como en los procesos de 
esclerotización y melanización durante la formación de la cutícula (Budnik y White, 1987; 
Neckameyer y White, 1993; Piedrafita etal., 1994). La actividad TPH resulta necesaria para la 
síntesis de neurotransmisores indolamínicos (Neckameyer y White, 1992).

El estudio de los genes que codifican las hidroxilasas de los aminoácidos aromáticos 
en Drosophila melanogaster ha llevado a la propuesta, anteriormente descrita, de que en este 
organismo las actividades PAH y TPH son codificadas por un mismo locus génico
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(Neckameyer y White, 1992). Esta afirmación se basa en diferentes evidencias. En este orga­
nismo se ha aislado un único cDNA, homólogo tanto a la PAH como a la TPH de mamíferos, 
cuya expresión produce una proteína que exhibe ambas actividades enzimáticas (Morales et 
al., 1990; Neckameyer y White, 1992). La distribución tisular de este mensajero así como del 
producto proteico correspondiente confirma su doble función fisiológica ya que estos se detec­
tan tanto en tejidos activos en el catabolismo de la fenilalanina como en neuronas serotoninér- 
gicas (Neckameyer y White, 1992). Un segundo locus codifica para la actividad TH 
(Neckameyer y Quinn, 1989). Esta situación apoya la teoría de la duplicación a partir de un gen 
ancestral común como origen evolutivo de la familia génica de las hidroxilasas (Grenett et al., 
1987).

Los conocimientos acerca del gen de la PAH en Drosophila melanogaster se restringen 
a la caracterización del cDNA correspondiente careciéndose de información acerca de su 
estructura genómica. El análisis de dicho cDNA ha revelado la existencia de una pauta de 
lectura que codifica para una proteína de 453 residuos con un peso molecular estimado de 
unos 50 kDa (Morales et al., 1990; Neckameyer y White, 1992). Este dato coincide con el 
obtenido mediante inmunodetección del enzima (Silva etal., 1992). En base a la comparación 
de la secuencia proteica deducida con la correspondiente a los enzimas de mamíferos se ha 
podido comprobar la existencia de una elevada similitud estructural y probablemente funcional 
entre éstas. Así se ha identificado una secuencia con elevado grado de consenso con la 
propuesta región de unión al cofactor pteridínico así como un posible sitio de fosforilación, 
aunque la funcionalidad de este último no ha sido evidenciada. Asimismo se ha determinado la 
localización cromosómica de este locus, resultando ubicado en la región 66A del brazo 
izquierdo del cromosoma 3 (Neckameyer y White, 1992).

No se ha descrito la existencia de isoenzimas codificados por el locus de la PAH de 
Drosophila. El comportamiento de la actividad PAH frente al cofactor natural H4Bip y el 
observado utilizando análogos de este compuesto sugiere la existencia de dos formas 
enzimáticas con diferentes propiedades cinéticas (Bel et al., 1992a). Los estudios de 
inmunodetección indican la existencia en embriones jóvenes de una proteína de tamaño 
inferior a la presente en otros estadios (45 kDa vs. 50 kDa) (Neckameyer y White, 1992). Sin 
embargo, el análisis de mensajeros en distintos estadios y tejidos revela la presencia de un 
único transcrito del gen por lo que estas diferencias se atribuyen a posibles modificaciones 
post-traduccionales (Neckameyer y White, 1992). Como anteriormente se ha expuesto, el gen 
de la TH de Drosophila codifica para al menos tres transcritos producidos por procesado 
alternativo que se corresponden con dos formas proteicas con diferente patrón de expresión 
(Birman etal., 1994).

3.7. EL LOCUS HENNA DE DROSOPHILA MELANOGASTER.

Mientras que el locus palé ha sido identificado como el gen estructural del enzima TH 
de Drosophila melanogaster (Neckameyer y White, 1993), no han sido caracterizados mutantes 
que afecten al gen de la PAH. Tan sólo recientemente y en base a diferentes estudios bioquí­
micos se ha propuesto que sea el locus Henna el gen codificante de esta actividad (Silva et al.,
1992).

Las observaciones que sugieren la identidad del locus Henna con el gen de la PAH se 
basan en el análisis fenotípico de distintos mutantes de dicho locus. Los estudios de inmuno- 
detección de la PAH indican que estas cepas presentan niveles reducidos de proteína que 
pueden ser relacionados con una disminución de la actividad enzimática respecto a la cepa
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salvaje (Silva et al., 1992). Esta disminución es extrema en el mutante natural Henna 
recessive3 {Hrí3) en el que no se detecta proteína PAH, siendo la actividad enzimática del 10% 
respecto a la cepa normal. Además, esta cepa presenta elevados niveles de fenilalanina y su 
viabilidad se ve drásticamente reducida cuando la dieta se suplementa con este aminoácido 
(Bel y Ferré, 1989). Otra evidencia indirecta que apoya esta hipótesis la constituye el hecho de 
que en Hrí3 se observan niveles disminuidos de serotonina, lo que se puede relacionar con una 
deficiencia en la función TPH (Alcañiz y Silva, 1996). Por último, señalar la localización 
cromosómica coincidente del locus Henna, determinada mediante mapeo por deleciones 
(Lindsley y Zimm, 1992), y del gen de la PAH, localizado mediante hibridación in situ 
(Neckameyer y White, 1992).

Ante estas evidencias acerca de la identidad del locus Henna como el gen de la PAH 
se contraponen los estudios previos que indican su intervención en la síntesis de drosopteri- 
nas, concretamente en la formación de H2Ptr a partir de H4Pyp (Ferré etal., 1986; Guillamón y 
Ferré, 1988). Este hecho ha llevado a la propuesta de un posible papel del enzima PAH en la 
síntesis de pterinas, independiente de su función de hidroxilación de la fenilalanina y el 
triptófano (Silva etal., 1992). Esta hipótesis se ve apoyada por los estudios que indican que la 
PAH de rata presenta la capacidad de oxidar in vitro diferentes tetrahidropterinas de forma no 
acoplada a la hidroxilación del aminoácido (Davis y Kaufman, 1989). Por tanto, la demostración 
de la identidad del gen de la PAH con este locus no sólo proporcionaría mutantes para el 
estudio de la función de hidroxilación en Drosophila melanogaster, sino que aportaría una 
prueba in vivo de la función tetrahidropterina oxidasa observada in vitro en el caso de 
mamíferos.
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La tesis presentada se enmarca dentro de una línea de investigación encaminada al estudio de 
la ruta metabólica de las pterinas y de su interacción con el metabolismo de los ami­
noácidos aromáticos en el invertebrado Drosophila melanogaster. En este contexto, el 
objetivo del trabajo se centró en el estudio, a nivel bioquímico y genético, de dos de los 
enzimas implicados en estos procesos metabólicos: la sepiapterina reductasa, cuya 
intervención en la ruta biosintética de las pterinas ha sido ampliamente demostrada, y 
la fenilalanina hidroxilasa, con la finalidad, en este último caso, de establecer una 
posible función de este enzima en dicha ruta. Al mismo tiempo se planteó la identifica­
ción de mutantes que proporcionaran un modelo para el estudio de la función y regula­
ción de los genes correspondientes.

Los objetivos concretos abordados en este trabajo fueron:

1) Estudio de la actividad enzimática sepiapterina reductasa en Drosophila 
melanogaster: caracterización bioquímica del enzima y análisis de su actividad en 
diferentes mutantes con deficiencias en el metabolismo de las pterinas.

2) Caracterización molecular del gen de la fenilalanina hidroxilasa: determinación de su 
estructura genómica, análisis de su expresión y establecimiento de las relaciones 
evolutivas con los genes de las hidroxilasas de los aminoácidos aromáticos de otros 
organismos.

3) Demostración de la identidad del locus Henna con el gen estructural de la fenilala­
nina hidroxilasa: análisis molecular del gen en distintas cepas mutantes y estudio de 
su expresión.
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1. MATERIAL BIOLÓGICO.

1.1. ORGANISMO DE ESTUDIO: DROSOPHILA MELANOGASTER.

El organismo objeto del presente estudio es el invertebrado Drosophila melanogaster. 
Como cepa normal se utilizó Oregon-R (Or-R), procedente de la colección de Bowling Green, 
Ohio (EE.UU.). Las distintas cepas mutantes utilizadas se listan a continuación (descritas en 
Lindsley y Zimm, 1992). Todas ellas presentan mutaciones en loci génicos implicados en la 
pigmentación ocular produciendo alteraciones fenotípicas en el patrón de pterinas (descritas en 
Ferré et al., 1986). El cultivo de las cepas se realizó a 25°C en medio estándar siguiendo los 
procedimientos habituales.

CEPAS MUTANTES UTILIZADAS
- brown {bw)
- clot (el)
- Deficiencia(2L) clof4 (Df(2L) c t4)
- Henna-recessive (Hrf)
- Henna-recessive3 (Hrí3)
- Henna-recessive16300 (Hnr€3b0)
- Henna-recessive,28bp (Hnr28bp)
- Henna-recessive791 (H rí79i)
- Henna-recessive?0̂  (Hrí20vp)
- red Malpighian tubules (red)
- garnet (g)
-pink(p)
- sepia (se)

1.2. CEPAS BACTERIANAS Y VÍRICAS.

En las distintas técnicas de Biología Molecular se utilizaron las cepas comerciales de la 
bacteria Escherichia coli DH5a y NM519, cultivadas y tratadas para los fines concretos de 
transformación y crecimiento de fagos respectivamente, siguiendo los protocolos habituales 
(Ausubel et al., 1988; Sambrook et al., 1989). La genoteca analizada en el presente trabajo 
estaba construida en el fago derivado de lambda EMBL4 que fue sometido a crecimiento según 
los protocolos recomendados (Ausubel etal., 1988; Sambrook etal., 1989).

2. CUANTIFICACIÓN DE LA ACTIVIDAD SEPIAPTERINA REDUCTASA EN 
DROSOPHILA MELANOGASTER.

2.1. OBTENCIÓN DEL EXTRACTO PROTEICO.

Los extractos proteicos destinados a la determinación de la actividad sepiapterina 
reductasa se obtuvieron a partir de individuos adultos de Drosophila previamente recogidos y 
conservados a -80°C durante un tiempo no superior a una semana. Las muestras fueron 
homogeneizadas en tampón fosfato pH 6'4 (20°C)en una proporción aproximada de 40 cabe­
zas o 10 individuos enteros por 100 pl. Tras su centrifugación a 10.000 g, el sobrenadante era 
sometido a cromatografía de exclusión en Shepadex G-25 (0'5-T0 mi de lecho) con la finalidad 
de eliminar las moléculas pequeñas presentes en el extracto, como pterinas y NADPH. que
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pudieran interferir en la medida de la actividad. Las proteínas totales pressentes en los extractos 
se determinaron por el método de Bradford (Bradford, 1976), resultando en el rango de 0'5 a 
1 '5 mg por mi de extracto. Los extractos obtenidos eran destinados inmeediatamente a su cuan- 
tificación enzimática. Todas las operaciones se realizaron a 4°C.

2.2. ENSAYO ENZIMÁTICO.

La determinación de la actividad sepiapterina reductasa presentite en los extractos se 
realizó utilizando el sustrato sepiapterina en presencia del cofactor NADDPH. La H2Bip formada 
fue oxidada en presencia de iodo para producir el derivado más estable) biopterina, que poste­
riormente era cuantificado. Así la actividad enzimática se definió como BBip formada por unidad 
de tiempo (nmoles Bip/h). La actividad específica se determinó en refacción a la cantidad total 
de proteína en el extracto como Bip formada por unidad de tiempo y r miligramo de proteína 
(nmoles Bip/h/mg).

La cuantifícación de la biopterina formada se realizó mediante cromatografía líquida de 
alta resolución en fase reversa (rp-HPLC) utilizando detección fluorimáétrica (Ferré y Naylor, 
1987). Dos alícuotas de cada muestra (10-15 pl) eran sometidas a sepaaración a través de una 
columna del tipo Ci8 (matriz de sílice con grupos alcano de 18 átomos (de carbono) utilizando 
metanol al 3% en tampón fosfato 10 mM pH 3'2 (20°C) como eluyente. I La detección fluorimé- 
trica se realizó a una longitud de onda de excitación de 360 nm y de esmisión de 435 nm. La 
cuantifícación se realizó por comparación de los cromatogramas obtennidos con un patrón de 
biopterina de concentración conocida.

Las condiciones del ensayo se basaron en las publicadas por FFan y Brown (1979). La 
mezcla de reacción estándar contenía, en un volumen final de 50 pl, los» siguientes componen­
tes: sepiapterina 100 pM, NADPH 600 pM, un volumen de extracto cruddo equivalente a 10-20 
pg de proteína, tampón fosfato pH 6'4 (20°C) 100 mM. Tras su incubacción a 44°C durante 20 
min, la reacción era detenida mediante la adición de 20 pl de iodo 1%: iioduro potásico 2% en 
HCI 1M. Tras 20 min a temperatura ambiente, las proteínas precipitíadas eran eliminadas 
mediante centrifugación a 12.000 g durante 4 min. El exceso de iodo esn el sobrenadante era 
neutralizado por la adición de 6 pl de ácido ascórbico al 2%. Todas las ooperaciones se realiza­
ron con luz roja para evitar la degradación de los reactivos, altamente fotosensibles.

El análisis de inhibición se realizó utilizando los compuestos N-acetilserotonina, 
N-acetildopam¡na y N-metoxiacetilserotonina como potenciales inhibiddores. Los ensayos se 
realizaron en condiciones estándar sobre extractos crudos de individujos adultos de 0 a 12 
horas. Se utilizaron diferentes concentraciones de inhibidor (hasta el ordien de mM) en presen­
cia de diferentes cantidades no saturantes del sustrato sepiapterina.

En todos los ensayos se realizaron controles negativos elimiiinando alguno de los 
componentes de la reacción (NADPH, sepiapterina o extracto enziméático). La actividad en 
dichos controles nunca superó el 1% respecto al ensayo completo. Se (realizaron dos réplicas 
por cada ensayo. En el caso de la determinación de las constantes cinétticas, cada experiencia 
fue realizada por duplicado, utilizando en cada una de ellas el mismo exttracto enzimático. En el 
análisis de la actividad en los distintos mutantes se realizaron diversas rrepeticiones (2 a 4 por 
cepa) utilizando distintos extractos proteicos procedentes de individuaos adultos de 0 a 12 
horas.
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2.3. CROMATOENFOQUE.

El cromatoenfoque, técnica que permite la separación de las proteínas de una muestra 
en función de su punto isoeléctrico, se realizó usando el equipo de cromatografía FPLC de 
Pharmacia con una columna Mono P HR 5/5 siguiendo las instrucciones del fabricante. El 
gradiente de pH se obtuvo equilibrando la columna con bis-Tris 0'025 M pH 7'1 (20°C) 
(ajustado con ácido iminodiacético) como tampón inicial y aplicando como tampón de elución 
Polybuffer™ 74, diluido 1:10, pH 4'0 (20°C) (ajustado con ácido iminodiacético) del proveedor 
Pharmacia. Se mantuvo un flujo constante de 1 ml/min, siendo el volumen total de eluyente 
necesario para completar el gradiente de unos 25 mi. Se recogieron fracciones de 0'5 mi que 
se destinaron inmediatamente a la determinación de la actividad enzimática. El desarrollo de la 
elución proteica se siguió mediante la medida de absorbancia a 280 nm. La experiencia se 
repitió con dos extractos diferentes (cabezas y cuerpos), obteniéndose resultados idénticos.

3. TÉCNICAS DE BIOLOGÍA MOLECULAR.

3.1. EXTRACCIÓN DE ÁCIDOS NUCLEICOS.

3.1.1. Extracción de DNA genómico de Drosophila melanogaster.

La extracción de DNA genómico de Drosophila melanogaster se realizó siguiendo el 
método de Junakonic et al. (1984) con algunas modificaciones. Así los individuos adultos 
fueron homogeneizados en tampón Tris-HCI 100 mM; pH 9’0 (20°C), EDTA 100 mM, en 
proporción de 1 mi por 100 individuos. El homogeneizado era incubado a 65°C en presencia de 
SDS al 1% y posteriormente enfriado en hielo en presencia de acetato potásico a una concen­
tración final de 1 M. Los restos celulares eran eliminados mediante centrifugación. El DNA del 
sobrenadante era precipitado con isopropanol y redisuelto en tampón TE (Tris-HCI 10 mM; pH 
8'0 (20°C), EDTA 1 mM) siendo sometido a tratamiento con RNasa (100 pg/ml) para eliminar el 
RNA coprecipitado. Tras fenolización y precipitación con etanol en presencia de acetato amó­
nico, el DNA era resuspendido en TE y guardado a 4°C hasta su utilización. El rendimiento 
medio obtenido con este método es de 1-2 pg de DNA por individuo.

Para la realización de las experiencias de amplificación por reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR) de fragmentos largos, el protocolo se modificó eliminando la incubación a 
65°C, el tratamiento con RNasa y la fenolización con el objeto de evitar en lo posible la rotura 
del DNA.

3.1.2. Extracción de DNA piasmídico de Escherichia coli.

La extracción de DNA piasmídico de los distintos clones de Escherichia coli se realizó 
siguiendo el método convencional para extracción a pequeña escala (Sambrook etal., 1989). A 
partir de cultivos líquidos sometidos a lisis alcalina, se procedía a la precipitación selectiva del 
DNA genómico utilizando acetato potásico. El DNA piasmídico era recuperado del sobrena­
dante mediante precipitación con etanol en presencia de NaCI. El RNA de la muestra era elimi­
nado por tratamiento con RNasa. Cuando se requería una mayor pureza de la muestra, el DNA 
piasmídico era posteriormente sometido a fenolización y precipitación con etanol en presencia 
de sales. El rendimiento medio obtenido por este método es de 3-5 pg por mi de cultivo.

En el caso de utilizar la muestra para su secuenciación automática, el DNA piasmídico 
era purificado por precipitación con polietilenglicol (PEG) siguiendo las instrucciones recomen­
dadas para dicho método de secuenciación (Perkin Elmer, 1995).
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3.1.3. Extracción de DNA de fago X.

La extracción a partir de lisados líquidos obtenidos por la infección de cultivos de la 
cepa de Escherichia coli NM519 con una suspensión de fagos se realizó siguiendo los protoco­
los habituales (Ausubel etal., 1988). La estrategia consistía en la precipitación de las partículas 
fágicas de los cultivos líquidos previamente tratados con DNasa y RNasa para destruir los 
ácidos nucleicos del huésped bacteriano. El sedimento era resuspendido en tampón de 
suspensión de fagos (Tris-HC110 mM; pH 7'5 (20°C), sulfato magnésico 10 mM) y sometido a 
fenolización con la finalidad de desnaturalizar las cápsidas víricas y liberar el DNA. Una vez 
eliminadas las proteínas, el DNA era recuperado por precipitación con etanol en presencia de 
acetato sódico.

La extracción a pequeña escala se realizó según el protocolo descrito en Sambrook et 
al. (1989). En este caso se partía de cultivos en placa a los que se añadió 4 mi del tampón de 
resuspensión de fagos (Tris-HCI 10 mM; pH 7'5 (20°C), sulfato magnésico 10 mM). Tras 16 
horas de agitación a 4°C, los fagos eran recuperados por precipitación con PEG a partir de la 
fase líquida. A partir de este precipitado se procedía como en el caso anterior.

3.1.4. Cuantificación de DNA.

La concentración de DNA en las diferentes muestras se determinó por comparación 
visual de la fluorescencia con bromuro de etidio de diferentes diluciones de las muestras 
sometidas a electroforesis en agarosa con la producida por una cantidad conocida de marca­
dor de pesos moleculares.

3.1.5. Extracción de RNA de Drosophila melanogaster.

La extracción de RNA se realizó mediante el sistema comercial RNA Extraction Kit del 
proveedor Pharmacia (Cat. N9. XL-016-00-01) siguiendo las instrucciones suministradas. El 
método está basado en la purificación mediante centrifugación en gradiente de tifluoroacetato 
de cesio (CsTFA) utilizando un tampón de extracción que contiene tiocianato de guanidinio 
(GTC), agente caotrópico que proporciona un alto grado de protección frente a las actividades 
RNasa. Como material de partida se utilizaron cabezas de individuos adultos de 0-12 horas, 
obteniéndose un rendimiento aproximado de unos 500 pg de RNA total por 250 mg de tejido.

Cuando la cantidad de RNA necesaria para los análisis era reducida se utilizó el 
sistema comercial Microscale-total RNA Separation Kit de Clontech (Cat. N9. 1044) obtenién­
dose un rendimiento aproximado de 1 pg de RNA total por mg de tejido.

La purificación de RNA poli(A)* a partir de las muestras de RNA total se realizó 
mediante cromatografía de afinidad utilizando el sistema comercial Dynabeads® mRNA 
Purification Kit del proveedor Dynal (Cat. N9. 610.01). El método se basa en la utilización de un 
lecho cromatográfico constituido por partículas magnéticas inertes que presentan en su super­
ficie residuos oligo(dT)25 covalentemente unidos. Como muestra de partida se utilizaron 75 pg 
de RNA total en un volumen de lecho de 100 pl. En todo el trabajo realizado con muestras de 
RNA se utilizaron disoluciones y material libre de RNasas (Ausubel et al., 1988).

