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Resumen 

 

Los ribosomas son las estructuras subcelulares encargadas de llevar a cabo la síntesis proteica. La 

biogénesis ribosómica es un proceso muy complejo que comienza con la transcripción del ARN 

ribosómico por la ARN polimerasa I en el nucléolo. Este tránscrito inicial sufre un largo 

procesamiento que implica su plegamiento y asociación con las distintas proteínas ribosómicas. 

Además, el proceso de biogénesis requiere de la participación de un grupo heterogéneo de proteínas 

denominadas factores de ensamblaje ribosómicos. Se trata de proteínas que ejercen un papel esencial 

en el proceso de biogénesis ribosómica pero no forman parte del ribosoma maduro. Muchas de estas 

proteínas establecen interacciones binarias que son esenciales para su correcto funcionamiento. Las 

células cancerosas deben mantener una elevada tasa de biogénesis ribosómica a fin de proliferar con 

mayor rapidez que las células sanas. Por esta razón la biogénesis ribosómica constituye una 

importante diana terapéutica para el desarrollo de fármacos antitumorales. Ya han sido desarrollados 

fármacos basados en la inhibición específica de la ARN polimerasa I. Sin embargo, el uso de estos 

fármacos presenta inconvenientes tales como el desarrollo de resistencias o su carácter genotóxico.  

Una estrategia novedosa en este campo es el uso de péptidos de interferencia dirigidos contra 

interacciones específicas entre factores de ensamblaje. El grupo dirigido por el Dr. Bravo ha 

desarrollado un conjunto de péptidos capaces de bloquear la interacción entre los factores de 

ensamblaje Erb1 y Ytm1. Estos péptidos se derivan de la secuencia de Erb1 en su zona de interacción 

con Ytm1. En este trabajo hemos ampliado estos resultados preliminares mediante experimentos in 

vitro empleando células tumorales humanas. Hemos empleado formas equivalentes de los péptidos 

de interés derivadas de la secuencia de Bop1, la proteína homóloga de Erb1 en humanos. 

Estos péptidos actúan in vitro provocando citotoxicidad y apoptosis en células tumorales humanas. 

Estos efectos son independientes a la expresión de p53. Se sugiere así que los péptidos desarrollados 

podrían ser utilizados en el tratamiento de tumores en los que p53 se encuentre mutado, lo cual es un 

fenómeno frecuente en oncología. Los péptidos desarrollados pueden ser combinados in vitro con 

oxaliplatino, un fármaco quimioterapéutico. Esta estrategia permite disminuir la concentración de 

oxaliplatino necesaria para alcanzar un efecto citotóxico sobre las células tumorales, lo cual 

contribuiría a disminuir los efectos secundarios asociados al uso de oxaliplatino en la clínica. 

Además, estos péptidos podrían resultar eficaces en contextos de quimio resistencia. 

Por último, en este trabajo hemos evaluado otras interacciones entre diferentes factores de 

ensamblaje como posibles dianas para el desarrollo de péptidos de interferencia. En concreto, hemos 

estudiado la interacción entre los factores de ensamblaje NOC2, NOG1 y MAK5; así como la 

interacción entre NOG1 y eIF6. En conjunto, nuestros resultados muestran el potencial de la 

biogénesis ribosómica como diana terapéutica para el desarrollo de nuevos tratamientos 

antitumorales. 
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1. Introducción. 
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1.1 Biogénesis ribosómica. 

Los ribosomas son complejos ribonucleoproteicos encargados de llevar a cabo la síntesis de proteínas 

a partir del ARN mensajero (Woolford y Baserga 2013)  (Fernández-Pevida, Kressler, y de la Cruz 

2015). Los ribosomas son estructuras presentes tanto en células procariotas como eucariotas y están 

compuestos por diversas proteínas (denominadas proteínas ribosómicas o r-proteínas) y diversas 

especies de ácido ribonucleico ribosómico (ARNr).  