3.1.6. Cuantificación de RNA.

La determinación de la cantidad y la pureza del RNA total extraído se realizó espectro- 
fotométricamente mediante la medida de la absorbancia a 260 nm y 280 nm. En cuanto al 
rendimiento obtenido en la extracción de RNA poli(A)* y dada la poca cantidad de muestra 
disponible sólo se estimó considerando que del RNA total de una muestra el 1-5% corresponde 
a RNA poli(A)+.
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3.2. DIGESTIÓN DE DNA CON ENZIMAS DE RESTRICCIÓN.

Las digestiones del DNA con endonucleasa de restricción se realizó con enzimas del 
proveedor Boehringer Mannheim, utilizando los tampones y las instrucciones recomendadas 
por el fabricante. En el caso de las digestiones dobles se utilizó el tampón que proporcionaba la 
máxima actividad posible con ambos enzimas. En caso de incompatibilidad se procedió a la 
digestión con el enzima que funcionaba con el tampón de menor fuerza iónica. Tras la precipi­
tación del DNA con etanol y su resuspensión en tampón TE, se realizaba la digestión con la 
segunda endonucleasa.

3.3. ELECTROFORESIS DE ÁCIDOS NUCLEICOS.

3.3.1. Electroforesis de DNA en geles de agarosa.

La electroforesis de desarrollo horizontal en geles de agarosa no desnaturalizantes se 
realizó siguiendo los protocolos convencionales (Sambrook et al., 1989). Como solución 
electroforética se utilizó TBE 0'5X (Tris-borato 45 mM, EDTA 1 mM) al que se añadió bromuro 
de etidio en una concentración de 0'5 îg/ml para la posterior visualización de los fragmentos de 
DNA por irradiación con luz ultravioleta. La concentración de agarosa en el gel se adecuó al 
tamaño de los fragmentos a separar. Como tampón de cargado se utilizó glicerol al 5%, EDTA 
1 mM, azul de bromofenol al 0'05%. Para determinar el tamaño de los fragmentos separados 
se utilizaron tanto el marcador de pesos moleculares X/Hind El como el marcador comercial VI 
(Boehringer Mannheim, Cat. N2. 1062 590) consistente en una mezcla de fragmentos pBR328/ 
Bgl I y pBR328/ Hinfl.

3.3.2. Electroforesis de DNA en geles desnaturalizantes de poliacrilamida (PAGE).

Esta técnica de separación se utilizó en la resolución de las fragmentos de DNA de 
cadena sencilla generados mediante las reacciones de secuenciación. La preparación de los 
geles se realizó siguiendo las instrucciones del proveedor Pharmacia (Cat. N2. 27-0985-01) con 
algunas modificaciones (Paricio, 1993). Los geles de desarrollo vertical presentaban una 
concentración de acrilamida del 8% utilizando bis-acrilamida como agente de entrecruzamiento 
en proporción 1:19. Como polimerizador se utilizó N,N,N',N'-tetrametiletilendiamina (TEMED) y 
persulfato amónico. Como agente desnaturalizante se utilizó urea en una concentración final de 
1'4 M. Los geles utilizados tenían un grosor constante de 0'2 mm o bien un gradiente de grosor 
de 0'2 a 0'4 mm. En el primer caso se sometieron a un voltaje constante de 1.500 V y en el 
segundo de 2.500 V. La temperatura a lo largo de la electroforesis se mantuvo constante a 55 
°C mediante el uso de placas termostatizadas. El solvente utilizado fue TBE 1X (Tris-borato 90 
mM, EDTA 2 mM) utilizándose como tampón de cargado el suministrado por el proveedor.

3.3.3. Electroforesis de RNA en geles desnaturalizantes de agarosa.

La electroforesis de RNA previa al análisis de hibridación mediante Northern blot se 
realizó en condiciones desnaturalizantes utilizando geles horizontales de agarosa al 1% en 
tampón MOPS en presencia de formaldehído según el método descrito en Sambrook et al. 
(1989). Como tampón de cargado se utilizó glicerol al 5%, EDTA 1 mM, azul de bromofenol al 
0'05%. Como marcador de pesos moleculares se utilizó una mezcla comercial de RNAs 
(Boehringer Mannheim Cat. Ns. 1062 620). La electroforesis se realizó en ausencia de bromuro 
de etidio siendo posteriormente teñida la carrera correspondiente al marcador.
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3.3.4. Recuperación de fragmentos de DNA a partir de geles de agarosa.

La recuperación de fragmentos de DNA separados mediante electroforesis en agarosa 
se realizó mediante escisión de la porción de gel que contenía la banda de interés y posterior 
electroelución en membranas de diálisis utilizando TBE 0'5X como tampón siguiendo el método 
descrito en Sambrook et al. (1989). Tras la recuperación del dializado, el DNA era purificado 
por fenolización y posterior precipitación con etanol en presencia de acetato amónico.

Cuando el destino del fragmento a purificar así lo permitía, como era el caso de su 
posterior ligación a vectores plasmídicos se utilizó agarosa de bajo punto de fusión (Boehringer 
Mannheim Cat. N9. 1062 620). Su uso permite mantener las porciones recuperadas del gel en 
estado líquido a la temperatura de 37°C por lo que pueden usarse directamente en posteriores 
ensayos.

Si la cantidad de DNA a recuperar no era muy elevada, su separación de la porción de 
gel escindida se realizó mediante filtración utilizando el sistema comercial Micropure Inserís del 
proveedor Amicon. Este método fue utilizado en el aislamiento de productos de PCR. Cuando 
el tamaño similar de los fragmentos coamplificados hacía imposible su separación mediante 
este procedimiento, los fragmentos se resolvieron en un gel de agarosa de bajo punto de fusión 
y como alternativa a la escisión de la banda, una pequeña porción de la misma (unos 20 til) era 
obtenida utilizando una pipeta pasteur. Ésta era fundida en 200 \i\ de tampón TE por incubación 
a 65°C durante 10 minutos y enfriada a temperatura ambiente. Posteriormente una alícuota de 
la muestra era sometida a reamplificación con los cebadores originales consiguiendo de esta 
forma cantidad suficiente del fragmento de interés.

3.4. TRANSFERENCIA DE ÁCIDOS NUCLEICOS A FILTROS.

3.4.1. Transferencia de DNA mediante Southern blot.

La transferencia de fragmentos de DNA desde geles de agarosa a filtros para su 
posterior hibridación se realizó según el método de Southern blot (Southern, 1975) siguiendo 
las instrucciones recomendadas para el método de mareaje con digoxigenina (Boehringer 
Mannheim, 1993). Los filtros empleados fueron membranas de nilón cargados positivamente 
(Boehringer Mannheim, Cat. N9. 1417 240) o bien filtros de nitrocelulosa (Schleicher & Schuell 
BA85).

Tras la realización de la electroforesis y la visualización de los fragmentos separados, 
los geles fueron sometidos a tratamiento opcional con HCI 0’25 M con la finalidad de aumentar 
la eficacia de transferencia. A continuación se procedía a la desnaturalización del DNA 
mediante tratamiento con solución desnaturalizante (NaOH 0’5 M, NaCI 1’5 M) siendo poste­
riormente neutralizada con la solución Tris-HCI 1 M; pH 7’4 (20°C), NaCI 1’5 M. Todos los 
tratamientos se realizaron a temperatura ambiente con agitación. La transferencia se llevaba a 
cabo mediante el paso por capilaridad del solvente SSC 10x (citrato sódico 0’15 M; pH 7’0 
(20°C), NaC11’5 M) a través del gel en contacto con el filtro. El sistema se desarrollaba durante 
un máximo de 16 horas. Una vez concluida la transferencia se procedía a la fijación del DNA a 
la membrana por irradiación de luz ultravioleta en el caso de emplear filtros nilón, o por 
horneado a 80°C en el caso de la nitrocelulosa.

3.4.2. Transferencia de RNA mediante Northern blot.

La transferencia de RNA poli(A)+ desde geles de agarosa a filtros de nilón se realizó 
mediante el método conocido como Northern blot, siguiendo las instrucciones recomendadas 
para la posterior hibridación con sondas marcadas con digoxigenina (Boehringer Mannheim,
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1993). Tras la electroforesis en presencia de formaldehído, el gel era equilibrado con SSC 20x. 
A continuación se procedía a la transferencia por capilaridad (ver apartado 3.4.1), tras la cual 
se realizaba la fijación del RNA mediante irradiación con luz ultravioleta. Todas las soluciones y 
material utilizados habían sido sometido a tratamiento contra RNasas.

3.4.3. Transferencia de DNA de placas de lisis.

El método utilizado para la transferencia del DNA de fagos desde las placas de cultivo 
a los filtros se basó en el descrito por Benton y Davis (1977) con algunas modificaciones 
(Sambrook et al., 1989). De forma resumida, el protocolo consistió en la transferencia del DNA 
a partir de las calvas de lisis desarrolladas en un césped bacteriano mediante contacto con la 
superficie del cultivo de un primer filtro durante 30 segundos seguido de segundo filtro durante 
1 minuto. A continuación el DNA era fijado a los filtros y sometido a desnaturalización y neutra­
lización según se describe en el apartado 3.4.1 con la diferencia de realizar los lavados sobre 
papel de filtro humedecido en las correspondientes soluciones.

3.5. TÉCNICAS DE HIBRIDACIÓN.

3.5.1. Sondas utilizadas.

Las sondas de cDNA utilizadas en este trabajo procedían del clon pDmPAH amable­
mente cedido por el Dr. Carlos Alonso (Universidad Autónoma de Madrid). Este contiene en su 
totalidad la región codificante del gen de la PAH de Drosophila melanogaster en el vector 
pUC18 (Morales et al., 1990). Así, mediante digestión del clon con enzimas de restricción y 
posterior separación electroforética y electroelución de los fragmentos obtenidos, se 
construyeron las siguientes sondas a partir del clon original (Fig. 11):

• DePahr. que contiene la región codificante completa del gen de la PAH de 
Drosophila melanogaster (1525 pb).

• 5’DcPahr. consistente en los primeros 760 pb del extremo 5’ del cDNA. Esta región 
codifica para la zona reguladora del enzima presentando una baja homología con la 
secuencia de la TH de Drosophila melanogaster por lo que su utilización minimiza la 
hibridación heteróloga con dicho gen.

•  CDcPah: comprende 411 pb de la región central.
•  3’DcPahr. consistente en los 354 pb finales del cDNA.

pDmPAH R p

[ = j - ^ ------------------------------------------- L
R

De Pah I_______________________________

R P
5'DcPaft I_________________________________I

p
CDcPah L

3'De Pah

Figura 11. Estrategia de construcción de sondas a partir del clon de cDNA de la PAH de 
Drosophila melanogaster pDmPAH. Las cajas representan el sitio de clonación del plásmido. 
Las abreviaturas de los enzimas de restricción son: R, EcoR I; P, Pvu II.

i i
100 pb
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Además de las sondas del cDNA de la PAH, se construyó una sonda de DNA genómico 
a partir del clon 'KDgPah, aislado en el presente trabajo. La digestión de dicho clon con la 
endonucleasa BfrI producía un fragmento de una 3'5 kb, que contenía en su totalidad la región 
genómica correspondiente al gen de la PAH, a partir del que se construyó la sonda denomi­
nada Dg Pah.

Como control en los experimentos de hibridación de RNA poli(A)+ mediante Northern 
blot se utilizó la sonda Hd19 amablemente cedida por la Dra. Nuria Paricio (Universitat de 
Valencia). Esta consiste en un fragmento de 1 '8 kb clonado en pBluescript+DK que contiene 
parte del gen de la actina de Drosophila melanogaster.

El mareaje de las sondas se realizó por el método no radiactivo DIG System del 
proveedor Boehringer Mannheim (Cat. N9. 117 5033). Este método se basa en la incorporación 
de digoxigenina, un hapteno esferoide, al DNA sintetizado. Tras la hibridación, la sonda es 
inmunodetectada mediante un anticuerpo-antidigoxigenina conjugado a fosfatasa alcalina 
pudiendo así ser visualizada mediante reacción con sustratos quimioluminiscentes o colorimé- 
tricos. Así siguiendo las instrucciones del fabricante, las sondas fueron marcadas con digoxi- 
genina-11-dUTP, un análogo del dTTP, por la técnica de mareaje de “cebado al azar” (random 
primed labeling).

3.5.2. Hibridación de DNA.

Una vez fijado el DNA a los filtros se procedió a su hibridación con la sonda marcada 
con digoxigenina siguiendo las instrucciones del fabricante. Dado que las secuencias a detec­
tar eran homologas a las sondas utilizadas, las condiciones de hibridación y lavado utilizadas 
en todas las experiencias fueron de máxima estringencia, esto es, se aplicó una temperatura 
de hibridación de 65°C en solución de baja fuerza iónica realizando el lavado en las mismas 
condiciones.

El protocolo se puede esquematizar como sigue:

•  prehibridación de los filtros mediante incubación con la solución de hibridación (SDS 
0’02%, SSC 5x, N-laurilsacarosina 0 ’1%, agente bloqueante (Boehringer Mannheim 
Cat. N9. 1096 176) al 1%) en un horno giratorio a 65 °C durante un tiempo mínimo 
de una hora. El objetivo de este tratamiento es bloquear los sitios de unión no 
específicos presentes en el filtro.

•  hibridación con la sonda marcada (5-25 ng de sonda por mililitro de solución de 
hibridación) previamente desnaturalizada por calentamiento a 95°C. Se realizó en 
horno giratorio a 65°C durante 16 horas.

•  eliminación de la sonda unida inespecíficamente mediante tratamiento con una 
disolución SSC 2x, SDS 0’1% a temperatura ambiente y con agitación (dos lavados 
de 5 minutos) seguido de los lavados de estringencia realizados con una disolución 
SSC 0'5x, SDS 0’1% a 65°C en baño con agitación (dos lavados de 15 minutos).

3.5.3. Hibridación de RNA.

La hibridación del RNA fijado a los filtros mediante Northern blot se realizó siguiendo 
las instrucciones del proveedor aplicando condiciones de máxima estringencia. El procedi­
miento seguido es similar al de hibridación de DNA (ver apartado anterior) salvo por la presen­
cia de formamida en la solución de hibridación (SDS 7%, formamida 50%, tampón fosfato 
sódico 50 mM, pH 7'0 (20°C), agente bloqueante 2%, RNA total de levadura 50 pg/ml, SSC 5x, 
laurilsarcosina 0 '1%), por lo que la temperatura se redujo a 50°C.
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3.5.4. Inmunodetección.

Una vez concluido el proceso, se pasó a la inmunodetección de la sonda mediante 
incubación con el anticuerpo-antidigoxigenina conjugado a fosfatasa alcalina (Boehringer 
Mannheim Cat. N9. 1093274). Para ello se siguieron las instrucciones del fabricante que a 
continuación se presentan de forma resumida:

• tratamiento del filtro con la solución bloqueante (ácido maleico 100 mM; pH 7’5 
(20°C), NaC1150 mM, agente bloqueante (Boehringer Mannheim Cat. N9. 1096 176) 
al 1%) durante 30 minutos a temperatura ambiente con agitación. El objetivo de 
este tratamiento es el bloqueo de los sitios de unión inespecíficos.

• incubación con el anticuerpo-antidigoxigenina en solución bloqueante durante 30 
minutos a temperatura ambiente y con agitación suave.

• eliminación del exceso de anticuerpo mediante tratamiento con solución de lavado 
(ácido maléico 100 mM; pH 7’5 (20°C), NaCI 150 mM) a la que en el caso de la 
detección quimioluminiscente se le añade Tween®20 al 0’3% (dos lavados de 15 
minutos).

• detección mediante reacción con los sustratos de la fosfatasa alcalina en el tampón 
Tris-HC1100 mM; pH 9’5 (20°C), NaC1100 mM, MgCI2 50 mM. El substrato utilizado 
para la reacción quimioluminiscente es el reactivo CSPD® (Boehringer Mannheim 
Cat. N9. 1363 514). Una vez el filtro incubado en el reactivo, la detección se realiza 
mediante su exposición a una película de rayos X. En la reacción colorimétrica se 
utilizan los sustratos cloruro de nitroblue tetrazolio (NBT; Boehringer Mannheim Cat. 
N9. 1383 213) y 5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato (X-fosfato; Boehringer Mannheim 
Cat. N9. 1383 221). En este caso la señal es detectada en forma de precipitado 
coloreado sobre el filtro.

En el caso de realizar la detección por el método quimioluminiscente, los filtros pudie­
ron ser hibridados de nuevo dada la facilidad de eliminación de reactivos y sonda. Esta elimi­
nación se realizó mediante lavado con una solución de NaOH 0'2M, SDS 0'1% a 60°C en 
agitación vigorosa durante 15 minutos. Los filtros enjuagados con SSC 2x quedaban listos para 
una nueva hibridación.

3.6. IDENTIFICACIÓN Y AISLAMIENTO DE CLONES FÁGICOS.

El aislamiento del gen estructural de la PAH de Drosophila melanogaster se realizó a 
partir de una genoteca de DNA genómico de la cepa Cantón S construida en el vector de 
clonación derivado del fago X EMBL4 (Sau3A VBamHT) amablemente cedida por el Dr. Pérez- 
Alonso (Universitat de Valencia). Esta genoteca había sido sometida al menos a un ciclo de 
amplificación. La cepa huésped utilizada para el crecimiento de los fagos fue la cepa de 
Escherichia coli NM519. Su preparación para la infección así como el plaqueado de los fagos 
se realizó siguiendo el protocolo descrito en Sambrook etal. (1989).

El rastreo inicial se realizó sobre un total de 4x104 placas de lisis distribuidas en 10 
placas de cultivo siguiendo el método de hibridación in situ (Benton y Davis, 1977) tal como se 
describe en el apartado 3.4.3, utilizando las sondas de cDNA de la PAH. Una vez identificados 
los clones positivos, se procedió a su aislamiento mediante dos rastreos sucesivos utilizando 
un menor número de virus por placa de cultivo (100-200).
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3.7. CLONACIÓN EN VECTORES PLASMÍDICOS.

3.7.1. Vector utilizado.

El vector utilizado en la clonación de fragmentos de DNA fue el plásmido sintético 
pUC18 de la bacteria Escherichia coli suministrado por el proveedor comercial Boehringer 
Mannheim. Este plásmido presenta un sitio de clonación múltiple localizado en la región que 
codifica para el fragmento N-terminal de la p-galactosidasa. Por tanto, los recombinantes pier­
den la capacidad de a-complementación con la bacteria huésped DH5a que codifica una forma 
defectiva del enzima. De esta forma, utilizando un medio indicador compuesto por el inductor 
isopropil-p-D-tiogalactósido (IPTG) y el sustrato 5-bromo-4-cloro-3-indolil-|3-D-galactósido 
(X-gal), los recombinantes pueden ser identificados histoquímicamente por su incapacidad de 
metabolizar el sustrato, ya que producen colonias blancas frente a las no recombinantes, de 
color azulado. Por otra parte, este vector confiere a la bacteria resistencia al antibiótico ampici- 
lina, lo que se utiliza como marcador selectivo para los transformantes.

3.7.2. Ligación.

Para la clonación de fragmentos de DNA de doble cadena se utilizaron las estrategias 
convencionales de ligación mediante el uso de la ligasa del fago T4 suministrada por el 
proveedor Boehringer Mannheim (Sambrook et al., 1989). El vector se preparó mediante linea- 
rización por digestión con las endonucleasas elegidas y, en el caso de que los extremos gene­
rados fueran cohesivos, posterior desfosforilación por tratamiento con fosfatasa alcalina.

En cuanto a la preparación de las muestras de DNA a clonar, se siguieron varias estra­
tegias. En el caso de la subclonación de fragmentos originados por restricción, se utilizó la 
técnica conocida como "shot-gurf. Tras la digestión de la muestra con las endonucleasas 
escogidas y la posterior inactivación de las mismas, se procedía a la ligación con el vector. Una 
vez realizada la transformación, los clones con los fragmentos de interés eran seleccionados 
mediante análisis de restricción. Cuando el objetivo se centraba en la clonación de un 
fragmento concreto, éste era aislado mediante electroforesis en agarosa de bajo punto de 
fusión. La ligación con el plásmido se realizó directamente en la porción de agarosa fundida 
que contenía el fragmento de interés.

La clonación de fragmentos de DNA producidos por amplificación mediante PCR se 
realizó utilizando el sistema comercial SureClone™ Ligation Kit del proveedor Pharmacia (Cat. 
Ns 27-9300-01). Mediante este sistema los productos de PCR son preparados para la ligación 
utilizando la actividad 3’-5’ exonucleasa del fragmento Klenow de la DNA polimerasa I. Este 
enzima elimina los residuos dATP añadidos por la Taq polimerasa a los extremos 3’ durante la 
amplificación. De forma concomitante, la polinucleótido quinasa del fago T4 fosforila los extre­
mos. Las muestras así tratadas son purificadas mediante fenolización y cromatografía de 
exclusión y sometidas a ligación en el vector proporcionado (pUC18/Sma I  desfosforilado). 
Todos los protocolos se realizaron según las instrucciones del fabricante.

3.7.3. Transformación y selección de recombinantes.

Una vez realizada la ligación de los fragmentos de interés al vector plasmídico, se 
procedió a la transformación de la cepa bacteriana. Como huésped se utilizó la cepa de 
Escherichia coli DH5a preparada para la transformación mediante tratamiento con cloruro 
cálcico (Sambrook et al., 1989). La introducción del DNA plasmídico en las células se realizó 
mediante el método de choque térmico (Sambrook et al., 1989). La selección de transforman­
tes se realizó mediante crecimiento en un medio con ampicilina y en presencia del indicador 
IPTG/X-gal. Los recombinantes fueron así identificados por formar colonias blancas.
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3.8. AMPLIFICACIÓN DE ÁCIDOS NUCLEICOS MEDIANTE REACCIÓN EN CADENA DE 
LA POLIMERASA (PCR).

3.8.1. Material utilizado.

Los oligonucleótidos utilizados en el presente trabajo fueron sintetizados por los 
proveedores comerciales Pharmacia y Real. Su diseño se realizó con el apoyo computacional 
del programa Primer (Lincoln et al., 1991) en base a la secuencia del gen de la PAH de 
Drosophila melanogaster obtenida en el presente trabajo y a la publicada para el retroelemento 
B104 de Drosophila (Scherer etal., 1982).

A continuación se presenta el listado de oligonucleótidos empleados:

5'—» 3’

E1 GAATCTTGTGGAATTCTACCAGCGG exón 1 del gen Pah, directo

11 GATTTGGTGATAGACATTGC intrón 1 del gen Pah, directo

E2 ACTGCT CCTT C AC AT CCT C exón 2 del gen Pah, reverso

E2a CAT CCTGGTTTTACSG AT CC exón 2 del gen Pah, directo

E2b AGCTGCAGGATGTGTCCAAC exón 2 del gen Pah, directo

E23 GTGAAACCTGTGCAATCCC unión exón 2-3 del gen Pah, reverso

E4 TAATGGATCCTTGGTGACGC exón 4 del gen Pah, reverso

E5 T CTAGAACCTCAACACTCTG exón 5 del gen Pah, reverso

B1 TAAAGTAAATGGCCTACGCAG 3'LTR del elemento B104, reverso

B2 ATGTAAATGAATCGAGAGCG 5'LTR del elemento B104, directo

Nota: directo y reverso hace referencia a la orientación del cebador respecto a la dirección transcripcional.

La DNA polimerasa utilizada fue la de la bacteria Thermus aquaticus ( Taq polimerasa) 
suministrada por los proveedores Boehringer Mannheim (Cat. Nfi. 1146165) y Pharmacia (Cat. 
Ne. 27-0799). Como tampón de reacción se utilizó el recomendado por el fabricante.

Como termociclador se utilizó el modelo GeneAmp® PCR System 2400 del fabricante 
Perkin Elmer. Este termociclador permite el desarrollo de la amplificación sin la adición de 
aceite a las muestras facilitando así su posterior utilización.

3.8.2. Condiciones de amplificación de DNA.

Las reacciones de amplificación sobre DNA genómico de Drosophila melanogaster se 
realizaron siguiendo los protocolos habituales (Innis etal., 1990). Los ensayos se realizaron en 
un volumen final de 50 pl en presencia de desoxinucleótidos (dATP, dTTP, dCTP y dGTP) 200 
pM, cebadores directo y reverso 200 nM y 0'5 a 1'0 unidades de Taq polimerasa en el tampón 
suministrado. La cantidad de DNA genómico utilizado como molde varió entre los 50 y 200 ng. 
Con la finalidad de uniformizar las condiciones de las distintas muestras, la mezcla de reacción 
se realizó, si el ensayo así lo permitía, conjuntamente para todas ellas siendo postenormente 
dosificada. Para evitar la unión inespecífica de los cebadores, la dosificación se realizó cuando 
el termociclador había alcanzado los 80°C mediante el proceso conocido como "manual hot- 
start' (Chou etal., 1992).
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En todos los casos se realizaron controles negativos carentes de muestra con la 
finalidad de detectar posibles contaminaciones. Como control positivo se utilizó el DNA del clon 
XDgPah aislado en el presente trabajo, que contiene en el gen estructural de la PAH de 
Drosophila.

En cuanto a las condiciones de amplificación se realizaron de 25 a 30 ciclos usando el 
siguiente perfil de temperaturas precedido por un ciclo de desnaturalización a 94°C durante 1 
minuto: 94°C durante 20 segundos (desnaturalización), 55°C durante 30 segundos 
(apareamiento), 72°C durante un tiempo dependiente de la longitud del fragmento a amplificar 
(aproximadamente 10 s por cada 100 nt) (extensión). Para concluir, se realizó un paso final de 
extensión de 5 minutos a 72°C. Tras éste, las muestras eran enfriadas rápidamente a 4°C con 
lo que la reacción era detenida.

Para la amplificación de fragmentos largos de DNA (más de 3 kb) estos protocolos 
fueron modificados en base a la bibliografía (Barnes, 1994; Cheng et al., 1994) utilizando los 
sistemas comerciales Taq Extender™ PCR Additive (Stratagene Cat. N2. 600148) y Expand™ 
Long Témplate PCR System (Boehringer Mannheim Cat. N2. 1681 834). Las principales varia­
ciones respecto a las condiciones estándar residen en la utilización de una mezcla enzimática 
de Taq polimerasa y actividades 3'-5' exonucleasa (prueba de lectura). Otros parámetros modi­
ficados fueron la composición de los tampones de reacción (pH alcalino, presencia de deter­
gentes, presencia de gliceroi y dimetilsulfóxido), eliminación del paso de desnaturalización 
previa, disminución de la temperatura de desnaturalización hasta 90°C, unificación de los 
pasos de apareamiento de cebadores y extensión a una única temperatura (68°C) durante 
tiempos elevados (hasta 20 minutos). Especial atención fue dada a la calidad del DNA 
genómico utilizado como molde.

3.8.3. Amplificación de RNA por PCR acoplada a Transcripción Reversa (RT-PCR).

La síntesis de la cadena complementaria de cDNA a partir del RNA total extraído de 
Drosophila melanogaster se realizó mediante la utilización del sistema comercial First-Strand 
cDNA Synthesis Kit del proveedor Pharmacia (Cat. N2. XY-028-00-10) basado en el uso de la 
transcriptasa reversa del virus Moloney Murine Leukemia (M-MuLV). Tras la optimización de las 
condiciones y siguiendo las instrucciones del fabricante, la reacción se llevó a cabo sobre una 
cantidad de RNA total de 1 pg, en el caso de la cepa salvaje, y 5 pg en el mutante Hrí3, en un 
volumen final de 15 pl usando como cebadores para la transcriptasa reversa tanto los suminis­
trados por el fabricante (una mezcla de pd(N)e o el oligonucleótido Not I-d(T)) como oligonu­
cleótidos específicos del gen analizado.

Tras la puesta a punto de los protocolos, las reacciones de PCR se realizaron en las 
mismas condiciones utilizadas en la amplificación a partir de DNA genómico. La cantidad de 
muestra utilizada como molde dependió de cada caso concreto variando entre 0'5 y 2 pl del 
producto de las reacciones de síntesis de cDNA. En todos los casos se realizaron controles 
negativos, utilizando directamente el RNA total como molde para la amplificación. De esta 
forma se pudo comprobar la contaminación debida a la presencia de DNA genómico en las 
muestras. Como control positivo se utilizó el plásmido pDmPAH. La reamplificación de los 
productos obtenidos se realizó siguiendo las mismas condiciones sobre un volumen de 
producto de 10 pl.
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3.9. SECUENCIACIÓN DE DNA.

Para la determinación de las secuencias nucleotídicas se utilizó el método de Sanger 
de terminación mediada por dideoxinucleótidos (Sanger etal., 1977). El proceso se realizó bien 
de forma manual con mareaje radiactivo, o utilizando un secuenciador automático con mareaje 
fluorescente.

La secuenciación manual se realizó mediante el sistema comercial T7 Sequencing Kit 
del proveedor Pharmacia (Cat. N9. 27-0985-01) basado en el uso de la DNA polimerasa del 
fago T7. Para el mareaje se empleó el análogo radiactivo a-35S-dATP (Ammershan Cat. N9. SJ 
1304). Tanto las reacciones de polimerización como la separación electroforética en gel 
desnaturalizante de poliacrilamida y la detección por autorradiografía se realizaron siguiendo 
los protocolos habituales (Sambrook etal., 1989).

La secuenciación automática fue realizada a través del Servicio de Secuenciación del 
Servei Central de Soport a la Investigació Experimental (S. C. S. I. E.) de la Universitat de 
Valencia utilizando el equipo 373A Automated Sequencer de Perkin Elmer. El sistema 
empleado se basa en la utilización de análogos de los dideoxinucleótidos marcados con 
diferentes fluoróforos que son incorporados al DNA sintetizado por la Taq polimerasa. Así la 
detección de los fragmentos separados electroforéticamente se realiza mediante fluorometría.

Como molde para las reacciones de secuenciación se utilizó DNA de doble cadena 
tanto clonado en el vector pUC18 como directamente producido mediante reacción en cadena 
de la polimerasa (PCR). En el primer caso se utilizaron los cebadores universales directo y 
reverso. En el caso de la secuenciación de fragmentos clonados de longitud mayor de 400 pb 
se utilizaron cebadores internos diseñados a partir de la secuencia del inserto o bien se recurrió 
a la obtención de deleciones seriadas. Para ello se utilizó el sistema comercial Double-stranded 
Nested Deletion Kit de Pharmacia (Cat. N9. 27-1691-01) basado en el uso de la exonucleasa ni 
y la nucleasa S1.

En el caso de la secuenciación directa de productos de PCR, se procedió a la elimina­
ción de los cebadores, desoxinucleótidos y otros reactivos mediante la ultrafiltración de las 
muestras con membranas de Microcon™-10 del proveedor Amicon siguiendo las instrucciones 
del fabricante (Cat. N9. 42406). Los productos purificados fueron secuenciados usando tanto 
los mismos cebadores empleados en la amplificación como cebadores internos.

Todas las muestras fueron secuenciadas sobre las dos cadenas y, en el caso de los 
productos de PCR, las reacciones se realizaron por duplicado sobre muestras procedentes de 
amplificaciones diferentes.

El análisis computacional de secuencias se realizó mediante el paquete de programas 
GCG (Genetics Computer Group) de la Universidad de Wisconsin proporcionado por el Servei 
de Bioinformática de la Universitat de Valéncia.
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1. ESTUDIO DEL ENZIMA SEPIAPTERINA REDUCTASA DE DROSOPHILA 
MELANOGASTER.

Drosophila melanogaster resulta un organismo modelo idóneo para el estudio de la ruta 
de biosíntesis de pterinas y su regulación. En este trabajo se presenta el estudio cinético del 
enzima sepiapterina reductasa (SR) y el estudio comparativo de su actividad en diferentes 
mutantes de color de ojos, formando parte de un proyecto global encaminado a la identificación 
del gen estructural de dicho enzima.

1.1. CARACTERIZACIÓN CINÉTICA DE LA ACTIVIDAD SEPIAPTERINA REDUCTASA EN 
DROSOPHILA MELANOGASTER.

La caracterización cinética de la actividad SR se realizó a partir de la medida de la 
actividad en extractos crudos obtenidos a partir de moscas adultas. Este estadio se eligió por 
presentar una actividad SR máxima (Fan y Brown, 1979). En el análisis se utilizó como sustrato 
la sepiapterina por su mayor estabilidad frente a los sustratos tetrahidropterínicos. Así, la 
actividad se determinó a partir de la cuantificación de la biopterina (Bip) obtenida por oxidación 
del producto de la reacción enzimática dihidrobiopterina (H2Bip).

En un estudio preliminar, se analizó la distribución de la actividad SR en moscas adul­
tas. De la actividad total de un individuo, aproximadamente el 20% se localizaba en cabezas y 
el 80 % restante en cuerpos (tórax-abdomen). Sin embargo, la actividad específica referida a la 
cantidad de proteína total resultó mayor en cabezas que en cuerpos (287 ± 1 7  vs. 15'9 ± 1 '3 
nmol Bip/mg/h en individuos recién nacidos, respectivamente). Asimismo se estudió la exis­
tencia de posibles diferencias entre machos y hembras. La actividad específica medida en 
individuos recién nacidos resultó ligeramente superior en hembras (22'2 ± 1 *1 nmol Bip/mg/h) 
que en machos (16'3 ±  0'9 nmol Bip/mg/ h). Esta diferencia se vio acentuada al considerar la 
actividad por individuo debido al mayor contenido proteico por individuo de las hembras (480 ±  
24 pmol Bip/individuo/h en hembras vs. 240 ±  21 pmol Bip/individuo/h en machos). Posterior­
mente se comprobó que el comportamiento cinético de la SR era similar tanto en cabezas 
como en cuerpos de machos y hembras.

A continuación se procedió a analizar el efecto de las distintas variables del ensayo 
sobre la actividad enzimática. La SR presentó un amplio rango de temperatura óptima, desde 
40°C a 46°C. En los ensayos estándar, se observó un incremento lineal de la actividad al 
aumentar el tiempo de incubación (Fig. 12A). En cuanto al efecto de la concentración de 
enzima, la formación de producto resultó lineal respecto a la cantidad de proteína total a lo 
largo de todo el rango utilizado en los ensayos (Fig. 12B). Se comprobó que tras 20 min de 
tratamiento con iodo la oxidación de H2Bip a Bip era completa.

Una vez determinadas las condiciones de ensayo se procedió a analizar el efecto de la 
concentración de sustrato sobre la actividad enzimática. El enzima exhibió un comportamiento 
Michaelis-Menten típico (Fig. 13). Usando la representación de Dobles Recíprocos 
(Lineweaver-Burk), se determinó la Km aparente para la sepiapterina que resultó de 153 nM. El 
mismo valor fue obtenido tanto en extractos procedentes de cabezas como de individuos 
enteros. Este valor contrasta con los publicados (60 (iM: Fan y Brown, 1979; 75 jiM: Yim et al., 
1991) aunque se encuentra en el mismo orden de magnitud. La utilización de extractos crudos 
pudo ser la causa de tal diferencia.
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Figura 12. Efecto de las condiciones de ensayo sobre la actividad sepiapterina reductasa de 
Drosophila melanogaster. A) Efecto del tiempo de incubación. B) Efecto de la concentración de 
enzima. Los ensayos enzimáticos fueron realizados sobre extractos crudos de cabezas de 
individuos adultos (0 a 12 horas), aplicando las condiciones estándar descritas en Material y 
Métodos. Los datos representan la media ± SD de dos experimentos independientes.
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Figura 13. Efecto de la concentración de sepiapterina sobre la actividad sepiapterina reductasa 
de Drosophila melanogaster. A) Velocidad de reacción frente a la concentración de sustrato. 
B) Representación de Dobles Recíprocos (Lineweaver-Burk). Los ensayos enzimáticos fueron 
realizados sobre extractos crudos de individuos adultos (0 a 12 horas). Se aplicaron las condi­
ciones estándar descritas en Material y Métodos, variando la concentración de sepiapterina en 
el ensayo entre 30'4 îM y 504 |iM en presencia de concentraciones saturantes del cofactor 
NADPH (600 |iM). Los datos representan la media ± SD de dos experimentos independientes
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1.2. ANÁLISIS DE INHIBICIÓN DE LA SEPIAPTERINA REDUCTASA.

A continuación se procedió a determinar el efecto que sobre la actividad SR de 
Drosophila melanogaster producen los neurotransmisores N-acetildopamina, N-acetilserotonina 
y el derivado sintético N-metoxiacetilserotonina, potentes inhibidores de la SR de mamíferos 
(Smith et al., 1991).

Los estudios realizados indicaron que la actividad enzimática era inhibida por los tres 
compuestos analizados aunque en ninguno de los casos se obtuvo una inhibición total, aún 
aplicando concentraciones del orden de mM (Figs. 14, 15 y 16). Para la caracterización cinética 
de la inhibición producida se determinó la actividad enzimática en presencia de concentracio­
nes no saturantes del sustrato sepiapterina y diferentes concentraciones de estos compuestos 
(ver Material y Métodos). Los datos resultantes fueron analizados mediante las representacio­
nes de Dobles Recíprocos y de Dixon obteniéndose unos valores para la constante de inhibi­
ción K¡ de 127 pM para la N-acetilserotonina, 40 pM para la N-acetildopamina, y 87 pM para la 
N-metoxiacetilserotonina, respectivamente. Los tres compuestos presentaron un comporta­
miento de inhibidores no competitivos.
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Figura 14. Inhibición de la actividad sepiapterina reductasa de Drosophila melanogaster por 
N-acetilserotonina. A) Representación de la velocidad enzimática presente en extractos protei­
cos de individuos adultos (0-12 horas) en presencia de diferentes concentraciones de inhibidor 
[concentración de sepiapterina: (□ ) 30'4 pM, (■) 60'8 pM, (A) 91 '2 pM]. B) Representación de 
Dobles Recíprocos (Lineweaver-Burk) [concentración de N-acetilserotonina: (□ ) 0 pM, (■) 23'6 
pM, (A) 47'2 pM ( A)  70'8 pM, (O) 94'4 pM, ( • )  236 pM], C) Representación de Dixon 
[concentración de sepiapterina: (□ ) 30'4 pM, (■) 60'8 pM, (A) 91 *2 pM]. Los datos representan 
la media ± SD de dos experimentos independientes.
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Figura 15. Inhibición de la actividad sepiapterina reductasa de Drosophila por 
N-acetildopamina. A) Representación de la velocidad enzimática en extractos proteicos de 
individuos adultos (0-12 horas) con diferentes concentraciones de inhibidor [concentración de 
sepiapterina: (□ ) 45'6 pM, (■) 60'8 pM, ( A )  83'6 pM, (A) 121 '6 pM]. B) Representación de 
Dobles Recíprocos [concentración de N-acetildopamina: (□ ) 0 pM, (■) 100'1 pM, (A) 200'2 
pM]. C) Representación de Dixon [concentración de sepiapterina: (□ ) 45'6 pM, (■) 60'8 pM, 
( A )  83'6 pM, (A) 121 '6 pM]. Los datos representan la media ± SD de dos experimentos.
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Figura 16. Inhibición de la actividad sepiapterina reductasa de Drosophila por 
N-metoxiacetilserotonina. A) Representación de la velocidad enzimática en extractos proteicos 
de individuos adultos (0-12 horas) con diferentes concentraciones de inhibidor [concentración 
de sepiapterina: (□ ) 45'6 pM, (■) 60'8 pM, (O) 83'6 pM, ( • )  121 '6 pM]. B) Representación de 
Dobles Recíprocos [concentración de N-metoxiacetilserotonina: (□ ) 0 pM, (■) 48 pM, (A) 96 
pM, ( A)  192 pM]. C) Representación de Dixon [concentración de sepiapterina: (□ ) 45'6 pM, (■) 
60'8 pM, (O) 83'6 pM, ( • )  121'6 pM]. Los datos representan media ± SD de dos experimentos.
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1.3. DETERMINACIÓN DEL PUNTO ISOELÉCTRICO DE LA SEPIAPTERINA REDUCTASA.

Con el objetivo de detectar posibles isoenzimas de la actividad SR se procedió a la 
separación de las proteínas presentes en extractos crudos en función de su punto isoeléctrico 
mediante la técnica de cromatoenfoque. La experiencia se realizó por duplicado, utilizando 
extractos procedentes tanto de cabezas como de individuos adultos enteros de 2 días de edad, 
momento de máxima actividad SR. En ambos casos se obtuvieron resultados similares. Dichos 
resultados (Fig. 17) indicaron la existencia de una sola fracción con actividad SR, correspon­
diente a un punto isoeléctrico de 6'0 (5'9-6'1). La recuperación de actividad respecto al total 
aplicado resultó de tan sólo el 20%.
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Figura 17. Perfil de elución de la actividad sepiapterina reductasa tras cromatoenfoque reali­
zado sobre extractos crudos de individuos adultos de Drosophila melanogaster. (—) Actividad 
SR en las diferentes fracciones proteicas, medida en alícuotas de 25 pl de un total de 0'5 mi; 
(....) Perfil de pH durante la cromatografía.