Los ribosomas de células eucariotas se denominan 80S (nombre derivado de su coeficiente de 

sedimentación en Svedberg) y están constituidos por una subunidad mayor denominada 60S o LSU 

(siglas de Large Ribosomal Subunit) y otra subunidad menor denominada 40S o SSU (siglas de Small 

Ribosomal Subunit). Históricamente, el organismo modelo para el estudio de la biogénesis 

ribosómica ha sido Saccharomyces cerevisiae (levadura del pan), por lo que la mayor parte de la 

información de que se dispone en relación a la estructura y biogénesis de los ribosomas se refiere a 

este organismo. En levaduras, la subunidad 60S se compone de tres especies de ARNr (25S; 5,8S y 

5S) y 46 proteínas ribosómicas (denominadas RPLs por Ribosomal Proteins of the Large subunit), 

mientras que la subunidad 40S se compone del ARNr 18S y 33 proteínas ribosómicas (denominadas 

RPS, por Ribosomal Proteins of  the Small subunit)  (Woolford y Baserga 2013). En el resto de 

organismo eucariotas la estructura del ribosoma es la misma con la salvedad de que la subunidad 60S 

posee 47 proteínas ribosómicas en lugar de 46 (Kressler, Hurt, y Baßler 2017).  

La biogénesis de los ribosomas es un proceso esencial para asegurar la viabilidad celular y supone 

un enorme gasto energético para la célula. Defectos cuantitativos o cualitativos en este proceso se 

relacionan con el proceso de transformación oncogénica, así como con el desarrollo de un conjunto 

de enfermedades denominadas ribosomopatías (Bustelo y Dosil 2018) (Catez et al. 2019).  

 

          Figura 1.1: Estructura general del ADNr de levaduras. Se muestran los distintos puntos de corte endo y 

exonucleolíticos necesarios para su posterior procesamiento. Tomado de Fernández-Pevida et al. 2015. 

El proceso de biogénesis ribosómica es muy complejo y en el intervienen tres compartimentos 

celulares distintos (nucléolo, nucleoplasma y citoplasma) e implica la participación de las tres ARN 

polimerasas presentes en las células eucariotas (ARN polimerasas I, II y III) (Woolford y Baserga 

2013). Además de las proteínas ribosómicas ya mencionadas, en el proceso de biogénesis ribosómica 

interviene un conjunto de más de 200 proteínas denominadas factores de ensamblaje ribosómicos. 

Se trata de proteínas que  no forman parte de la estructura final de los ribosomas, pero intervienen en 

su proceso de maduración (Woolford y Baserga 2013) (Kressler et al. 2017). La mayoría de estas 

proteínas son esenciales para garantizar la viabilidad celular. Sin embargo, se trata de un conjunto 

muy heterogéneo de proteínas en cuanto a su estructura y funcionalidad. Algunas poseen actividad 

enzimática (ATPasas, GTPasas, kinasas, etc), mientras que otras ejercen su papel favoreciendo la 
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remodelación estructural del pre-ARNr, de modo que éste pueda ser correctamente procesado por 

otros factores de ensamblaje o se permita la unión de proteínas ribosómicas (Woolford y Baserga 

2013) (Kressler, Hurt, y Baβler 2010).  

Como ya se ha mencionado, la biogénesis del ribosoma eucariota es un proceso que ha sido 

ampliamente estudiado en las últimas décadas usando la levadura Saccharomyces cerevisiae como 

organismo modelo. Estos estudios han permitido obtener abundante información acerca del proceso 

de biogénesis ribosómica y de las estructuras intermedias (pre-ribosomas) que se generan durante su 

desarrollo (Woolford y Baserga 2013) (Kressler et al. 2017) (Baßler y Hurt 2019). 

 

Figura 1.2: Esquema-resumen en el que se muestra el procesamiento del ARNr de levaduras desde su transcripción 

hasta la generación de los distintos ARNr maduros. Las primeras etapas de este procesamiento pueden producirse de 

modo co-transcripcional o post-transcripcional. Tomado de Fernández-Pevida et al. 2015.  

 

El ADN que codifica para las distintas especies de ARN ribosómico (denominado ADN ribosómico 

o ADNr) se localiza en el nucléolo. Este ADNr es transcrito por la ARN polimerasa I, generando un 

largo fragmento de ARN que contiene las especies de ARNr 18S; 5,8S y 25S. Como se muestra en 

la Figura 1.1, este ARNr es un precursor (denominado en adelante pre-ARNr) que debe ser sometido 

a un complejo procesamiento para generar las formas maduras de los distintos ARNr (resumido en 
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la Figura 1.2). Este procesamiento incluye una serie de digestiones endo y exonucleolíticas a fin de 

eliminar las regiones situadas entre los distintos ARNr maduros (regiones ITS1 e ITS2, por Internal 

Transcribed Spacer), así como las regiones que los flanquean (5`ETS y 3`ETS, por External 

Transcribed Spacer) (Woolford y Baserga 2013) (Fernández-Pevida et al. 2015).  

Por otro lado, en el nucléolo actúa también la ARN polimerasa III transcribiendo el ARNr 5S a partir 

de la misma región del ADNr (Figura 1.1). Por último, la ARN polimerasa II es la encargada de 

transcribir los genes correspondientes a las distintas proteínas ribosómicas y factores de ensamblaje 

implicados en la biogénesis ribosómica. Los ARN mensajeros producidos son transportados al 

citoplasma para su traducción. Las proteínas así generadas son importadas de nuevo al núcleo donde 

cumplen la función que les corresponde en el proceso de biogénesis ribosómica. La ARN polimerasa 

II también es la encargada de transcribir los genes que codifican para los snoARNs implicados en el 

proceso de biogénesis ribosómica (Baßler y Hurt 2019). 

 

1.1.1 Primeras etapas en el procesamiento del ARNr. 

Como se muestra en la Figura 1.2, los pre-ARNr generados a partir de las polimerasas I y III se 

procesan de forma paralela e independiente (Fernández-Pevida et al. 2015). El pre-ARNr derivado 

de la polimerasa I (18S/5,8S/25S) es el que requiere un procesamiento más largo y complejo. Este 

procesamiento implica cortes endo y exonucleolíticos, modificación post-traduccional del ARNr (2´-

O-metilación y pseudouridilación), plegamiento del ARNr y asociación con las proteínas 

ribosómicas. Las primeras etapas de este procesamiento se producen co-transcripcionalmente en la 

mayoría de los casos, aunque también se pueden dar de manera post-transcripcional (Woolford y 

Baserga 2013) (Fernández-Pevida et al. 2015) (Kressler et al. 2017).   

Este proceso comienza con el corte endonucleolítico en el sitio B0 catalizado por la endonucleasa 

Rnt1(Kufel, Dichtl, y Tollervey 1999). Esta digestión se produce de modo co-transcripcional 

(Fernández-Pevida et al. 2015). Con esta digestión se genera el pre-ARNr 35S (Figura 1.2). Los 

siguientes pasos incluyen los cortes endonucleolíticos en los sitios A0 y A1 para generar los pre-

ARNr 33S y 32S respectivamente. Con estas dos digestiones se elimina el segmento 5`ETS que 

precede al ARNr 18S (Figura 1.2). Estos cortes pueden producirse de modo co o post-transcripcional, 

aunque lo más frecuente es que se produzcan de modo co-transcripcional (Veinot-Drebot, Singer, y 

Johnston 1988). Ambas digestiones se producen casi simultáneamente, aunque se ha determinado 

que el corte en A0 es dispensable. El sitio A1 constituye el extremo 5` definitivo del ARNr 18S 

(Fernández-Pevida et al. 2015).  

Una vez eliminado el segmento 5`ETS, el siguiente paso es el corte en el punto A2, situado en la 

región ITS1 que separa los ARNr 18S y 5,8S. Se trata de un momento clave en el proceso de 

biogénesis ribosómica, puesto que a partir de este punto las subunidades pre-60S y pre-40S 

madurarán de modo independiente. Al igual que sucede con la región 5`ETS, esta digestión 

endonucleolítica se produce de modo co-transcripcional en la mayoría de los casos (Koš y Tollervey 

2010). Tras el corte en A2 se generan las especies de pre-ARNr 20S y 27SA2, que son procesadas de 

manera independiente (Figura 1.2). Hasta la fecha no se conocen con exactitud las nucleasas 

encargadas de escindir el pre-ARNr en los sitios A0, A1 y A2. Se ha sugerido que la proteína Utp24 

podría ser responsable de los cortes en A1 y/o A2 (Bleichert et al. 2006). Por otro lado se ha postulado 

que la proteína Rcl1 podría ser la responsable del corte en A2 (Horn, Mason, y Karbstein 2011). 
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A nivel macromolecular, la biogénesis del ribosoma implica la formación de una serie de estructuras 

intermedias denominadas pre-ribosomas, compuestas por diversas proteínas (factores de ensamblaje 

y proteínas ribosómicas) y especies distintas de pre-ARNr en distintos estadios de maduración. Se 

trata de formas transitorias que van cambiando su estructura y composición a medida que avanza el 

proceso de maduración. La primera estructura pre-ribosómica que se forma es la partícula 90S 

(Figura 1.3). Tras producirse la escisión endonucleolítica en el sitio A2, la partícula 90S queda 

dividida en las partículas 66S y 43S, precursoras de las subunidades 60S y 40S, respectivamente. 