1.4. ANÁLISIS DE LA ACTIVIDAD SEPIAPTERINA REDUCTASA EN MUTANTES.

1.4.1. Variación de la actividad sepiapterina reductasa a lo largo del desarrollo.

Con la finalidad de minimizar diferencias debidas a una posible desincronización en la 
recolección de las muestras, se procedió a la determinación de la actividad presente en 
moscas adultas de la cepa salvaje Or-R recogidas en intervalos de dos horas. En la figura 18 
se muestran los resultados procedentes del análisis en cabezas de adultos. El mismo perfil fue 
obtenido a partir de extractos de individuos completos. Se pudo observar que la actividad SR 
permanecía constante durante las primeras 17 horas tras la emergencia del adulto, apare­
ciendo un pico de máxima actividad a las 56 horas. De acuerdo con estos resultados, el análi­
sis de mutantes se realizó utilizando extractos procedentes de individuos de 0 a 2 horas.
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Figura 18. Actividad sepiapterina reductasa a lo largo del desarrollo de individuos adultos de 
Drosophila melanogaster. La actividad fue medida en extractos de cabezas de individuos adul­
tos. Los datos representan la media ±  SD de tres experimentos independientes.

1.4.2. Actividad sepiapterina reductasa en diferentes mutantes de color de ojos.

La selección de mutantes a analizar se realizó en función de su patrón de pterinas 
escogiéndose aquellos cuyo fenotipo coincidiese con el esperado para un defecto en la activi­
dad SR (Ferré etal., 1986). Aunque ninguno mostró una disminución extrema en la actividad, 
clot (el), garnet (g), red Malpighian tubules (red) y sepia (se) presentaron niveles disminuidos 
respecto a la cepa salvaje Or-R (Tabla III). De ellos, el locus clot resultaba el mejor candidato 
del gen estructural de la SR ya que dicha mutación afecta de forma específica al patrón de 
pterinas sin alterar el correspondiente a los pigmentos marrones. Además este mutante 
presenta una gran acumulación de sepiapterina como cabría esperar ante un defecto en el 
enzima SR.

Tabla m. Actividad sepiapterina reductasa en mutantes de color de ojos de Drosophila.

Cepa Or-R bo el 9 H rí3 P red se

Actividad media 100'0 105'3 51'6 64'6 89'0 100'0 49*2 7Q'0

SD (3*8) (2'0) (12) (2-5) (2'5) (2*3) (09) (3'1)

La actividad se expresa como el porcentaje de actividad específica respecto a la cepa salvaje Or-R. Los datos corres­
ponden a la media y (SD) de tres ensayos realizados en condiciones estándar sobre diferentes extractos de cabezas 
de individuos adultos recién nacidos.

55



RESULTADOS

1.4.3. Experiencias de dosis génica.

Con la finalidad de comprobar la hipótesis de que el locus.clot correspondiese al gen 
estructural de la SR, se procedió a la realización de pruebas de dosis génica. Para ello se usó 
la cepa Df(2L) c lh4, que contiene una deficiencia en la región cromosómica donde el locus clot 
se localiza. Los resultados (Tabla IV) indicaron la ausencia de correlación entre el número de 
copias clot + y la actividad SR. Aunque los hetorocigotos para la mutación mostraron una 
actividad intermedia a la obtenida en los homocigotos, los genotipos que combinaban los alelos 
mutante y normal con una deficiencia presentaron valores diferentes de los esperados en el 
caso de que el locus clot fuese el gen estructural. Por tanto se concluyó que, aunque la 
actividad SR se ve afectada por distintos loci génicos, ninguna de las cepas analizadas 
presentaba una mutación en el gen de la SR.

Tabla IV. Niveles de actividad sepiapterina reductasa en individuos con diferentes 
copias normales (el*) o mutantes (el) del gen clot

Genotipo Fenotipo8 Actividad SRb copias el* copias el

e l* / c /+ ts 100 2 0

cll el mo 54 0 2

cl+/c l ts 75 1 1

Df(2L) clM /  el* ts 82 1 0

Df(2L) clM /  el mo 89 0 1

Referido al color de ojos como tipo salvaje (ts) y marrón oscuro (mo). Actividad específica expre­
sada como porcentaje respecto a  la cepa salvaje. Los datos son medias de dos ensayos realizados 
en condiciones estándar sobre distintos extractos obtenidos a  partir de cabezas de individuos adultos 
recién nacidos.

56



RESULTADOS

2. CARACTERIZACIÓN MOLECULAR DEL GEN ESTRUCTURAL DEL ENZIMA  
FENILALANINA HIDROXILASA DE DROSOPHILA MELANOGASTER.

El gen de la PAH presenta una elevada similitud, tanto a nivel de secuencia como a 
nivel estructural, entre las diversas especies donde se ha caracterizado. El objetivo del 
presente apartado es la determinación de su estructura en el invertebrado Drosophila 
melanogaster. Asimismo se aborda el estudio de su expresión a través del análisis de los 
transcritos correspondientes.

2.1. ESTRUCTURA DEL GEN DE LA FENILALANINA HIDROXILASA DE DROSOPHILA 
MELANOGASTER.

Para identificar el gen codificante de la PAH en Drosophila melanogaster se procedió al 
rastreo de una genoteca de DNA genómico de la cepa Cantón S construida en XEMBL4 utili­
zando la sonda De Pah correspondiente al cDNA completo del gen (ver apartado 3.5 de Material 
y Métodos). De un total de 4x104 recombinantes analizados se obtuvieron tres clones positivos 
que fueron purificados mediante dos posteriores rastreos, esta vez usando la sonda 5’DcPah 
para evitar posibles falsos positivos debidos a hibridación cruzada con el gen de la tirosina 
hidroxilasa. La caracterización de estos clones mediante su análisis de restricción demostró 
que los tres contenían un mismo inserto de unas 14'5 kb. Por tanto se pudo concluir que 
procedían de un mismo recombinante al que se denominó XDg Pah.

La identificación de la secuencia genómica homologa al cDNA del gen contenida en el 
clon aislado se realizó mediante el análisis de hibridación por Southern blot del DNA digerido 
con diversas endonucleasas con las sondas derivadas de pDmPAH. A partir de los resultados 
obtenidos se elaboró el correspondiente mapa de restricción (Fig. 19). Su comparación con el 
obtenido al analizar la secuencia de cDNA (Neckameyer y White, 1992) demostró que XDgPah 
contenía en su totalidad la región genómica correspondiente al gen de la PAH, poniéndose de 
manifiesto la existencia de diversas regiones intrónicas así como de posible sitios polimórficos.

500 pb 
i-------------1

pDc Pah
Y Y SY LPA P Y

5’ I_____ I__U Ll_l I I

XDgPah
i
STOP

B A X Y S Y Y SY PEA E P Y  E B P
i_________________________ i_______i______i____i_______ i i ii iii____ i i i_____ i_____ i i

Figura 19. Mapa de restricción de gen estructural de la fenilalanina hidroxilasa de Drosophila 
melanogaster. El mapa ha sido deducido a partir del análisis del clon genómico XDgPah. En la 
parte superior se presenta el correspondiente al clon de cDNA deducido mediante el análisis de 
su secuencia nucleotídica (Neckameyer y White, 1992). En la parte inferior se indica la estra­
tegia de secuenciación utilizada (flechas). Abreviaturas empleadas: A, Aval] B, B frl] E, EcoR I; 
L, S a lI; P, PvuH] S, Seal; Y, Sty I; X, Xbal.
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Con la finalidad de confirmar dicho mapa se procedió al análisis de hibridación del clon 
XDgPah utilizando una sonda de DNA genómico construida a partir del fragmento Bfr I de 3'5 
kb de dicho clon. Los resultados producidos coincidieron con los obtenidos utilizando las 
sondas derivadas de pDmPAH, descartando así la posible existencia de fragmentos de restric­
ción intrónicos. Asimismo este mapa, como se ilustrará más adelante, coincidió con el obtenido 
como resultado del análisis de hibridación realizado sobre DNA genómico de la cepa salvaje 
Or-R. Ese mismo análisis confirmó la existencia de una única copia del gen por genoma.

Una vez caracterizado el clon genómico, se procedió a la determinación de la
secuencia nucleotídica de la región homologa al cDNA de la PAH siguiendo la estrategia 
mostrada en la figura 19. La secuencia obtenida se presenta en la figura 20, habiendo sido
remitida a la base de datos EMBL (número de acceso X98116).

aattcgagct cggtacccgg aaagcgtatt accatttaaa agacaaaatc cgacaaaaag - 8 7 2

ttcgggtgag tgtaacgatt ggactaattg attccagtca atctgatgtg gaccgcaagt - 8 1 2

ataaaaaaaa accaagagta gcgcgtgcca ggcccacttg gagctattca ctactgaaat - 7 5 2

aattgccctg aaatgccgtt gaactcgttt ggttagaacc tgtcattaga aaaacacagc - 6 9 2

ccagattatt cagtatgatt ttttgcaaaa caaagcaaat ctaaaactag ctgaaataat - 6 3 2

gttttgttaa tttggacccc agcagagggg cgagtcttag ctgataatat ttccaaaata - 5 7 2

cagtggaaca tgcgaaaagg aagtgctttg ggttcttcaa aagtaagaaa acattgttta - 5 1 2

cgatattata ttttatctat agaaaactgt gcctaagttc caggaacaca gatcyataac - 4 5 2

attccaaact ggtttttcga atcaggcgtt cctttttttc gtattttgaa ttatggatgc - 3 9 2

tagctgtatt taagcctcca acatttagat ttgatcggct agacgacggc ttctgtaatg - 3 3 2

aagctgaata ctgaaatggg attttaggcc catcgagaca ctgggcactg ataaccccgc - 2 7 2

agccgcagag ccatagccgc gattggatcg catgtggatg ccgttccaag atcatttact - 2 1 2

cgcccgattg cccgcgatat tatttgtatt atttactggt ttcagttcgg attgattttc - 1 5 2

gtttgggctc agctatgggg sctatcgaaa aqtc tattta agcgcgcgat tcacagagaa - 9 2

*
attaaatCAe. TTTTAATTCG TGTGCTGAGC GGATCGTTCG CCATCGGTTT TATTGTACTT - 3 2

ATCAGTGGAG
C 1

AAACCCGAGA ATCTTGTGAA
♦ 1

AATGTACCAG CGGCAGGTCT CCTTTGATAA 29

M Y Q R Q V S F D K 10

Ggtttgttgc ttcggcgaga gtcctctgtg cacccggtat agaaagtgat ccgtaaaata 30

gctaataaat taaaaacaat aacaagttta ttattctgcg ttctcagcat gaacttgtcc
aacctttgag gaaaaaaaat tcaaataaaa tataatttta ttattttgat tgaaatgaga
atgcggatct ataatgtata aaacctgtca tggaattggg ttagttcgca atagttctag
acaaaggaaa acagagtggt gtctgggact cctagtggtt tattttattt tcgctcctaa
acaagtagtt tattaatgtg ttttgtagag taaaacctga attaagacgt caggcgcata
tattggaagt agaaacagta cagcttaata agatgtcata taaatacatt aagaacaaat
aattcagccc tgttagagga ccttgttatg gctcaagatc ttgcaaagta tactacttgg
gagaccttcc cacagataca gcacaccaag ttctaggccg agtccttggc aatatgcgct
gattgccatt gcggtcggac ctaaaccttc aatatggggg ttcaagccaa aacacaaaca
atctcaatga tgcagatctg aggcaagtac tacaattaca gttcgttggc tcatataagg
cttcggttaa atgattatgc gatttgggcc ctggtagcct ctgtaatagg agatttgctg 11
atagacattg katagtcata agagcagaga aatattatct gtattaaata gtttggcttg
actgctcgtt tagcccaggt cactcggagt caatctgtca aatttccaat gatgcaatgg
ctgttttccc aaacagcaaa aatataaacc gtaaatattt tttaaattac caatgaattt
attacagCCA ACGCGCGTAG AGGATTCGGC TTACATAGTC GAGGGTGTAG ATATTAAGGA 83

P T R V E D S A Y I V E G V D I K E 28

GGCCAGGAAC ACCTGTCTTC TGTTTTCGCC CAAGGATTCG TCGTTGTCCA GCGGAGCTTT 143

A R N T C L L F S P K D S S L S S G A L 48

GGCCAACATT TTGGCCATCT TCAAGAAGCA TGACATAAAC CTGGTGCATA TTGAGTCGCG 203

A N I L A I F K K H D I N L V H I E S R 68

TTCCTCGCTG CGTGTTCCCG GTTATGAGTT TTTCGTGGAG GCCGATGGAA AATCGGGAGC 263

S S L R V P G Y E FE2 F V E A D G K S G A 88

CTTGGGAAAA GCCATCGAGG ATGTGAAGGA GCAGTGTAGC TACTTTAACA TCATTTCGCG 323

L G K A I E D V K E Q C S Y F N I I S R 108

TGACTACAAG GATAATGCCA CGGCTGTGCC CTGGTTCCCG CGGCGTATAC GCGATCTGGA 383

D Y K D N A T A V P W F P R R I R D L D 128
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TCGTTTCGCC AATCAGATTC TGAGCTACGG ATCGGAGCTG GATGCCGATC ATCCTGGTTT 443
R F A E2aN Q I L S Y G S E L D A D H P G F 148

TACCGATCCG GAATACCGCA AGCGTCGCAA GTACTTCGCC GACATTGCCT ACAACTACAA 503
T D P E Y R K R R K Y F A D I A Y N Y K 168

GCATGGCGAG CCCTTGCCCC ATGTGGATTA CACCAAGGAG GAGATCGAGA CCTGGGGCAT 563
H G E P L P H V D Y T K E E I E T W G I 188

TATCTTCAGG AATCTTACGA AGCTGTATAA GACACATGCC TGTCGCGAGT ACAACCACGT 623
I F R N L T .K L Y K T H A C R E Y N H V 208

CTTTCCCTTG CTGGTGGACA ACTGTGGATT CCGAGAGGAT AACATTCCCC AGCTGGAGGA 683
F P L ™ L V D N p23C G F R E D N I P Q L E D 228

-----------------*— iTGTGTCCAAC TTTTTGAGGG1 gttagttcga ttactgccca ttagatagaa ttcgtaacat 703 
V S N F L R D 235
taaattgctg cacttcagkT TGCACAGGTT TCACTCTGCG TCCAGTGGCT GGACTACTCA 745

C T G F  T L R  P V A G L L S  249
GCTCTCGGGA TTTCCTGGCT GGACTGGCCT TCCGCGTCTT CCACTCCACT CAGTATATCC 805

S R D  F L A  G L A F  R V F  H S T  Q Y I R  269
GACATCCCAG CAAGCCCATG TACACACCGG AACCAGATGT CTGCCACGAG CTGATGGGCC 865

H P S  K P M  Y T P E  P D V  C H E  L M G H  289
ACGTGCCGCT TTTTGCAGAT CCAGCTTTTG CCCAATTCAG TCAGGAGATC GGGCTAGCTT 925

V P L  F A D  P A F A  Q F S  Q E I  G L A S  309
CCCTGGGAGC ACCCGATGAT TACATTGAGA AATTGTCCAC Cgtaagtggc tctttgctct 966

L G A P D D Y I E K L S T  322
aggctaacaa aggataactg tgtgatgcgt gaattctttc tttcagATCT TCTGGTTCAC 980

I F W F T 327
TGTTGAGTAC GGCGTGTGCC GCCAGGAGGG TGAGTTGAAG GCGTACGGAG CTGGTCTGCT 1040
V E Y  G V C R  Q E G  E L K  A Y G A G L L  347

GTCCTCCTAC GGAGAACTGG AGTATTGCCT CACGGACAAG CCGCAGCTGA AGGACTTTGA 1100
S S Y  G E L E  Y C L E4T D K  P Q L K  D F E  367

GCCGGAGGTC ACTGGCGTCA CCAAGTATCC CATTACTCAG TTCCAGCCTC TGTACTATGT 1160
P E V  T G V T  K Y P  I T Q  F Q P L  Y Y V  387

GGCCGATAGT TTCGAAACCG CCAAGGAGAA GACCATgtaa gttactaggc ctaaacatat 1196
A D S F E T A K E K T I  399

ctaacgaaag tgttaaataa cttgaattac ttttagTAAA TTTGCGAACT CGATTCCCCG 1219
E5 K F A N S I P R 407

ACCCTTTGGT GTTCGCTACA ATGCCTATAC TckGAGTGTT GAGGTTCTCG ACTCGAAGCC 1279
P F G  V R Y N  A Y T Q S V  E V L D  S K P  427

CCAGATTTCG AATCTGÁTGG ACAACATTAA CTCCGAGTTC CAGATTCTTC AGAATGCCGT 1339
Q I S  N L M D  N I N  S E F  Q I L Q  N A V  447

TGCCAAGCTG CGCGTCTGAG TAGAATTCAT ATACATTTTT TACTCCCTCT CTTTACTTAC 1399
A K L R V * 452
TATTAAGAAT GAATCAAATA ATAAATAACA TGCAATTATG TAagntnntg taactgtggt 1441
gttgtgttgc gttatgacaa ctctgtatcg ataatgttct gttttttttt tggkktggtt
agcatgttca attacatttt gttgttaagc tcttttgaaa aacatataaa cagttatgta
caaaatgggt ctacattatc ctcatcgtat ttacaggctt aagcaagttc taacgactcg
tcctataggt atgtacaaat cttaaacatt gagctaacta aaattattaa ggtagttgta
gttgagttta agatagtttg tttccattta caagttctaa gtttaaagcm yttggctctt
tatcag

Figura 20. Secuencia nucleotídica del gen de la fenilalanina hidroxilasa de Drosophila 
melanogaster. Las mayúsculas y minúsculas representan exones e intrones, respectivamente. 
La primera base del codón de inicio es tomada como posición +1 (intrones no incluidos). Los 
asteriscos indican el inicio de los cDNA caracterizados (Morales et al., 1990; Neckameyer y 
White, 1992). Se indican la supuesta caja TATA detectada (subrayado doble), el posible inicio 
de transcripción (punteado) y la señal de poliadenilación (subrayado). Los oligonucleótidos 
utilizados se indica mediante flechas horizontales. La cabeza de flecha indica el nucleótido 
adicional respecto a la secuencia de cDNA (Neckameyer y White, 1992).
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La determinación de la estructura del gen de la PAH de Drosophila melanogaster se 
realizó mediante la comparación de la secuencia obtenida con la correspondiente al cDNA 
previamente publicada (Morales et al., 1990; Neckameyer y White, 1992). Esta comparación 
indicó que la región de DNA genómico caracterizada contenía en su totalidad la región codifi­
cante del gen interrumpida por un total de cuatro intrones (Fig. 21).

5 0 0  p b

|_____________ | TATTTAA

 h )  1 »
ATG TGA

Figura 21. Estructura del gen de la fenilalanina hidroxilasa en Drosophila melanogaster. La 
estructura ha sido deducida por comparación de la secuencia del clon genómico con la del 
cDNA previamente publicada (Morales etal., 1990; Neckameyer y White, 1992). Los exones e 
intrones se representan mediante cajas vacías y líneas continuas, respectivamente. Se indica 
la posición de los codones de inicio (ATG) y parada (TGA) de traducción. La supuesta caja 
TATA identificada en la zona 5' no transcrita del gen se indica mediante una flecha.

La pauta abierta de lectura (ORF) coincidió con la deducida a partir del cDNA excepto 
por la presencia de 17 sustituciones dispersas de las cuales 16 resultaron silenciosas. Dos de 
ellas ocasionaban cambios en el patrón de restricción confirmado la presencia de sitios poli- 
mórficos. Tan sólo se observó un cambio conservativo en el aminoácido 332 (Leu-»Val). 
Además de estos polimorfismos, la secuencia obtenida presentaba una base adicional en la 
posición 1346 respecto a la publicada por Neckameyer y White (1992). Esta base producía un 
cambio de pauta que afectaba a los 5 últimos aminoácidos del extremo C-terminal, introdu­
ciendo un nuevo codón de parada, de forma que la proteína deducida resultó compuesta por 
452 residuos frente a los 453 descritos. Dado que también se encontraba en la secuencia 
publicada por Morales y colaboradores (1990), su presencia se consideró confirmada.

Los sitios de unión exón/intrón (Fig. 22) presentaron una elevada homología con las 
secuencias consenso de los sitios de eliminación de intrones 5' [(A/C)AG/GT(A/G)AGT(A/T)j y 
3' [CAG/(A/G)T] descritas para los genes de Drosophila melanogaster, apareciendo en todos 
los casos los dinucleótidos obligatorios GT...AG (Mount et al., 1992). También se pudieron 
identificar posibles secuencias de punto de ramificación (branch-point). El contenido en AT de 
los intrones resultó significativamente superior al presentado por los exones, circunstancia 
característica de los genes de Drosophila (Mount et al., 1992). En lo que hace referencia a la 
región 3' no traducida (409 nt secuenciados), no se encontró ninguna posible señal de 
poliadenilación aparte de la secuencia AATAAA previamente descrita, localizada a 120 pb del 
codón de parada (Morales etal., 1990; Neckameyer y White, 1992).

La búsqueda de posibles secuencias promotoras se realizó en los 931 pb secuencia- 
dos en dirección 5' respecto al punto de inicio de traducción (Fig. 20). Se localizó una posible 
caja TATA, rodeada de la característica región rica en GC, en posición -34 respecto al más 
largo de los cDNAs identificados (Morales et al., 1990). Esta secuencia TATTTAA coincidía 
exactamente con la correspondiente al promotor propuesto para el gen de la tirosina hidroxi- 
lasa en Drosophila (Birman et al., 1994) así como al promotor de la alcohol deshidrogenasa 
activo durante el estadio adulto (Benyajati y Dray, 1984). Además se pudo identificar la
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secuencia ATCAGTT, a 32 pb de la supuesta caja TATA, idéntica al consenso del sitio de 
adición del capucha ATCA(G/T)T(C/T) en genes de Drosophila (Hultmark et al., 1986). Todos 
estos datos sugerían que éste pudiera ser el sitio de inicio de transcripción controlado por la 
secuencia TATA detectada.

EXÓN %AT Sitio dador INTRÓN %AT Sitio aceptor

1
( 1 1 4 / 3 9 ) *

55
F D K

CTTTGATAAG/gtttgttgct 
30

1
( 906)

63
P T R V 

tttattacag/CCAACGCGCG

2
(673)

48
F L R D
TTTTTGAGGG/gttagttcga

702
2

( 59)
64

C T G 
tgcacttcag/ATTGCACAGG

703

3
( 263)

45
L S T 

ATTGTCCACC/gtaagtggct 3
( 65)

58
I F W F 

tttctttcag/ATCTTCTGGT
967

4
( 230)

45
K T I

AGAAGACCAT/gtaagttact
1196

4
(60)

72
K F A 

ttacttttag/TAAATTTGCG
1197

5 60
▼TTACTTACTATTAAGAATGAATCAAATAATAAATAACATGCAATTATGTAaa

( 245) 1441

Figura 22. Secuencia nucleótidica de las uniones exón/intrón del gen de la fenilalanina 
hidroxilasa de Drosophila melanogaster. Los exones se representan por letras mayúsculas y 
los intrones por minúsculas, numerados de acuerdo con la figura 20. El tamaño de exones e 
intrones viene indicado entre paréntesis (pb). El asterisco en el exón 1 indica el tamaño según 
la secuencia de cDNA publicada por Morales et al. (1990) y por Neckameyer y White (1992), 
respectivamente. Asimismo se presenta el porcentaje de A+T. La supuesta señal de poliadeni- 
lación aparece subrayada. El sitio de adición de la cola poli(A) se indica mediante una flecha.

2.2. ANÁLISIS DE TRANSCRIPCIÓN DEL GEN DE LA FENILALANINA HIDROXILASA DE 
DROSOPHILA MELANOGASTER.

La presencia de intrones largos en Drosophila melanogaster se ha relacionado con la 
existencia de elementos funcionales diferentes a los requeridos para su propia escisión. Dado 
que el tamaño del intrón 1 del gen de la PAH resultó mayor que la longitud media de los intro­
nes de Drosophila (Mount et al., 1992) se procedió a la realización de análisis encaminados a 
la búsqueda de este tipo de elementos.

Ninguna secuencia previamente descrita presentó homología significativa con la 
correspondiente a este intrón. Tampoco se encontraron repeticiones que pudieran relacionarse 
con alguna función para dicha secuencia. Sin embargo, al analizar la presencia de posibles 
elementos promotores, se pudieron encontrar varias regiones ricas en A+T (Fig. 23). Además, 
en posición 892, a 15 pb de la unión con el exón 2, se localizó un triplete ATG en pauta con el 
resto de la secuencia proteica. Estas observaciones llevaron a plantear la posible existencia de 
un transcrito alternativo del gen iniciado en el intrón 1.
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'

ATGTACCAG 
M Y Q

CGGCAGGTCT 
R Q V S

CCTTTGATAA 
F D K

29
10

Ggtttgttgc ttcggcgaga gtcctctgtg cacccggtat agaaagtgat ccgtaaaata 30
gctaataaat taaaaacaat aacaagttta ttattctgcg ttctcagcat gaacttgtcc
aacctttgag gaaaaaaaat tcaaataaaa tataatttta ttattttgat tgaaatgaga
atgcggatct ataatgtata aaacctgtca tggaattggg ttagttcgca atagttctag
acaaaggaaa acagagtggt gtctgggact cctagtggtt tattttattt tcgctcctaa
acaagtagtt tattaatgtg ttttgtagag taaaacctga attaagacgt caggcgcata
tattggaagt agaaacagta cagcttaata agatgtcata taaatacatt aagaacaaat
aattcagccc tgttagagga ccttgttatg gctcaagatc ttgcaaagta tactacttgg
gagaccttcc cacagataca gcacaccaag ttctaggccg agtccttggc aatatgcgct
gattgccatt gcggtcggac ctaaaccttc aatatggggg ttcaagccaa aacacaaaca
atctcaatga tgcagatctg aggcaagtac tacaattaca gttcgttggc tcatataagg

11cttcggttaa atgattatgc gatttgggcc ctggtagcct ctgtaatagg agatttgctg
atagacattg catagtcata agageagaga aatattatct gtattaaata gtttggcttg
actgctcgtt tagcccaggt cactcggagt caatctgtca aatttccaat gatgcaatgg
ctgttttccc aaacagcaaa aatataaacc gtaaatattt tttaaattac ca ATGaattt 

M N L 
ATATTAAGGAattacaaCCA ACGCGCGTAG AGGATTCGGC TTACATAGTC GAGGGTGTAG 83

L Q ]P T R V E D S A Y I V E G V D I K E 28

Figura 23. Secuencia nucleótidica del intrón 1 del gen de la fenilalanina hidroxilasa de 
Drosophila melanogaster. La secuencia intrónica se representa mediante letras minúsculas y 
los exones adyacentes mediante mayúsculas, numerados de acuerdo con la figura 20. Se 
indica el supuesto codón de inicio (ATG) localizado en la secuencia del intrón así como la pauta 
de lectura resultante (encuadrada). La flecha indica la posición del oligonucleótido 11.

Para comprobar dicha hipótesis, y en colaboración con la Dra. M. Moulard, se procedió 
al análisis de mensajeros mediante la técnica conocida como PCR acoplada a retrotranscrip- 
ción (RT-PCR). La estrategia seguida consistió en la utilización de cebadores que amplificaran 
de forma específica el supuesto transcrito. Así se diseñaron los oligonucleótidos 11, localizado 
en el intrón 1, y E5, localizado en el exón 5 (Fig. 24A). Como molde se utilizó el cDNA obtenido 
mediante retrotranscripción cebada por oligo(dT) de RNA total de cabezas de adultos de la 
cepa Or-R. Como resultado de dicha amplificación se obtuvo un único fragmento, de aproxi­
madamente 1300 nt, que hibridó de forma específica con la sonda De Pah (Fig. 24B). La 
determinación de su secuencia nucleótidica confirmó su identidad como un nuevo mRNA de la 
PAH que contenía parte de la secuencia del intrón 1. El resto de los intrones había sido elimi­
nados según el patrón esperado. Este nuevo mensajero, cuya estructura se presenta en la 
figura 25, se denominó Pah mRNA tipo n frente al anteriormente descrito, referido como Pah 
mRNA tipo I. La secuencia proteica codificada por el transcrito tipo n, de 447 aminoácidos, 
sólo difería de la correspondiente al mRNA tipo I, de 452 aminoácidos, en los primeros resi­
duos del extremo N-terminal, en el dominio regulador del enzima PAH (Fig. 23).
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1

A) 500 pb

E1
>

■ílh
E23 E5<

B)
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Figura 24. Detección de transcritos del gen de la PAH de 
Drosophila melanogaster mediante RT-PCR. A) 
Estructura del gen mostrando la localización de los 
cebadores utilizados. B) Separación electroforética de los 
productos obtenidos: línea 1, producto de la amplificación 
del cDNA (retrotranscripción cebada por oligo(dT)) 
utilizando los oligonucleótidos 11 y E5; línea 2, control con 
DNA genómico como molde de la amplificación.

A)

500 pb 
I------- TATTTAA

E1 1 . 1 11 E23 E5

ASí _ L U  ’ H ^=K 4=H
ATG ATG* TGA
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Pah mRNA 
tipo I

Pa/j mRNA 
tipo II

Figura 25. Estructura de los transcritos del gen de la fenilalanina hidroxilasa detectados en 
cabezas de adultos. A) Estructura genómica determinada por comparación de la secuencia del 
clon genómico con el cDNA publicado (Morales et al., 1990; Neckameyer y White, 1992). 
Exones e intrones son representados mediante cajas vacías y líneas continuas, respectiva­
mente. Las flechas verticales indican la posición de la supuesta caja TATA (TATTTAA) identifi­
cada en la región 5' no transcrita del gen así como las diferentes zonas ricas en AT localizadas 
en el intrón 1. Los codones de inicio (ATG) y parada (TGA) de traducción son indicados, así 
como el supuesto codón de inicio detectado en el intrón 1 (ATG*). Las cabezas de flechas 
muestran la posición de los oligonucleótidos utilizados en el análisis de RT-PCR. B) Estructura 
de los transcritos detectados. La correspondiente al mRNA tipo n ha sido deducida a partir del 
análisis de los productos de RT-PCR obtenidos con la combinación de cebadores 11 y E5, por 
los que su extensión total no ha podido ser determinada. La caja gris representa la secuencia 
del intrón 1 presente en este transcrito (exón 2').
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Como estudio preliminar encaminado a determinar el posible significado fisiológico de 
la existencia de estos transcritos, se analizó su presencia a lo largo del desarrollo de 
Drosophila. Para ello se procedió a su amplificación mediante RT-PCR a partir de RNA total 
extraído en diferentes estadios. Como cebador de la reacción de retrotranscripción se utilizó el 
oligonucleótido E23, correspondiente a la secuencia de la unión entre el exón 2 y 3. La amplifi­
cación se realizó utilizando E23 como cebador reverso, lo que evitó la amplificación iniciada en 
DNA genómico contaminante, en combinación con los cebadores directos E1, específico para 
el mRNA tipo I, o 11, especifico para tipo H Mientras que el Pah mRNA tipo I aparecía en todos 
los estadios analizados, en pupas de dos y tres días no se detectó mRNA tipo n. Además la 
señal correspondiente a los estadios larvarios iniciales apenas era detectable (Fig. 26). Estos 
resultados sugerían la existencia de una regulación de la expresión del gen de la PAH a lo largo 
del desarrollo. La interpretación precisa de estas observaciones está siendo objeto de estudios 
adicionales (i.e. análisis cuantitativo).

Figura 26. Análisis de los transcritos del gen de la fenilalanina hidroxilasa a lo largo del desa­
rrollo de Drosophila. Se presenta la separación electroforética en agarosa al 1 '5% de los pro­
ductos generados por RT-PCR con los cebadores E1 y E23 (A: carreras 1, 3, 5, 7, 10, 12 y 14; 
B: carreras 1, 3, 5, 7 y 10) o 11 y E23 (A: carreras 2, 4, 6, 8, 11 y 13; B: carreras 2, 4, 6, 8 y 9). 
Estadios analizados; A) 1, 2: embriones de 0 a 6 h; 3,4: embriones de 6 a 12 h; 5, 6: embriones 
de 12 a 18 horas; 7, 8: embriones de 18 a 24 horas; 9, 10: primer estadio larvario; 11, 12: 
segundo estadio larvario; 13, 14: tercer estadio larvario. B) 1,2: pupa blanca; 3, 4: pupa de 2 
días; 5, 6: pupa de 3 días; 7,8: pupa de 4 días; 9,10: cabezas de adultos de 0 a 48 h.
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Como conclusión del análisis de transcripción realizado se pudo afirmar que en 
Drosophila melanogaster se producen al menos dos mensajeros diferentes del gen de la PAH, 
cuyos productos proteicos se diferencian tan sólo en los primeros aminoácidos del extremo 
regulador N-terminal. Su estructura sugiere que su origen resida en el uso de promotores 
alternativos.

Actualmente el estudio se está ampliando mediante la determinación de los puntos de 
inicio de transcripción y el análisis de la distribución de estos mensajeros con el objeto de 
confirmar el supuesto origen y establecer el significado fisiológico de esta expresión diferencial. 
Los resultados hasta ahora obtenidos sugieren la existencia de un tercer transcrito, 
denominado Pah mRNA tipo ni, aunque su caracterización no ha sido concluida. Éste 
contendría secuencias localizadas a más de 450 nt en dirección 5' del ATG correspondiente al 
transcrito tipo I, presentando un nuevo patrón de procesado (Fig. 27). Su pauta de lectura, de 
455 residuos, se diferenciaría de la de los otros dos transcritos en los primeros aminoácidos 
del extremo N-terminal.

500 pb

Pah mRNAtipo III

B)
EO

. .atacraacA TGCGAAAAGG AAGTGCTTTG GGTTCTTCAA AAcrtaaaaaa acattgttta - 5 1 2
M R K G S A L G S K

cgatattata ttttatctat agaaaactgt gcctaagttc caggaacaca gatcyataac
............................  1440 nt ...........................

EXÓN2
attacagCCA ACGCGCGTAG AGGATTCGGC TTACATAGTC GAGGGTGTAG ATATTAAG..

P T R V E  D S A  Y I V E G V D  I K . .

- 4 5 2

83
28

Figura 27. Estructura propuesta para el transcrito tipo ID del gen de la fenilalanina hidroxilasa 
de Drosophila melanogaster. A) Representación esquemática de la estructura del mRNA tipo 
ni. Se presenta la organización del gen de acuerdo con la figura 25. La caja negra indica la 
nueva secuencia exónica. B) Secuencia nucleotídica parcial deducida a partir del producto de 
amplificación del RNA de cabezas de adultos utilizando el oligonucleótido EO en combinación 
con E23 y E5. Las mayúsculas indican la secuencia presente en el transcrito y las minúsculas 
representan las secuencias eliminadas durante el procesado (numeración según figura 20). Se 
indica el posible codón de inicio y la secuencia proteica deducida (encuadrada).
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3. IDENTIFICACIÓN DEL LOCUS HENNA  CON EL GEN ESTRUCTURAL DE LA 
FENILALANINA HIDROXILASA EN DROSOPHILA MELANOGASTER.

Como se ha expuesto en la introducción, el locus Henna ha sido relacionado con la 
síntesis de drosopterinas en Drosophila melanogaster. Sin embargo, distintas evidencias han 
sugerido la identidad de dicho locus con el gen estructural de la PAH. El objetivo planteado en 
este trabajo consiste en la demostración de esta hipótesis a través de la caracterización mole­
cular de las mutaciones responsables del fenotipo Henna.

3.1. ANÁLISIS DE HIBRIDACIÓN DEL GEN DE LA FENILALANINA HIDROXILASA EN EL 
MUTANTE HENNA-RECESSIVE\

En una primera aproximación a la identificación del locus Henna como el gen estructu­
ral de la PAH en Drosophila melanogaster se realizó su análisis de restricción en diversas 
cepas mutantes (Hrí28bp, Hrí20vp, Hrí6300, Hrí, H rí791 y Hrí3). Para ello se procedió a la hibrida­
ción mediante Southern blot del DNA genómico de dichas cepas digerido con diversos enzimas 
de restricción escogidos en base al mapa obtenido al analizar la secuencia del gen. En este 
análisis se utilizaron las sondas derivadas del clon de cDNA pDcPAH.

En la figura 28 se muestran los resultados de los experimentos de hibridación más 
significativos. Los fragmentos observados al analizar el DNA de la cepa salvaje Or-R coincidie­
ron con el mapa deducido a partir de la secuencia del clon genómico (Fig. 29) indicando que el 
gen de la PAH está presente en una sola copia por genoma haploide de Drosophila. Tan sólo 
se observó la existencia de dos sitios polimórficos, previamente descritos al analizar la 
secuencia del clon genómico. Así, el sitio Sal I localizado en el exón 2 de los clones de cDNA 
(Morales et al., 1990; Neckameyer y White, 1992) no apareció en la cepa salvaje. Además la 
población analizada presentó dos haplotipos que diferían en la presencia/ausencia de un sitio 
EcoR I  localizado en el exón 5 del gen. Este hecho se puso de manifiesto al analizar la diges­
tión doble EcoRVBfrl, donde se observaron las bandas de 0 7  kb y 0'5 kb correspondientes a 
cada uno de estos haplotipos respectivamente.

De las cepas analizadas sólo Hrí3 presentó cambios detectables en el patrón de 
restricción del gen respecto a la cepa salvaje Or-R por lo que el estudio se centró en este 
mutante. Los resultados obtenidos indicaron la existencia de fragmentos que no podían ser 
explicados por polimorfismos en sitios de restricción. Así, el fragmento EcoR I de 0’3 kb 
(carreras 1, 3) de la cepa salvaje resultó reemplazado por un fragmento de 1 '5 kb (carreras 2, 
4) en el mutante Hrí3. El fragmento Bfr I de 3'5 kb (carrera 5), que contiene en su totalidad la 
región codificante del gen, no apareció al analizar el DNA procedente de Hrí3, siendo sustituido 
por dos fragmentos de 4 y 2 kb, respectivamente (carrera 6). El fragmento Pvu II de 0'5 kb 
(carrera 9) de la cepa salvaje no apareció en Hrí3, siendo reemplazado por dos fragmentos de 
7'4 kb y 0’3 kb, respectivamente (carrera 10). El resto de las endonucleasas utilizadas también 
produjeron patrones alterados (carreras 7, 8 ,11 ,12 ,13 ,14 ,15 ,16  y otros no mostrados). Dado 
que el análisis de hibridación no excluía la posibilidad de que las alteraciones observadas en el 
patrón de restricción fueran debidas a la existencia de aberraciones cromosómicas, se realizó 
el examen citológico de los cromosomas politénicos en la cepa Hrí3. Éste reveló la ausencia de 
alteraciones estructurales en la región del cromosoma 3 donde se localiza el gen de la PAH 
(datos no ilustrados). Este punto fue confirmado mediante el análisis de los cromosomas de los 
descendientes del cruce entre el mutante y la cepa salvaje Or-R. Por tanto, estos resultados 
indicaron que el gen de la PAH presenta una importante reordenación en la cepa mutante H rí3.
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Figura 28. Análisis de hibridación del gen de la fenilalanina hidroxilasa en la cepa H rí3. Los 
DNAs genómicos (10 jig) procedente de la cepa salvaje Or-R (O) y Hrí3 (H) fueron digeridos 
con diferentes endonucleasas. Después de su separación electroforética en agarosa al 0'8% y 
transferencia a filtro, se procedió a la hibridación en condiciones de máxima estringencia 
usando la sonda DcPah derivada del clon pDcPAH marcada con digoxigenina. La detección se 
llevó a cabo por el método de quimioluminiscencia. Abreviaturas utilizadas para los enzimas de 
restricción: A, Ava I; B, Bfr I; R, EcoRY, G, BglII; P, Pvu II; L, SalI; S, Sea I; Y, S fyl.
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Además de esta reordenación, el patrón de restricción del gen de la PAH en Hrí3 
presentó una segunda alteración que afectaba a su longitud. Los fragmentos Sea I de 07 kb y 
Sty I de 0'45 kb producidos en la cepa Or-R (carreras 13, 16) se mostraron reducidos en 
aproximadamente 20 pb cuando el DNA de Hrí3 fue analizado (carreras 14, 17). La misma 
reducción de tamaño se observó en otras digestiones.

En base a estos resultados, junto con datos procedentes de otros filtros no ilustrados, 
se construyó el mapa de restricción del gen de la PAH en la cepa Hrí3 (Fig. 29). Su compara­
ción con el correspondiente a la cepa salvaje indicó la presencia de una inserción de DNA 
extraño (al menos 7'2 kb) entre los sitios Ava I del exón 3 y EcoR I del intrón 3. Asimismo se 
pudo deducir la existencia de una pequeña deleción (unos 20 pb) localizada entre los sitios Sea 
I del intrón 1 y Sty I del exón 2.

Or-R I

0.5 kb 
I------

Hrí3

G A GYGS

ATG
►
E1

Y Y S Y PEA E G P  Y E B P

i i
ATO* . . X f 23 - - TGA* ►

E2 E2a E2b
< *
E4 E5

GYGS Y Y S Y L  PEA E P Y  E B P

4

0.5 kb 
I 1
A P S B E L ^ "  Y G

Figura 29. Mapa de restricción del gen de la fenilalanina hidroxilasa en la cepa Hrí3 comparado 
con el correspondiente a la cepa salvaje Or-R. La estructura genómica se representa de 
acuerdo con la figura 25: exones, cajas vacías; intrones, líneas continuas; secuencia del intrón 
1 presente en el transcrito salvaje tipo n, caja gris; inicio de traducción, ATG; codón de parada, 
TGA; inicio de traducción del transcrito tipo n, ATG*. La inserción y la deleción observadas en 
Hrí3 se localizan mediante flechas verticales llenas y vacías, respectivamente. Dadas las 
limitaciones del análisis de hibridación no se descarta la existencia de fragmentos de 
restricción internos en la inserción detectada. Los cebadores utilizados en las distintas 
experiencias de PCR se representan por cabezas de flecha. Las abreviaturas de los sitios de 
restricción son: A, Ava I; B, Bfr I; E, EcoR I; G, Bgt II; P, Pvu II; L, Sal I; S, Sea I; Y, Sty I. Los 
círculos señalan los sitios polimórficos detectados.