Estos dos precursores maduran de modo independiente en el núcleo y son posteriormente 

translocados al citoplasma (Woolford y Baserga 2013). Puesto que el corte endonucleolítico en A2 

se produce de modo mayoritariamente co-transcripcional, la partícula 90S está mayoritariamente 

constituida por la región 5` del pre-ARNr 35S (regiones 5`ETS y 18S) a la que se asocian diversas 

proteínas ribosómicas y factores de ensamblaje implicados en la maduración de la subunidad 40S 

(Kressler et al. 2017). 

Tras su exportación a través del poro nuclear, las subunidades pre-40S y pre-60S terminan su proceso 

de maduración en el citoplasma. Esta última etapa madurativa implica la finalización del 

procesamiento de las distintas especies de pre-ARNr (procesamiento de 5,8SS/SL y de 18S, descrito 

más adelante), la liberación de los últimos factores de ensamblaje y la asociación de las últimas 

proteínas ribosómicas. En el citoplasma, la subunidad 60S se somete a un proceso de control de 

calidad que asegura su correcto ensamblaje (integridad del sitio P de unión de los ARNt) antes de 

unirse a la subunidad pre-40S (Woolford y Baserga 2013). Para completar su maduración, la 

subunidad pre-40S forma un complejo con la subunidad 60S ya madura. Como se menciona más 

adelante, este complejo es esencial para catalizar el paso del pre-ARNr 20S a su forma madura 18S 

(Turowski et al. 2014). La formación de este complejo también podría servir para testar el correcto 

ensamblaje de la subunidad 40S (Woolford y Baserga 2013). 

 

Figura 1.3: Esquema general que muestra el proceso de maduración del ribosoma eucariota. Tras la 

escisión endonucleolítica en A2, las subunidades pre-60S (66S) y pre-40S (43S) maduran de manera paralela e 

independiente. Tomado de Woolford y Baserga, 2013. 
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1.1.2 Maduración de la subunidad 40S en eucariotas. 

 

Como se ha mencionado en el apartado anterior, tras el corte endonucleolítico en el sitio A2, se genera 

el pre-ARNr 20S. Este pre-ARNr viaja al citoplasma asociado a las partículas pre-40S. La última 

etapa de maduración consiste en el corte endonucleolítico en el sitio D, catalizado por la 

endonucleasa Nob1, que supone la conversión del pre-ARNr 20S en el ARNr 18S definitivo (Fatica 

et al. 2003) (Fernández-Pevida et al. 2015). Para que se produzca este último corte es necesaria la 

asociación de la subunidad pre-40S con la subunidad 60S ya madura, así como la participación del 

factor de ensamblaje Rio1 (Turowski et al. 2014). 

 

 

1.1.3 Maduración de la subunidad 60S en eucariotas. 

Tras el corte endonucleolítico en A2, el proceso de maduración de la subunidad 60S se subdivide en 

dos vías que transcurren de modo paralelo e independiente (Figura 1.2). Ambas vías finalizan con la 

formación del ARNr 25S, mientras que el ARNr 5,8S presenta dos variantes distintas denominadas 

5,8SS (vía de procesamiento principal) y 5,8SL (vía de procesamiento minoritaria). Estas dos especies 

de ARNr difieren respectivamente en la ausencia o presencia en su extremo 5` de una secuencia de 

6 nucleótidos (Fernández-Pevida et al. 2015) (Woolford y Baserga 2013). Ambas formas del ARNr 

5,8S son funcionales y se encuentran en la estructura final de los ribosomas. La significación de estas 

dos vías alternativas es desconocida hasta la fecha.  A medida que se producen las distintas etapas 

del procesamiento, la partícula pre-60S transita del nucléolo al nucleoplasma, y del nucleoplasma, a 

través del poro nuclear, al citoplasma, donde tienen lugar las últimas etapas de su maduración y su 

asociación final con la subunidad 40S (consúltese Figura 1.3) (Woolford y Baserga 2013). 