Con la finalidad de caracterizar estas alteraciones se realizaron diversas experiencias 
de amplificación mediante PCR sobre DNA genómico utilizando cebadores que las flanquea­
ban (mostrados en Fig. 29). La especificidad de los productos obtenidos se comprobó 
mediante hibridación por Southern blot usando la sonda De Pah. Cuando se utilizaron los 
cebadores 11 y E2, cuya secuencia diana comprende la zona en la que se localiza la deleción 
detectada, el DNA genómico de la cepa Or-R produjo un único fragmento de la longitud 
esperada (464 pb). Al analizar el DNA procedente de Hrí3 se obtuvo un fragmento de menor 
tamaño (unos 440 pb) que híbrido de forma específica con la sonda DcPah. La secuenciación
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de dichos fragmentos puso de manifiesto que la diferencia de tamaño era debida a la presencia 
de una deleción de 24 pb en el extremo 3' del intrón 1 del gen en la cepa Hrí3 respecto a la 
cepa salvaje (Fig. 30). El análisis de las secuencias flanqueantes a dicha deleción indicó que 
su origen podría deberse a un fenómeno de corrimiento (slippage) de la DNA polimerasa 
(Levison y Gutman, 1987). En la región del gen secuenciada se encontraron algunos polimor­
fismos silenciosos respecto a la secuencia del clon genómico.

INTRON 1 EXON 2

. . . a a t c t g t c a a a t t t c ^ a a c a g c a a a a a t a t a a a c c g t a a a t a t t t t t t a a a t t a c c a a c a g j Ü Ü A A . . 

c a a t g a t g c a a tg g c t g t t t t c c c

Figura 30. Secuencia nucleótidica parcial del intrón 1 del gen de la fenilalanina hidroxilasa en la 
cepa Hrí3. Se presenta la secuencia delecionada respecto a la cepa salvaje.

Para intentar amplificar la región del gen que incluía la inserción detectada se utilizaron 
los cebadores directos E2a y E2b, localizados en el exón 2, en combinación con los cebadores 
reversos E4 y E5, localizados en el exón 4 y 5, respectivamente (mostrados en Fig. 29). Dada 
la gran longitud de la secuencia diana (más de 7 kb), las condiciones de PCR se adecuaron a 
la amplificación de fragmentos grandes (ver apartado 3.8.2 de Material y Métodos). Mientras 
que la amplificación sobre el DNA genómico procedente de la cepa Or-R produjo los fragmen­
tos esperados con todas la combinaciones de cebadores empleadas, no se detectó ningún 
producto al utilizar el DNA de Hrí3 como molde. Así, este resultado pudo interpretarse como 
una evidencia adicional de la presencia de una inserción de DNA extraño, cuya elevada longi­
tud impedía la amplificación.

Como conclusión del análisis realizado se pudo afirmar que en Hrí3 el gen de la PAH 
presenta dos mutaciones detectables: una pequeña deleción en la secuéncia del intrón 1 y una 
inserción sin identificar, de al menos 7'2 kb, situada en la región limitada por el exón 3 y el 
intrón 3. Las características fenotípicas de este mutante, en el que no se detecta proteína PAH 
siendo la actividad enzimática tan sólo del 10% respecto a la cepa salvaje (Silva et a/., 1992), 
sugerían que estas mutaciones pudieran ocasionar la disfunción del gen.

3.2. ESTUDIO DE LA TRANSCRIPCIÓN DEL GEN DE LA FENILALANINA HIDROXILASA 
EN LA CEPA MUTANTE HENNA-RECESSIVÉ3.

Para determinar el efecto de las mutaciones detectadas sobre la funcionalidad del gen 
de la PAH, se procedió a realizar el correspondiente análisis de transcripción. Para ello se utili­
zaron dos técnicas complementarias de detección de mensajeros: hibridación en filtro de RNA 
poli(A)+mediante Northern bloty amplificación de RNA mediante RT-PCR. El estudio se realizó 
sobre el RNA extraído de cabezas de adultos ya que los datos publicados indican que en éstas 
se produce una acumulación de mensajeros de la PAH (Neckameyer y White, 1992). La ele­
vada expresión del gen en cabezas de adultos se ve confirmada por los estudios de mmunode- 
tección de la proteína realizados por Silva y colaboradores (1992). En cuanto al estadio de los
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individuos analizados fue de 0 a 12 horas después de la emergencia del adulto ya que es en 
este periodo donde se ha detectado una mayor actividad enzimática (Bel et al. 1992a).

El análisis de hibridación mediante Northern blot se realizó sobre RNA poli(A)+ 
utilizando la sonda De Pah correspondiente al cDNA de la PAH. De acuerdo con los datos publi­
cados (Morales et al., 1990), en la cepa salvaje Or-R se detectó un único transcrito de aproxi­
madamente 1500 nt (no ilustrado). La presencia de una sola banda sugería que los diferentes 
transcritos descritos en este trabajo presentaban un tamaño similar como se deducía de la 
estructura propuesta a partir de los análisis de RT-PCR. Sin embargo, este punto requerirá su 
confirmación a través de la determinación exacta de los sitios de inicio de transcripción. Al 
analizar el RNA poli(A)+ procedente del mutante Hrí3, no se obtuvo señal alguna, aportando 
una primera evidencia acerca del efecto que las mutaciones descritas producía sobre la 
expresión del gen. Sin embargo, dado que el análisis de restricción de la cepa Hrí3 indicaba 
que el promotor del gen permanecía intacto, no se descartó la posible presencia de transcritos 
en niveles inferiores a lós de detección mediante Northern blot, procediéndose a reexaminar la 
expresión del gen mediante la técnica conocida como RT-PCR, un método muy sensible para 
la detección de RNAs de poca abundancia.

El análisis de RT-PCR se realizó sobre el cDNA obtenido mediante retrotranscripción 
del RNA total utilizando una mezcla de hexanucleótidos como cebadores de la transcriptasa 
reversa. La amplificación se realizó utilizando las combinaciones de oligonucleótidos E2b-E4 y 
E2a-E5, que flanqueaban la inserción detectada (mostrados en Fig. 29). La especificidad de los 
productos obtenidos fue confirmada mediante hibridación por Southern blot con la sonda 
De Pah. Como cabría esperar de la amplificación iniciada en los transcritos de la PAH, en la 
cepa salvaje se produjo un único fragmento de 472 nt al utilizar los cebadores E2b-E4 (Fig. 31, 
carrera 1). El producto minoritario de 585 nt se correspondía con la amplificación del DNA 
genómico contaminante presente en la muestra, como así demostraron los controles realizados 
sin transcriptasa reversa. Al analizar el RNA procedente de la cepa Hrí3 (carrera 2), la 
amplificación con estos mismos cebadores resultó en un fragmento de unos 430 nt, que tan 
sólo fue detectado tras su hibridación con la sonda de cDNA. La reamplificación de la muestra 
produjo dos fragmentos adicionales, de unos 510 nt y 500 nt respectivamente (carrera 3). Los 
análisis posteriores evidenciaron que la banda de 500 nt consistía en una molécula 
heterodúplex formada por hibridación entre los otros dos fragmentos. Al utilizar la combinación 
de oligonucleótidos E2a-E5, se obtuvieron resultados similares. Mientras que en la cepa salvaje 
se obtuvo una única banda del tamaño esperado (carrera 5), la amplificación sobre el RNA de 
Hrí3 produjo un fragmento de tamaño inferior, unos 800 nt, sólo detectable tras hibridación 
(carrera 6). Su reamplificación resultó en dos fragmentos adicionales, de unos 870 y 880 nt, 
siendo el primero una molécula heterodúplex (carrera 7). Al utilizar los cebadores E2b y E4 en 
la reacción de reamplificación (carrera 4) se reprodujeron los resultados obtenidos 
anteriormente, pudiéndose relacionar los fragmentos de 430 y 500 nt, con los de 800 y 880 nt, 
respectivamente.

La determinación de la secuencia nucleótidica de estos productos confirmó que 
provenían de la amplificación de dos transcritos distintos del gen de la PAH, aunque ambos se 
diferenciaban sustancialmente de los mensajeros producidos en la cepa salvaje (Fig. 32). El 
transcrito correspondiente a los productos mayoritarios (430 y 800 nt), denominado Hrí3 Pah 
mRNA tipo 1, presentó una inserción no identificada de 41 nt en el exón 3 del gen. Además se 
observaba la deleción de los últimos 76 nt de dicho exón. El correspondiente a los fragmentos 
de 510 y 880 nt, denominado Hrí3 Pah mRNA tipo 2, presentaba en la misma posición una 
inserción de 42 nt, 41 coincidentes con los observados en el mRNA tipo 1 más un nucleótido
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adicional. El resto de la región secuenciada resultó idéntica, salvo por la presencia de algunas 
sustituciones silenciosas, al transcrito salvaje pudiéndose comprobar que la eliminación de los 
intrones 2 y 4 se había realizado de acuerdo con el patrón normal. La localización de la 
secuencia insertada en el exón 3 sugería su relación con la inserción detectada al analizar la 
estructura del gen.

A 1 2 3 4 5 6 7

B 1 2 3 4 5 6 7

Figura 31. Análisis de los transcritos del gen de la fenilalanina hidroxilasa mediante RT-PCR. 
A) Separación electroforética de los productos de RT-PCR (agarosa al 1'5%). B) Hibridación 
con la sonda De Pah. El cDNA fue obtenido mediante retrotranscripción cebada con oligo(dT) a 
partir del RNA total de cabezas de adultos de Or-R (carreras 1 y 5) y Hrí3 (carreras 2 y 6). Los 
oligonucleótidos utilizados en las reacciones de amplificación fueron E2b y E4 (carreras 1 y 2) o 
E2a y E5 (carreras 5 y 6). Los productos obtenidos a partir del RNA de Hrí3 fueron sometidos a 
reamplificación: carrera 3, producto de reamplificación de carrera 2; carrera 7, producto de 
reamplificación de la carrera 6; carrera 4, producto de la carrera 6 reamplificado con los 
cebadores internos E2b y E4.
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exon 3
Or-R mRNA . GATCCAGC----------------
Hnr3 mRNA 1 .GATCCAGCTGTAAAGTCCCAAATGA 
Hnr3 mRNA 2 .GATCCAGCTGTAAAGTCCCAAATGA

------------------------ TTTTGCCCAATT
GAAGACTTTACTCGTTGAGTTTTT - - - - - - - - - - - -- 
GAAGACTTTACTCGTTGAGTTTTTCTTTTGCCCAATT

CAGTCAGGAGATCGGGCTAGCTTCCCTGGGAGCACCC

CAGTCAGGAGATCGGGCTAGCTTCCCTGGGAGCACCC
/exon 4

GATGATTACATTGAGA^TTGTC^CC/ATTCTCTG.
----------------------------ATTTTCTG.
GATGATTACATT GAGAAAC TGTCCACC/ATTTTCTG.

Figura 32. Secuencia nucleotídica 
parcial de los transcritos del gen de 
la fenilalanina hidroxilasa detectados 
en Hrí3 comparada con la corres­
pondiente a los mensajeros de la 
cepa salvaje (región entre posiciones 
880 a 980 según Fig. 20). La 
inserción detectada aparece sub­
rayada. La secuencia del exón 3 
delecionada en el mRNA tipo 1 apa­
rece punteada.

El efecto de la deleción detectada en el intrón 1 se analizó utilizando los oligonucleóti­
dos E1, en el exón 1, y E23, en la unión entre los exones 2 y 3 (mostrados en Fig. 29). Tanto la 
amplificación del RNA de Or-R como de Hrí3 produjo un único fragmento del tamaño esperado 
(732 nt) (datos no ilustrados). Sin embargo, el rendimiento a partir del RNA de Hrí3 resultó 
inferior, sólo detectándose el producto correspondiente tras hibridación. La secuenciación de 
estos fragmentos confirmó que ambos eran idénticos, procediendo de la amplificación de 
transcritos de la PAH donde el intrón 1 se había eliminado según el patrón del transcrito normal 
tipo I. Por tanto estos resultados pusieron de manifiesto que la deleción observada no afecta al 
procesado de dicho intrón. De forma similar se procedió a la amplificación del RNA utilizando 
los cebadores 11, específico del mRNA normal tipo n, y E23 (mostrados en Fig. 29). Esta 
combinación produjo en la cepa mutante una banda débil, sólo detectable tras hibridación, y de 
tamaño ligeramente inferior a la producida en la cepa salvaje Or-R. Su secuenciación confirmó 
que se trataba del producto de la amplificación del mRNA tipo II en Hrí3, resultando idéntico al 
producido en Or-R salvo por la ausencia de los 24 nt correspondientes a la deleción.

Este estudio está siendo actualmente ampliado con el objeto de determinar la estruc­
tura completa de los transcritos producidos en Hrí3. Cabe esperar que en esta cepa se produz­
can al menos cuatro transcritos de la PAH, i.e. mRNA tipo I (1-2) y mRNA tipo n (1-2). Para 
confirmar esta propuesta se está procediendo a su amplificación utilizando los cebadores direc­
tos 11 y E1 en combinación con el cebador reverso E5 (mostrados en Fig. 29). Los resultados 
hasta ahora obtenidos indican la presencia de los cuatros transcritos aunque, dada su baja 
abundancia, los fragmentos producidos sólo han podido ser detectados mediante hibridación 
quedando pendiente la determinación de su secuencia nucleotídica.

Para estudiar el posible efecto de las alteraciones observadas en los transcritos del 
gen de la PAH en Hrí3 se procedió al análisis de las correspondientes pautas de lectura. La 
inserción observada en el mRNA tipo 1, junto con la deleción parcial del exón 3, producía un 
cambio de pauta introduciendo un nuevo codón de parada (Fig. 33). Por tanto este transcrito 
codificaría para un producto proteico truncado que carecería de la mayor parte de la secuencia 
que configura el domino catalítico del enzima PAH sugiriendo que, en caso de traducirse, la 
proteína producida fuese inactiva. La inserción presentada en el mRNA tipo 2, aunque no 
alteraba la pauta de lectura normal, introducía la inserción de 14 aminoácidos entre las posi­
ciones 297 y 298 de la proteína. Por tanto esta inserción no afectaría a ninguna de las zonas 
del enzima descritas como esenciales para su actividad, no pudiéndose descartar su funciona-
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lidad. Actualmente se están realizando estudios encaminados a determinar la capacidad catalí- 
. tica del producto proteico codificado por este transcrito bajo la hipótesis de que pudiera estar 
relacionada con la actividad PAH residual (10% respecto a la cepa salvaje) observada en Hrí3. 
La deleción observada en el exón 2' del mRNA tipo n no afectaría a la región codificante aun­
que no se puede descartar un posible efecto sobre su traducción.

exon 3
Or-R mRNA . PSKPMYTPEPDVCHELMGHVPLFA 
Hnr3 mRNA 1 .PSKPMYTPEPDVCHELMGHVPLFA 
Hnr3 mRNA 2 .PSKPMYTPEPDVCHELMGHVPLFA

DPA
DPA
DPA

•FAQFSQEIGLASLGAPDDY.
VKSQMRRLYSLSFY ETLVHC*
IVKSQMRRLYSLSFSFAQFSQEIGLASLGAPDDY.

Figura 33. Secuencia proteica 
codificada por los transcritos detecta­
dos en Hrí3 comparada con la corres­
pondiente al transcrito normal (posicio­
nes 270 a 316 según Fig. 20). Se indi­
ca la inserción (encuadrada) así como 
el cambio de pauta en el mRNA tipo 1 
(subrayada).

3.3. IDENTIFICACIÓN DE LA INSERCIÓN PRESENTE EN EL GEN DE LA FENILALANINA 
HIDROXILASA EN LA CEPA HENNA-RECESSIVE?.

La localización de la inserción observada en los transcritos del gen de la PAH produci­
dos en Hrí3 sugería su relación con la inserción detectada al analizar la estructura del gen en 
esta cepa. Para determinar la identidad de dicha inserción se realizó una búsqueda de 
secuencias homólogas a las presentes en los transcritos en las bases de datos GenBank/ 
EMBL. El resultado indicó que los 41 nt comunes a ambos mensajeros presentaban una identi­
dad casi perfecta con la repetición terminal distal (3'LTR) del elemento transponible de 
Drosophila melanogaster B104 (Scherer et al., 1982), también conocido como elemento roo 
(Meyerowitz y Hogness, 1982) (Fig. 34) lo que aportó una primera indicación de su naturaleza. 
La comparación del mapa de restricción del gen de la PAH obtenido en Hrí3 con el mapa 
propuesto para B104 (Scherer et al., 1982) apoyó la identidad de la inserción como este tipo de 
retroelemento (Fig. 35). Dado que la longitud del elemento completo es de aproximadamente 9 
kb, la comparación de los mapas sugería que el elemento presentaba una deleción interna de 
unas 2 kb. Sin embargo, puesto que el análisis de hibridación realizado no excluía la existencia 
de fragmentos de restricción internos, la presencia del elemento completo no podía ser 
descartada. De acuerdo con la polaridad de transcripción propuesta para B104 (Scherer et al., 
1982), el elemento se sitúa en orientación opuesta a la correspondiente al gen.

3' 5'

B104 3'LTR TGTAAAATCCCAAATAAGAAGACTTTACTCGTTGAGTTTTTG
Hnr3 mRNA 1 TGTAAAGTCCCAAATGAGAAGACTTTACTCGTTGAGTTTTT.
Hnr3 mRNA 2 TGTAAAGTCCCAAATGAGAAGACTTTACTCGTTGAGTTTTTC

 ►

5' 3'

Figura 34. Alineamiento de la secuencia nucleotídica de la 3’LTR del elemento B104 en 
orientación transcripcional reversa (últimas 42 pb) con las inserciones detectadas en los 
transcritos del gen de la fenilalanina hidroxilasa en la cepa Hrí3.
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Figura. 35. Comparación del mapa de restricción del gen de la fenilalanina hidroxilasa en Hrí3 
con el correspondiente al elemento B104 (Scherer et al., 1982). Las abreviaturas de los sitios 
de restricción son: A, Ava I; B, Bfr I; E, EcoR l; G, Bgl II; P, Pvu II; L, Sal I; S, Sea I; Y, Sfy I.

La caracterización precisa del punto de inserción se realizó mediante la amplificación 
por PCR del DNA genómico de la cepa Hrí3. Para ello se utilizaron oligonucleótidos B1 y B2, 
diseñados a partir de la secuencia de las LTRs de B104 en combinación con cebadores espe­
cíficos del gen (mostrados en la Fig. 35). Cabe señalar que las LTRs son la única parte del 
elemento de la que se ha publicado su secuencia nucleotídica (Scherer et al., 1982). Cuando el 
oligonucleótido B1 se utilizó como cebador reverso en combinación con el cebador directo E2b, 
se obtuvo el fragmento esperado de 652 pb (datos no ilustrados). Lo mismo ocurrió con el 
cebador directo B2 que, en combinación con E4, produjo un fragmento de 636 pb. Ninguno de 
ellos aparecía cuando el DNA de Or-R era utilizado como molde. Al utilizar las combinaciones 
de cebadores E2a-B1 y B2-E5 se obtuvieron resultados similares. La determinación de la 
secuencia nucleotídica de estos productos permitió establecer el punto exacto de inserción en 
el exón 3 del gen (Fig. 36). Como cabría esperar de un fenómeno de retrotransposición, se 
observó la duplicación de 4 pb de la secuencia diana a ambos lados del elemento. Este resul­
tado contrastaba con los precedentes publicados donde se describe una duplicación de 5 pb 
(Scherer e ta i ,  1982; O'Hare et al., 1991).