La vía principal de procesamiento se produce en el 85% de los transcritos y comienza con el corte 

endonucleolítico en el sitio A3, catalizado por la ribonucleasa MRP de manera post-transcripcional 

(Fernández-Pevida et al. 2015). Dos factores de ensamblaje, Rrp5 y Dbp3 han sido también 

relacionados con la escisión del sitio A3 (Weaver, Sun, y Chang 1997) (Lebaron et al. 2013) 

(Fernández-Pevida et al. 2015). Posteriormente se produce la transformación del pre-ARNr 27SA3 

en 27SBS, gracias a la acción de las exonucleasas Rat1, Rrp17 y Xrn1, que catalizan la degradación 

exonucleolítica 5`-3` entre los sitios A3 y BS, generando así el extremo 5` definitivo del ARNr 5,8SS 

(Fernández-Pevida et al. 2015).  

Adicionalmente, esta digestión exonucleolítica requiere de la participación de una serie de factores 

de ensamblaje que se unen al pre-ARNr de forma jerárquica y en muchos casos interdependiente  

(Sahasranaman et al. 2011) (Dembowski, Kuo, y Woolford 2013) (Woolford y Baserga 2013).   

En primer lugar se unen los factores del subcomplejo Pwp1, que posibilitan la unión de un conjunto 

de factores de ensamblaje denominados `factores A3´. Este grupo de 6 factores está formado por las 

proteínas Nop7, Ytm1, Erb1, Rlp7, Nop15 y Cic1/Nsa3, cuya unión al pre-ARNr es interdependiente 

(Sahasranaman et al. 2011). La proteína Rrp1 también se considera parte de este subconjunto de 

proteínas, pero a diferencia del resto se asocia al pre-ARNr de forma independiente. Este conjunto 

de proteínas se une al pre-ARNr mucho antes de que su acción tenga lugar (ya están presentes en el 

pre-ARNr 27SA2 (Sahasranaman et al. 2011), y presentan sitios de interacción situados en la región 

ITS2, el extremo 3` de 5,8S y el extremo 5` de 25S (Granneman, Petfalski, y Tollervey 2011).  



 

20 
 

 

Figura 1.4: Resumen esquemático en el que se muestra el orden de asociación de los distintos factores de 

ensamblaje requeridos para el procesamiento de los pre-ARNr 27SA3 y 27SBS. Tomado de Woolford y 

Baserga 2013. 

Algunas de estas proteínas se organizan en subcomplejos, como es el caso del subcomplejo formado 

por Nop7, Erb1 y Ytm1, denominado complejo PeBoW (Miles et al. 2005). La unión de los factores 

A3 al pre-ARNr permite a su vez la asociación de HAS1 y DRS1 (Woolford y Baserga 2013) 

(Dembowski et al. 2013). HAS1 y DRS1 son helicasas con actividad ATPasa pertenecientes a la 

familia `DEAD-box´. Como se verá más adelante, HAS1 participa también en el procesamiento de 

la subunidad pre-40S (Dembowski et al. 2013). La asociación de HAS1 y DRS1 al pre-ARNr 

posibilita por último la asociación de las proteínas ribosómicas L17, L26, L35 y L37 (Woolford y 

Baserga 2013). Según la última nomenclatura disponible (Ban et al. 2014), estas proteínas 

ribosómicas se corresponden con uL22, uL24, uL29 y eL37 respectivamente. Evidencias 

experimentales sugieren que la proteína L17/uL22 actuaría bloqueando el avance del proceso de 

degradación exonucleolítica catalizado por Rat1, Xrn1 y Rrp17 más allá del punto BS. En ausencia 

de los factores A3, L17/uL22 no puede unirse al pre-ARNr 27SA3 y ello se traduce en la degradación 

exonucleolítica del pre-ARNr completo a cargo de Rat1, Xrn1 y Rrp17. Estas tres enzimas, por tanto, 

pueden jugar un papel bien en el procesamiento del pre-ARNr o bien en su degradación, según las 

circunstancias (Sahasranaman et al. 2011). La Figura 1.4 muestra un esquema-resumen de los 

distintos factores de ensamblaje necesarios para el paso del pre-ARNr 27SA3 a 27SBS, así como el 

paso de 27SBS a 25,5S y 7S. Esta última transición requiere de la participación de los llamados 

`factores B´. 