La identificación de la inserción presente en el exón 3 del gen de la PAH permitió 
establecer que el origen de las alteraciones observadas en los transcritos detectados en la 
cepa Hrí3 reside en un procesado aberrante del transcrito primario provocado por la presencia 
del retroelemento (Fig. 37). La secuencia del transcrito tipo 1 indicaba la utilización durante el 
procesado del sitio aceptor 3' del intrón 3 del gen (A1), en combinación con un sitio dador 5' 
(D2), presente en la secuencia de la LTR izquierda de B104. El uso de este sitio críptico, que 
se encuentra en la cadena no transcrita del elemento, ha sido anteriormente descrito (Pret y 
Searles, 1991). Su secuencia exhibe una alta similitud con la secuencia consenso del sitio 5' de 
splicing de los genes de Drosophila (Mount et al., 1992) (Fig. 36). El patrón de procesado 
exhibido por el transcrito tipo 2 implicaba la utilización de ese mismo sitio dador (D2) junto a un 
nuevo sitio aceptor (A2), cuya secuencia, idéntica a la consenso del sitio 3' de splicing, 
proviene de la duplicación distal originada por el proceso de transposición (Fig. 36). Por tanto 
no se puede considerar como un sitio críptico preexistente en la secuencia del gen o del 
elemento, siendo la primera vez que se describe este patrón de procesado. Su utilización
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siugería la existencia de las señales requeridas para el reconocimiento del sitio aceptor en la 
3‘>'LTR del elemento pudiéndose identificar un posible punto de ramificación TTAAAA situado a 
2!9 nt en dirección 5'. El procesado de los intrones restantes se produce según el patrón de los 
transcritos normales.

exon3/B104 D2
...GCAGATCCAGC/tqtaaagtcccaaatqaqaaqactttactcqttqaqtttttqtaa

B104/ A2
q a .... B1Q4 (aprox.7 kb) aaaaatattcqtqttcatqtqtqaaca/CAGCTTTT

GCCCAATTCAGTCAGGAGATCGGGCTAGCTTCCCTGGGAGCACCCGATGATTACATTGAG 
exon 3/D1

AAACTGTCCACC/gtaagtggctctttgctctagactaacaaaggataactctgtgatgcgtgaa
intron 3/exon4 

ttctttccag/ATTTTCTGGTTCACTGT. . .
Al

F igura 36. Secuencia nucleotídica parcial del gen de la fenilalanina hidroxilasa de la cepa Hrí3. 
Las mayúsculas y minúsculas indican secuencias exónicas e intrónicas, respectivamente, se- 
gtún el patrón de procesado de los transcritos del tipo salvaje. Se muestra la secuencia del 
ellemento B104 detectado en el exón 3 del gen (subrayado). La duplicación observada en el 
punto de inserción aparece doblemente subrayada. Ds y As indican los sitios dadores y acepto- 
res de splicing, respectivamente. Salvo por la presencia de la inserción, el resto de la secuen­
cia genómica en Hn13 coincidió con la del gen en la cepa salvaje. Tan sólo se observaron 
allgunas sustituciones silenciosas y una deleción de 3 pb en el intrón 3. Nota: la región del gen 
de la PAH secuenciada en Hrí3 ha sido remitida a la base de datos EMBL (número de acceso 
pendiente).

Figura 37. Representación esque­
mática del patrón de eliminación de 
intrones durante el procesado del 
transcrito primario del gen de la 
fenilalanina hidroxilasa en la cepa Hrí3. 
A) Estructura del gen: exones, cajas 
blancas; intrones, líneas continuas; 
B104, cajas grises. Los sitios 
señalados con Ds y As representan 
sitios dadores 5' y aceptores 3', 
respectivamente. B) Estructura de los 
transcritos detectados. La cajas grises 
representan las secuencias de B104 
presentes en los transcritos maduros.

A2D1A1

l(>7W>)

A2D1A1
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Por otra parte, como anteriormente se ha señalado, los niveles de mensajeros madu­
ros detectados en Hrí3 son considerablemente inferiores a los producidos en la cepa salvaje. 
Esta disminución podría relacionarse con la inserción detectada ya que diversos estudios han 
demostrado que la presencia de elementos transponibles en la región codificante de los genes 
de Drosophila produce una disminución en la estabilidad de sus transcritos primarios y por lo 
tanto en los niveles de producción de mensajeros maduros (Fridell y Searles, 1994; Kim et al., 
1996).

Como conclusión del estudio realizado se puede afirmar que la inserción del elemento 
B104 presente en el exón 3 del gen de la PAH en la cepa Hrí3 altera su expresión génica pro­
vocando una disminución en los niveles de mensajeros maduros así como la producción de 
transcritos aberrantes que contienen parte de la secuencia del elemento interrumpiendo la 
región codificante. Este resultado evidencia que el defecto fenotípico en el enzima PAH obser­
vado en la cepa Hrí3 se debe a una mutación en el gen que lo codifica. Por tanto, este trabajo, 
demuestra la identidad del locus Henna como el gen estructural de la PAH en Drosophila 
melanogaster.
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DISCUSIÓN

1. LA  S E P IA P TE R IN A  REDU C TA SA  DE DR O SO PH ILA  M ELA N O G A STER .

El estudio del enzima SR de Drosophila melanogaster presentado en este trabajo pone 
de manifiesto la existencia de considerables diferencias en las propiedades cinéticas de este 
enzima con su equivalente en otros organismos. Así, el valor obtenido para la constante 
aparente Km, de 153 pM, contrasta con el publicado para la SR de mamíferos: 15'4 pM en 
eritrocitos de rata (Sueoka y Katoh, 1982), 21 pM en hígado de caballo (Katoh, 1971), 5 pM en 
médula adrenal de bovino (Smith et al., 1990), y 20-25 pM en células de humanos (Ferré y 
Naylor, 1988; Smith etal., 1992). Incluso en el insecto Bombyx morí, este valor (10 pM) resulta 
más próximo al de mamíferos (lino etal., 1992). Por tanto se puede afirmar que el enzima SR 
de Drosophila melanogaster presenta una menor afinidad por el sustrato sepiapterina. Los 
estudios realizados por Primus y Brown (1994) demuestran que esta menor afinidad se 
mantiene respecto a los sustratos tetrahidropterínicos del enzima (ver Tabla I).

Se ha descrito que la actividad SR de mamíferos es inhibida por diversas aminas 
biogénicas, proponiéndose un modelo competitivo en que estos inhibidores mimetizan la 
estructura del sustrato pteridínico uniéndose al sitio activo del enzima (Katoh etal., 1982; Smith 
etal., 1990; Smith etal., 1992). En insectos, los estudios hasta ahora publicados son escasos. 
Recientemente se ha demostrado el efecto inhibidor de la N-acetilserotonina sobre la SR de 
Bombyx morí (lino et al., 1992) y de Drosophila (Yoon et al., 1993), aunque éste no ha sido 
caracterizado cinéticamente. En el presente trabajo se ha determinado que los neurotransmiso- 
res N-acetilserotonina, N-acetildopamina y el derivado sintético N-metoxiacetilserotonina 
actúan como inhibidores de la actividad SR de Drosophila melanogaster. A juzgar por las 
constantes K¡ obtenidas, el grado de inhibición es considerablemente inferior al descrito para el 
enzima de mamíferos (Tabla V). Además, ésta exhibe un modelo cinético no competitivo, con 
un sitio de unión para el inhibidor distinto del sitio activo reconocido por el sustrato pteridínico. 
Sin embargo no se puede descartar un modelo mixto con dos sitios de unión, uno competitivo y 
otro no competitivo, con constantes de inhibición similares, ya que éste es cinéticamente indis­
tinguible del modelo no competitivo puro.

Tabla V. Constantes de inhibición de la sepiapterina reductasa en diversos organismos.

INHIBIDOR Células humanas1 Bovino2 Drosophila

K¡ (|iM)

N-acetilserotonina 0'65-0'5 0'12 127

N-acetildopamina - 0'3 40

N-metoxiacetilserotonina 0'048-0'049 0'008 87

1 Smith etal., 1992. 2 Smith etal., 1990.

Como se ha indicado a lo largo de la introducción, las aminas biogénicas requieren 
para su síntesis la participación de la H4Bip como cofactor de las hidroxilasas de los aminoáci­
dos aromáticos. Por tanto su efecto sobre la actividad SR, enzima implicado en la biosíntesis 
de la H4Bip, sugiere un papel regulador de la inhibición observada. Sin embargo, se ha 
propuesto que en mamíferos dicha inhibición carece de relevancia biológica ya que los niveles
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de estos compuestos requeridos para producir una disminución in vivo de la síntesis del cofac- 
tor superan considerablemente los niveles fisiológicos (Smith et al., 1992). En el caso de 
Drosophila melanogaster se ha observado que la suplementación en dieta con N-acetil­
serotonina provoca un aumento en los niveles de fenilalanina (Bel et al., 1992b). Asimismo, 
durante el proceso de formación de cutícula en adultos, se ha descrito un descenso drástico en 
los niveles de catecolaminas cuando la N-acetildopamina alcanza su máxima concentración 
(Piedrafita et al., 1994). Estos datos sugieren que la inhibición observada in vitro desempeña 
una función reguladora sobre la síntesis del cofactor.

Tanto en humanos (Park etal., 1991) como, muy recientemente, en el insecto Bombyx 
morí (lino et al., 1996) se ha descrito la existencia de isoenzimas de la SR. Éstos tan sólo 
resultan parcialmente inhibidos por las aminas biogénicas. El estudio aquí presentado sugiere 
que esta situación sea compartida por Drosophila. Aunque las experiencias de cromatoenfoque 
indican la existencia de una sola fracción proteica con actividad enzimática SR, la baja 
recuperación obtenida apunta la presencia de otros isoenzimas menos estables. Este 
sugerencia se ve apoyada por la imposibilidad de obtener una inhibición total de la actividad en 
extractos crudos con los inhibidores analizados.

El objetivo último de este trabajo consistía en la identificación del gen estructural de la 
SR de Drosophila melanogaster. Dicha identificación se abordó por parte del grupo de 
investigación de Genética Bioquímica y Molecular del Departamento de Genética de la 
Universitat de Valéncia a través de tres estrategias diferentes:

1. La disponibilidad de anticuerpos que reconozcan específicamente la proteína cuyo 
gen se desea caracterizar permite su aislamiento a partir de una genoteca de expresión. Con 
esta perspectiva, la Dra. Manuela Castillo realizó, como Tesis de Licenciatura, un estudio 
encaminado a la purificación de la SR de Drosophila melanogaster. Los resultados obtenidos 
pusieron de manifiesto la dificultad de dicho proyecto, no consiguiéndose el objetivo marcado. 
Otra posibilidad viene dada por la disponibilidad de anticuerpos anti-SR de otros organismos 
que presenten reacción cruzada. Se ha podido comprobar que un anticuerpo monoclonal 
anti-SR de Bombyx morí (cedido por el Dr. lino de la Universidad de Nihon, Japón) no 
reacciona con los extractos proteicos de Drosophila. Sin embargo, el anticuerpo monoclonal 
SR9 anti-SR de ratón (cedido por la Dra. Ziegler del Instituto de Biología Molecular de Munich, 
Alemania) ha permitido la detección en Drosophila de una proteína de tamaño similar a la 
detectada en extractos de diversas líneas celulares de mamíferos. En este sentido, y en cola­
boración con el laboratorio de la Dra. Ziegler, se están continuando las investigaciones.

2. Un elevado grado de similitud del gen objeto de estudio entre diferentes especies 
permite su aislamiento, bien a través del uso de una sonda heteróloga, bien de oligonucleótidos 
diseñados de acuerdo a la secuencia de zonas altamente conservadas. Los estudios de hibri­
dación realizados sobre DNA genómico de Drosophila melanogaster utilizando una sonda de 
cDNA del gen de la SR de rata (cedida por los Dres. Kaufman y Citrón del N.I.M.H. de 
Bethesda, EE.UU.) demostraron que el gen de la SR de Drosophila melanogaster no exhibía 
suficiente identidad con su homólogo en rata, no consiguiéndose ninguna señal positiva aún 
aplicando condiciones de mínima estringencia (datos no presentados). La posterior publicación 
de las secuencias de la SR de diversos mamíferos pone de manifiesto la elevada divergencia 
sufrida por este gen. Así la identidad entre rata y humanos, pese a la proximidad evolutiva de 
ambas especies, es tan sólo de un 70%. Sin embargo se pudieron identificar zonas con mayor 
grado de similitud, correspondientes a los motivos de unión del sustrato pterínico y del cofactor 
NADPH. En base a esta similitud, la Dra. Mirielle Moulard realizó un proyecto de diseño de
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(oligonucleótidos destinados a la amplificación mediante PCR del cDNA de la SR de Drosophila. 
Hasta el momento no se ha obtenido ningún resultado concluyente.

3. La identificación de un locus génico a través de la caracterización de mutantes 
permite el aislamiento del gen correspondiente mediante técnicas como el denominado paseo 
cromosómico. Además esta aproximación resulta de gran interés para el análisis de la función 
y regulación de la actividad en estudio, proporcionando un mutante con un defecto génico en la 
misma. Así, con el objetivo de detectar mutantes del gen estructural de la SR de Drosophila 
melanogaster, y en base a la determinación de su actividad enzimática, se desarrolló el 
presente trabajo.

De entre los mutantes analizados, el locus clot presentó niveles disminuidos de 
actividad SR frente a la cepa salvaje (ver Tabla m). Además este mutante exhibía un patrón de 
pigmentos concordante con el esperado (Ferré et al., 1986), por lo que se consideró un candi­
dato probable del gen estructural de la SR. Sin embargo los resultados obtenidos en las prue­
bas de dosis génica realizadas no apoyaron esta hipótesis (ver Tabla IV). El que de entre los 
diversos mutantes de pterinas de Drosophila melanogaster descritos ninguno presente las 
propiedades fenotípicas esperadas para un mutante del gen de la SR pudiera estar relacionado 
con la posible existencia de isoenzimas que enmascaren dicho fenotipo, tal como se ha 
propuesto que ocurra en humanos (Park etal., 1991). De hecho no se ha descrito la existencia 
de mutantes que afecten al gen estructural de la sepiapterina reductasa en ninguno de los 
organismos donde se ha estudiado. Tan sólo, muy recientemente, se ha propuesto que el 
mutante lemon del invertebrado Bombyx morí, presenta una deficiencia en el gen de la SR, 
aunque no existen datos moleculares que apoyen este hecho (lino etal., 1992).

2. ESTRUCTURA DEL GEN DE LA FENILALANINA HIDROXILASA EN 
DROSOPHILA MELANOGASTER: RELACIONES EVOLUTIVAS.

La comparación de la estructura del gen de la PAH de Drosophila melanogaster, 
descrita en este trabajo, con la correspondiente a los genes de las hidroxilasas de los 
aminoácidos aromáticos de mamíferos demuestra que la identidad observada en la secuencia 
proteica de estos enzimas se extiende a su organización genómica, evidenciando la 
organización en dominios funcionales y el origen evolutivo común propuesto para esta familia 
génica (Ledley etal., 1985; Grenett etal., 1987).

Pese al tamaño similar de los productos proteicos, en Drosophila la secuencia codi­
ficante del gen de la PAH está comprendida en una región de unas 2'6 kb para el pre-mRNA 
tipo I y tipo n, y 4 kb para el tipo m, con un total de 4 intrones mientras que, en el caso de 
humanos, comprende unas 90 kb interrumpidas por un total de 12 intrones (DiLella et al., 
1986). No obstante se observa una conservación perfecta de los sitios de unión intrón/exón en 
el domino catalítico C-terminal, coincidiendo con un mayor grado de identidad de los exones 
correspondientes (Figs. 38 y 39; Tabla VI). Así el exón 5 del gen de Drosophila es equivalente 
a los exones 12 y 13 de humanos; los exones 3 y 4 están completamente conservados, aunque 
en humanos su secuencia está contenida en tres y dos exones, respectivamente; los últimos 
dos tercios del exón 2 presentan una elevada identidad con los exones 4, 5 y 6 de humanos. A 
partir de esta región, en el N-terminal, la identidad disminuye, haciendo difícil asignar una 
correspondencia. Sin embargo se observa la existencia de pequeñas regiones conservadas: en 
los exones 1 (mRNA tipo I) y 1' (mRNA tipo DI) se pueden identificar residuos senna cuyo 
contexto permite asociarlos con la Ser16 de la PAH de humanos, implicada en la regulación del 
enzima como sitio de fosforilación.
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Figura 38. Conservación de las uniones intrón/exón entre el gen de la fenilalanina hidroxilasa 
de Drosophila melanogaster y los correspondientes a las hidroxilasas de los aminoácidos 
aromáticos de otros organismos. Se presenta el alineamiento de la secuencia proteica 
deducida a partir de los cDNAs de la fenilalanina hidroxilasa (PAH) de Drosophila con la PAH 
de humanos, la triptófano hidroxilasa (TPH) de ratón, la tirosina hidroxilasa (TH) de rata y la TH 
de Drosophila. En este último caso se indican los exones alternativos. Las barras verticales 
indican el sitio de inserción de los intrones sobre el aminoácido que resulta interrumpido.

Tabla VI. Comparación entre las secuencias aminoacídicas de la 
fenilalanina hidroxilasa de Drosophila melanogaster y de humanos.

Drosophila Humanos % identidad % similitud

total total 62 76

exón 1 exón 1 no significativo no significativo

exón 2 exones 3-4-5-6 57 71

exón 3 exones 7-8-9 87 93

exón 4 exones 10-11 61 84

exón 5 exones 12-13 53 70
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Figura 39. Comparación de la secuencia aminoacídica de la fenilalanina hidroxilasa de 
Drosophila melanogaster (superior) con la del enzima de humanos (inferior). Se presenta la 
secuencia codificada por el transcrito tipo I y las diferencias en el extremo N-terminal de las 
correspondientes a los transcritos tipo n y ni. Las líneas verticales interrumpiendo las secuen­
cias proteicas muestran la posición de los intrones. La región sombreada representa el pro­
puesto sitio de unión del cofactor pteridínico (Hufton etal., 1995).

Como más adelante se discutirá, los resultados expuestos en el presente trabajo 
confirman la existencia en Drosophila melanogaster de un único locus génico que codifica tanto 
para la actividad PAH como TPH. Esta observación apoya la teoría de duplicación como origen 
evolutivo de la familia génica de las hidroxilasas de los aminoácidos aromáticos según la cual
el gen ancestral común habría divergido, hace unos 750 Ma, para formar el gen de la TH y un
gen codificante de las actividades PAH y TPH; la posterior duplicación de este último, datada 
en unos 600 Ma, habría producido la separación de estas dos funciones (Ledley et al., 1985; 
Grenett et al., 1987; Neckameyer y White, 1992). Los estudios filogenéticos realizados de­
muestran que el gen de la PAH de Drosophila melanogaster está evolutivamente más próximo 
a la PAH de otros organismos que a la TPH, apoyando la propuesta de que el gen ancestral 
sería más parecido en estructura y función a la actual PAH (Alcañiz y Silva, 1996). Cabe seña­
lar que, en los procariotas donde se ha analizado, tan sólo se ha identificado un gen homólogo 
a las hidroxilasas con una mayor similitud con la PAH de eucariotas que con los otros dos
miembros de la familia génica (Onishi etal., 1991).
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La comparación de la posición de las uniones intrón/exón de las hidroxilasas de los 
aminoácidos aromáticos plantea la polémica existente acerca del origen de los intrones nuclea­
res de eucariotas. Como se puede observar, tan sólo la posición correspondiente al intrón 3 de 
la PAH de Drosophila melanogaster aparece conservada en todos los casos descritos (Fig. 38). 
El resto de los intrones del dominio C-terminal, aunque comunes a algunos de los genes, no 
aparecen en todos ellos. La teoría que supone que estas estructuras, actualmente exclusivas 
de eucariotas, estaban presentes antes de la divergencia entre procariotas y eucariotas ("intron 
early theory"; Doolittle, 1987) explicaría esta circunstancia aludiendo a la pérdida independiente 
de intrones posterior a la divergencia de estos genes. La denominada teoría de ganancia de 
intrones ("intron late theory") postula que los genes ancestrales carecían de intrones, siendo 
adquiridos por los genes eucariotas en diferentes momentos evolutivos (Cavalier-Smith, 1991). 
La conservación de posiciones se explicaría mediante la inserción independiente en sitios 
diana conservados (Stolzfus etal., 1994).

Por otra parte la mayor divergencia, tanto a nivel de secuencia como de organización 
genómica, presentada en la región N-terminal de las hidroxilasa ha llevado a la propuesta de 
que en su evolución han participado diferentes mecanismos, tales como la adquisición de 
nuevos exones, posteriormente al proceso de divergencia (DiLella et al., 1986; Birman et al., 
1994). El mayor tamaño de los intrones del dominio N-terminal, observado en todos los casos 
descritos, se ha relacionado con un vestigio de una posible reorganización genética (DiLella et 
al., 1986).

Drosophila melanogaster es el primer organismo donde se describe la existencia de 
una expresión diferencial del gen de la PAH. Así en este trabajo se demuestra la producción de 
transcritos alternativos que codifican para diferentes isoformas proteicas. Tan sólo los genes 
de la TH de primates (Grima et al., 1987; Kobayashi et al., 1988; Ichikawa et al., 1990) y de 
Drosophila melanogaster (Birman et al., 1994) presentan una patrón similar que, como en el 
caso aquí presentado, implica la aparición de cambios en el dominio N-terminal del enzima. 
Como más adelante se discutirá, este hecho apoya el papel regulador propuesto para esta 
región sugiriendo que estos cambios confieren a las isoformas producidas diferentes propieda­
des enzimáticas. Asimismo, el hecho de que los patrones de expresión diferencial descritos se 
restringen a la zona N-terminal del gen se ha presentado como una evidencia del diverso 
origen evolutivo de esta región (Birman etal., 1994).

3. FUNCIONES DEL LOCUS HENNA DE DROSOPHILA MELANOGASTER.

Los resultados obtenidos en este trabajo confirman la hipótesis anteriormente plan­
teada acerca de la identidad del locus Henna como el gen estructural de la PAH en Drosophila 
melanogaster (Silva etal., 1992).

En este estudio se demuestra que la cepa mutante Hrí3 presenta la inserción del ele­
mento transponible B104 en la región codificante del gen de la PAH. Esta inserción ocasiona 
un efecto drástico en la expresión del gen, provocando la producción de transcritos aberrantes 
que contienen parte de la secuencia del retroelemento interrumpiendo su región codificante. 
Además los niveles de estos transcritos aparecen muy disminuidos respecto a los observados 
en la cepa salvaje. Por tanto, el análisis molecular del gen de la PAH realizado en la cepa Hrí3 
permite relacionar de forma directa la ausencia de proteína PAH y la elevada disminución en la 
actividad observadas en este mutante respecto a la cepa salvaje (Silva et al., 1992) con una 
mutación en este gen.
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Cabría la posibilidad de que en esta cepa concurran dos mutaciones independientes, 
una en el gen de la PAH y otra en el locus Henna. Sin embargo ésta queda descartada ya que 
en otros alelos Henna analizados también se han descrito deficiencias en el enzima PAH (Bel, 
1991; Silva et al., 1992). A esta evidencia se une la localización cromosómica coincidente del 
gen de la PAH, identificado mediante hibridación in situ en la región 66A del cromosoma 3 
(Neckameyer y White, 1992), y del locus Henna, localizado físicamente en la misma región 
(Lindsley y Zimm, 1992). Por tanto se puede concluir que, en Drosophila melanogaster, el en­
zima PAH es codificado por dicho locus génico.

Esta demostración constituye un importante avance en la determinación de las funcio­
nes del gen de la PAH de Drosophila melanogaster, permitiendo su estudio a través del análisis 
fenotípico de las cepas Henna. Como se ha expuesto en la introducción, las mutaciones en el 
locus Henna provocan un efecto pleiotrópico, afectando tanto al metabolismo de la fenilalanina 
(Bel y Ferré, 1989; Silva et al., 1992; Piedrafita et al., 1994) y del triptófano (Alcañiz y Silva, 
1996) como a la biosíntesis de pterinas (Ferré etal., 1986; Guillamón y Ferré, 1988; Guillamón 
etal., 1989; Escriche y Silva, 1992).

Así, la primera función asignada al producto proteico codificado por el gen de la PAH, 
como responsable de la hidroxilación de la fenilalanina, queda evidenciada ante las deficiencias 
en la actividad PAH observadas en las cepas Henna (Bel, 1991; Silva et al., 1992). Estas 
deficiencias tienen su reflejo fisiológico en la alteración del catabolismo de la fenilalanina, como 
demuestra la baja viabilidad de la cepa Hrí3 frente a la suplementación de la dieta con este 
aminoácido (Bel y Ferré, 1989). Además esta cepa también presenta alteraciones en el pro­
ceso de formación de cutícula, donde la PAH interviene como una fuente endógena de tirosina, 
mostrando niveles disminuidos de catecolaminas (Piedrafita etal., 1994).

Asimismo se ha propuesto que, en Drosophila melanogaster, el gen de la PAH también 
codifique para la actividad TPH (Neckameyer y White, 1992) apoyando la teoría de la duplica­
ción como origen de la familia génica de las hidroxilasas de los aminoácidos aromáticos. La 
presencia en la cepa mutante Hrí3 de niveles disminuidos de serotonina, neurotransmisor en 
cuya síntesis interviene el enzima TPH, proporciona una prueba adicional de esta doble 
función, relacionando un defecto en el gen de la PAH con una deficiencia en el metabolismo 
del triptófano (Alcañiz y Silva, 1996).

Finalmente, la demostración de que el gen de la PAH es codificado por el locus Henna 
establece una relación directa entre su defecto génico y la deficiencia en el patrón de pterinas 
exhibida por los mutantes Henna (Ferré et al., 1986; Guillamón y Ferré, 1989; Escriche y Silva, 
1992). Esta relación apoya la propuesta previamente planteada que asigna una tercera función 
para este enzima, participando en la biosíntesis de estos compuestos (Silva etal., 1992).

Dado que el metabolismo de las pterinas está relacionado con el sistema de 
hidroxilación de los aminoácidos aromáticos a través del requerimiento del cofactor H4Bip, 
cabría la posibilidad de que las alteraciones fenotípicas observadas se debieran a una regula­
ción en su síntesis provocada por un aumento en la demanda de cofactor. Sin embargo, esta 
posibilidad queda descartada ya que los estudios realizados indican el bloqueo específico de la 
síntesis de dihidropterina (H2Ptr), bloqueo que produce, como efecto indirecto, la acumulación 
de las pterinas sintetizadas a partir de otras ramificaciones (Ferré etal., 1986).

En base a todos estos datos se plantea una nueva ruta de biosíntesis de pterinas en 
Drosophila melanogaster, en la que el producto proteico codificado por el gen de la PAH actua­
ría, de forma independiente a la hidroxilación, como una tetrahidropterina oxidasa catalizando 
la formación de H2Ptr (Fig. 40). La tetrahidropterina (H4Ptr) no sería un intermediario en la
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síntesis de H2Ptr sino el producto de su reducción, proponiendo que ésta sea catalizada por 
una dihidropterina reductasa. Esta nueva función de la PAH se ve apoyada por la relación exis­
tente entre los periodos de máxima acumulación de drosopterinas, compuestos en cuya sínte­
sis interviene como precursor la H2Ptr, y el aumento en los niveles de PAH observados en la 
cepa salvaje (Alcañiz y Silva, 1996).
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Figura 40. Ruta alternativa de biosíntesis de pterinas en Drosophila melanogaster. Se 
presentan los intermediarios y enzimas participantes así como los loci génicos implicados. 
Aunque el compuesto "X" no ha sido aislado en Drosophila, en mamíferos ha sido identificado 
como 1'-hidroxi-2'-oxo-tetrahidropterina (Smith, 1987). Abreviaturas utilizadas: GTP, guanosina 
trifosfato; H2Nep-P3> dihidroneopterina trifosfato; H4Pyp, 6-piruvoil-tetrahidropterina; H4Ptr, 
tetrahidropterina; H2Ptr, dihidropterina; Ptr, pterina; 7-Xap, isoxantopterina; H2Ahp, 
acetildihidrohomopterina; H4Lap, 6-lactoil-tetrahidropterina; H4Biopterina, tetrahidrobiopterina; 
Sep, sepiapterina; H2Bip, dihidrobiopterina; Bip, biopterina; PAH, fenilalanina hidroxilasa; 
DHPR, dihidropterina reductasa; SR, sepiapterina reductasa; DHPO, dihidropterina oxidasa; 
XDH, xantina deshidrogenasa; lix, little isoxanthopterin.

Aunque no existen estudios enzimáticos que demuestren la actividad tetrahidropterina 
oxidasa propuesta para la PAH de Drosophila melanogaster, se ha demostrado que el enzima 
homólogo de mamíferos es capaz de catalizar in vitro la oxidación de diversas tetrahidropteri- 
nas, de manera no acoplada a la hidroxilación de sustrato aminoacídico (Davis y Kaufman, 
1989; Davis etal., 1988; Davis y Kaufman, 1993). Como resultado de dicha reacción se produ­
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cen las formas quinonoideas correspondientes, cuya autoxidación ocasiona la eliminación de la 
cadena lateral del anillo pteridínico produciendo una mezcla de H2Ptr y la dihidropterina 
correspondiente. Dada la similitud en sus características catalíticas y estructurales, cabe espe­
rar que el enzima de Drosophila comparta esta actividad. En la actualidad se están realizando 
estudios al respecto.

La concurrencia de las tres funciones descritas para el gen de la PAH de Drosophila 
melanogaster—  (i) hidroxilación de la fenilalanina, (ii) hidroxilación del triptófano, (iii) oxidación 
de tetrahidropterinas —  evidencia la necesidad de mecanismos de regulación que controlen 
esta multiplicidad en respuesta a los requerimientos metabólicos de cada tejido, Así la inter­
vención de la actividad TPH como paso limitante en la síntesis de serotonina implica la exis­
tencia en el tejido nervioso de un control preciso de dicha actividad para responder a la 
demanda de neurotransmisores. En contraste, durante la formación de cutícula, en la hipoder­
mis del insecto, se requiere un aumento puntual de la actividad PAH mientras que durante la 
pigmentación ocular se produce una importante demanda de actividad tetrahidropterina 
oxidasa en un corto espacio de tiempo. Los resultados presentados en este trabajo sugieren 
que las funciones del gen de la PAH son reguladas a través de su expresión diferencial 
mediante la producción de transcritos alternativos, probablemente originados por el uso de 
distintos promotores. Estos transcritos codifican para tres isoformas proteicas que se diferen­
cian en los primeros aminoácidos del dominio regulador N-terminal, lo que permite prever que 
dichas isoformas poseen diferentes propiedades enzimáticas.

Aunque en Drosophila no se ha determinado el papel de la fosforilación en la regula­
ción de la PAH, su elevada similitud con el enzima de mamíferos permite predecir que esta 
modificación post-traduccional constituya una vía de regulación enzimática. Así, las isoformas 
codificadas por los transcritos tipo I y ni presentan residuos serina que podrían constituir 
potenciales sitios de fosforilación equivalentes a la Ser16 de la PAH de humanos. Como soporte 
a esta propuesta cabe señalar que el análisis del comportamiento de la actividad PAH de 
Drosophila frente a distintos cofactores pteridínicos indica la existencia de dos isoenzimas con 
diferentes propiedades cinéticas (Bel et al., 1992b). Asimismo se ha descrito la presencia en 
embriones de una forma del enzima PAH de menor peso molecular que la encontrada en otros 
estadios, relacionándose con posibles modificaciones post-traduccionales (Neckameyer y 
White, 1992). En el caso del gen de la TH de Drosophila se ha descrito una situación similar, 
proponiendo la producción de isoformas proteicas con diferencias en el dominio N-terminal 
como un mecanismo de regulación diferencial (Birman etal., 1994).

4. PAPEL DE LOS ELEMENTOS TRANSPONIBLES EN LA DIVERSIFICACIÓN 
GÉNICA.

Los elementos transponibles son considerados un importante factor en la configuración 
de los genomas, constituyendo un 10% del genoma total de Drosophila melanogaster (como 
revisión ver Sherrat, 1995). Frente a la teoría que considera a estos elementos como parásitos 
genómicos (Doolittle y Sapienza, 1980; Orgel y Crick, 1980), cada vez son más las evidencias 
que apoyan su posible contribución en los procesos evolutivos de adaptación y especiación 
como una fuente de variabilidad genética (Finnegan, 1989; von Stemberg et al.. 1992; 
McDonald, 1995). Los estudios de genética molecular más reciente proporcionan posibles 
mecanismos por los que los elementos transponibles aportarían esta variabilidad.
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El resultado presentado en este trabajo acerca del procesado aberrante del elemento 
B104 en el gen de la PAH de la cepa Hrí3 de Drosophila melanogaster se suma al reciente 
descubrimiento de la eliminación de los retroelementos del transcrito primario del gen huésped 
mediante la utilización de sitios crípticos, presentes tanto en el elemento y en el gen como 
generados por la duplicación del punto de inserción (como revisión ver Purugganan y Wessler, 
1992; Purugganan, 1993).

Aunque la mayoría de las mutaciones provocadas por este proceso producen la 
pérdida parcial o total de la función del gen afectado, en algunos casos se ha observado una 
expresión normal (Purugganan, 1993). Estos casos han llevado a considerar que la frecuencia 
de este fenómeno está infravalorada ya que los alelos con fenotipo normal no serían detec­
tados mediante los estudios genéticos habituales. Así se ha propuesto que este proceso mole­
cular represente un mecanismo evolutivo por el cual el efecto deletéreo de la inserción es 
minimizado, asegurando la supervivencia del elemento (Purugganan y Wessler, 1992; 
Purugganan, 1993). Apoyando esta hipótesis existen diversas evidencias que sugieren que las 
señales crípticas presentes en los elementos han evolucionado para permitir su eliminación del 
transcrito del gen huésped, incrementando la probabilidad de que se conserve, al menos 
parcialmente, la función génica. En primer lugar estas señales, así como las necesarias para 
activar los sitios crípticos presentes en el gen u originados por la duplicación, se localizan en 
los extremos del elemento, de forma que se asegura la eliminación del mensajero maduro de 
la mayor parte de la secuencia insertada. Además, esta capacidad es compartida por elemen­
tos de familias alejadas. Incluso dentro de familias heterogéneas, como es el grupo de los Ds 
de maíz, se observa la conservación de estas señales crípticas, sugiriendo su importancia para 
la biología del elemento (Wessler, 1989).

Por otra parte, este mecanismo molecular proporciona un modelo mutacional de la 
contribución de los elementos transponibles a la diversificación evolutiva de los genes 
(Wessler, 1988; Purugganan y Wessler, 1992; Purugganan, 1993). Se ha propuesto que la 
eliminación de los elementos transponibles de los transcritos primarios del gen mutado 
suponga una fuente potencial de nuevas formas proteicas, introduciendo modificaciones en los 
productos génicos a través de la alteración de los patrones de procesado. Esta potencialidad 
queda evidenciada por la descripción de un alelo mutante del gen de la glicerol-3-fosfato 
deshidrogenasa de Drosophila melanogaster (Wilanowsky et al., 1995). En dicho alelo, la 
inserción del retroelemento blood induce, a través de su eliminación parcial del pre-mRNA, la 
producción de una isoforma funcional con parte de su secuencia codificada por el elemento. El 
caso ilustrado en el presente trabajo aporta un nuevo ejemplo de cómo la inserción de un 
elemento puede introducir una variación en la secuencia aminoacídica del producto génico sin 
alterar drásticamente su estructura, conservando la pauta de lectura original. Aunque la posible 
funcionalidad de la proteína codificada por el transcrito tipo 2 del gen de la PAH en H rí3 no ha 
sido demostrada, la presencia de actividad enzimática residual en esta cepa sugiere que esta 
isoforma pueda ser activa. En la actualidad se están realizando experimentos encaminados a 
demostrar su funcionalidad.

Todos los casos hasta ahora referidos se pueden considerar como ejemplos 
contemporáneos de la potencialidad evolutiva de los elementos transponibles. La detección de 
un retrotransposón formando parte constitutiva de la región codificante del gen de la 
transaldolasa de humanos supone una prueba de que algunas mutaciones inducidas por la 
inserción de un elemento transponible pueden haber sido ventajosas siendo mantenidas en la 
población (Banki etal., 1994).
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El origen de los intrones de los genes nucleares de eucariotas es una cuestión que 
todavía no ha sido esclarecida. Frente a la hipótesis de pérdida de intrones, los estudios filoge- 
néticos hasta ahora realizados apoyan la teoría de ganancia, según la cual los genes ancestra­
les carecerían de estas estructuras que habrían sido adquiridas por eucariotas en diferentes 
momentos de la evolución (Cavalier-Smith, 1991). Esta teoría propone que, si bien el origen de 
los intrones nucleares lo constituyen elementos similares a los intrones actuales del grupo n, 
otros mecanismos, tales como la reorganización de exones, han contribuido a su expansión. El 
descubrimiento de la eliminación de los elementos transponibles mediante procesado del 
transcrito primario del gen huésped se ha considerado como un mecanismo adicional de 
adquisición de nuevos intrones (Purugganan y Wessler, 1992; Purugganan, 1993).

Tan sólo se ha observado la escisión precisa en el caso de un elemento Ds insertado 
en el gen Sh2 de maíz, circunstancia que ha llevado a considerarlo como un ejemplo contem­
poráneo de adquisición de un nuevo intrón (Giroux etal., 1994). Sin embargo, esta situación no 
es generalizada conservándose, en el resto de los casos descritos, parte de la secuencia del 
elemento en el mensajero maduro. Este hecho, añadido a la falta de similitud estructural entre 
los actuales intrones y los elementos transponibles, ha llevado a plantear que sólo una 
pequeña fracción de los intrones nucleares tienen su origen en la inserción de uno de estos 
elementos. Más bien son los elementos transponibles los habrían evolucionado para aprove­
char la maquinaria de procesado preexistente como un mecanismo de protección contra la 
selección fenotípica negativa.

Así pues, el proceso de eliminación de los elementos transponibles de los transcritos 
del gen en el que se han insertado se considera un mecanismo evolutivo que establece un 
balance entre la eficacia del elemento, disminuyendo el efecto deletéreo de la inserción, y la del 
genoma huésped, aportando una fuente de variabilidad genética (Charlesworth y Langley, 
1989; Purugganan, 1993).
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1. El estudio presentado en este trabajo pone de manifiesto la existencia de considerables 
diferencias en las propiedades cinéticas del enzima sepiapterina reductasa de Drosophila 
melanogaster con su equivalente en otros organismos. Éste presenta una menor afinidad 
por el sustrato sepiapterina. Los compuestos N-acetilserotonina, N-acetildopamina y 
N-metoxiacetilserotonina resultan inhibidores no competitivos del enzima, presentando un 
grado de inhibición inferior al observado en la sepiapterina reductasa de otros organismos.

2. De entre los mutantes de color de ojos analizados, clot exhibía las propiedades fenotípicas 
esperadas para una deficiencia en el gen estructural de la sepiapterina reductasa. Sin 
embargo, las pruebas de dosis génica realizadas descartaron dicha hipótesis. La falta de 
éxito en la identificación de un mutante del gen estructural de este enzima mediante el aná­
lisis fenotípico se puede asociar con la posible presencia de isoenzimas, como así sugiere 
el análisis de inhibición realizado.

3. El gen de la fenilalanina hidroxilasa de Drosophila melanogaster está comprendido en una 
región genómica de unas 4 kb. Su región codificante está interrumpida por un total de 4 
intrones. Aunque este número resulta inferior al presentado por los genes de las hidroxila- 
sas de los aminoácidos aromáticos en mamíferos, la posición de los tres últimos intrones 
aparece perfectamente conservada, presentando los exones correspondientes una alta 
identidad con la fenilalanina hidroxilasa de mamíferos. Estas observaciones evidencian el 
origen evolutivo común propuesto para la familia génica de las hidroxilasas.

4. Drosophila melanogaster es el primer organismo donde se describe una expresión diferen­
cial del gen de la fenilalanina hidroxilasa. Se han detectado tres transcritos alternativos del 
gen, cuyo origen parece residir en el uso de distintos promotores y que se expresan dife-

. rencialmente a lo largo del desarrollo. Éstos codifican para tres isoformas proteicas que tan 
sólo se diferencian en los primeros aminoácidos del dominio regulador N-terminal.

5. La cepa mutante Henna-recessive3 de Drosophila melanogaster presenta la inserción del 
retroelemento B104 en el exón 3 del gen de la fenilalanina hidroxilasa. Esta inserción 
provoca la producción de transcritos aberrantes que contienen parte de la secuencia del 
elemento interrumpiendo su región codificante. Además se produce una disminución en los 
niveles de mensajero maduro respecto a la cepa salvaje.

6. Estos transcritos aberrantes son originados por la utilización de sitios crípticos durante el 
proceso de eliminación de intrones del transcrito primario. El transcrito mayoritario, denomi­
nado tipo 1, se origina por la utilización de un sitio dador críptico, codificado por la repetición 
terminal (LTR) del elemento, y del sitio aceptor del intrón 3 del gen. El transcrito minoritario, 
tipo 2, se produce por la utilización de ese mismo sitio críptico, en combinación con un sitio 
aceptor generado por la duplicación de la secuencia diana producida por la retrotransposi- 
ción. Su uso sugiere la existencia en la LTR de B104 de las secuencias requeridas para su 
reconocimiento por la maquinaria de procesado. Es la primera vez que se describe este 
patrón de eliminación.
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7. El transcrito tipo 2 del gen de la fenilalanina hidroxilasa producido en Henna-recessive3 
conserva la pauta de lectura normal, pese a la inserción de parte de la secuencia del 
retroelemento. Este transcrito codifica para un producto proteico que tan sólo difiere de la 
proteína normal en la presencia de una inserción de 14 aminoácidos, codificados por B104. 
La existencia de actividad fenilalanina hidroxilasa residual en esta cepa sugiere que este 
producto pueda ser activo.

8. La eliminación del elemento B104 del transcrito primario del gen de la fenilalanina hidroxi­
lasa en Henna-recessive3 es un ejemplo de la potencialidad de los elementos transponibles 
como fuente de variabilidad genética mediante la introducción de nuevos patrones de 
procesado y de productos génicos modificados.

9. La caracterización molecular de la mutación presente en la cepa Henna-recessive3 
demuestra la identidad del locus génico Henna como el gen estructural de la fenilalanina 
hidroxilasa en Drosophiia melanogaster, estableciendo una relación directa entre un defecto 
génico y las deficiencias fenotípicas de los mutantes Henna.

10. Esta identificación pone de manifiesto la concurrencia de tres actividades enzimáticas codi­
ficadas por el locus Henna: fenilalanina hidroxilasa, triptófano hidroxilasa y tetrahidropterina 
oxidasa. Estas actividades están implicadas en tres procesos fisiológicos diferentes: 
metabolismo de la fenilalanina, síntesis de neurotransmisores serotoninérgicos y síntesis de 
pterinas.

11. El patrón diferencial de expresión del gen de la fenilalanina hidroxilasa observado en 
Drosophiia melanogaster se puede relacionar con una regulación de las funciones desem­
peñadas por este gen. Los datos presentados sugieren que ésta se produce tanto a nivel 
transcripcional, mediante el uso de promotores alternativos, como mediante la producción 
de isoformas con diferentes propiedades reguladoras.
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