Los factores A3, junto con las proteínas ribosómicas L17/uL22, L26/uL24, L35/uL29 y L37/eL37 

podrían jugar un papel en la maduración del pre-ARNr en etapas posteriores al procesamiento de 

27SA3, concretamente favoreciendo el procesamiento de 27SBS para formar las especies 25,5S y 7S. 

Éste conjunto de proteínas contribuyen al correcto plegamiento de las secuencias 5,8SS y 25S del 

ARNr, junto con la región ITS2 situada entre ambas. Tras la disociación de los factores A3 

coincidiendo con la salida de la subunidad pre-60S del nucléolo (véase Figura 1.5), las proteínas 
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ribosómicas L17/uL22, L26/uL24, L35/uL29 y L37/eL37 se encargarían de mantener el correcto 

plegamiento de los ARNr 5,8SS y 25S, favoreciendo así la posterior maduración del pre-ARNr 

(Sahasranaman et al. 2011) (Granneman et al. 2011). 

La vía de procesamiento minoritaria se produce en un 15% de los transcritos (Woolford y Baserga 

2013) (Fernández-Pevida et al. 2015) e implica la transformación directa del pre-ARNr 27SA2 en 

27SBL gracias a un corte endonucleolítico en el sitio B1L, generándose así el extremo 5`maduro del 

ARNr 5,8SL. A partir de este punto, ambas vías de procesamiento transcurren de manera idéntica 

(Figura 1.2). Al igual que sucede con el corte en el sitio A3, el corte en el sitio B1L se produce de 

manera post-transcripcional (Fernández-Pevida et al. 2015). 

Casi de manera simultánea al procesamiento en el sitio B1L o B1S, se produce la degradación 

exonucleolítica de la región 3`ETS entre los sitios B0 y B2, con lo que se completa el procesamiento 

del extremo 3` de ARN 25S. Se ha postulado que este proceso de degradación es producido por la 

exonucleasa Rex1, aunque esta hipótesis aún no ha sido confirmada experimentalmente mediante el 

uso de mutantes deleccionados para el gen REX1 (Fernández-Pevida et al. 2015).  

El procesamiento de la región ITS2 es el último paso para la separación completa de los tres ARNr 

codificados por la secuencia 35S (18S; 5,8S y 25/28S). El primer paso para ello es el corte 

endonucleolítico en el sitio C2. Para ello se requiere la unión de un conjunto de factores de ensamblaje 

denominados ` factores B´. Se trata de un conjunto de 14 proteínas con funciones variadas (proteínas 

de unión a ARN, helicasas, GTPasas, proteínas estructurales, metiltransferasas), pero ninguna de 

ellas tiene actividad nucleasa. La endonucleasa encargada de producir el corte en C2 es actualmente 

desconocida (Fernández-Pevida et al. 2015). Al igual que sucede con el procesamiento de 27SA3, los 

factores B se unen de manera jerárquica a través de dos rutas de reclutamiento paralelas que 

convergen en la incorporación de NOG2, una GTPasa que juega un papel esencial en el corte en el 

sitio C2 y el procesamiento posterior del fragmento 7S generado. Cuatro de los factores B presentan 

actividad NTPasa, lo que sugiere que este conjunto de proteínas estarían implicadas en la 

remodelación estructural del pre-ARNr 27SB (Talkish et al. 2012). Muchos de estos factores se unen 

a la partícula pre-60S en etapas tempranas, mientras que NSA2 y NOG2 son los últimos en unirse, y 

lo hacen cuando el pre-ARNr 27SB ya está formado (Talkish et al. 2012) (Gamalinda et al. 2013). 

La unión de NSA2 y NOG2 a la partícula pre-60S es dependiente de la asociación previa de las 

proteínas ribosómicas L17/uL22, L35/uL29 y L37/eL37. De este modo, se postula que estas tres 

proteínas ribosómicas están implicadas en el procesamiento de ambas regiones intergénicas (ITS1 e 

ITS2). Su papel en estos procesos sería el de promover cambios estructurales en el pre-ARNr que 

faciliten su procesamiento (Fernández-Pevida et al. 2015) (Gamalinda et al. 2013).  

Una vez separados los pre-ARNr 25,5S y 7SS/SL tras el corte endonucleolítico en C2, se produce su 

maduración hasta formar las especies definitivas de ARNr 25S y 5,8SS/SL.  Las enzimas 

exonucleolíticas Rat1, Xrn1 y Rrp17 son las encargadas de degradar el extremo 5` del ARNr 25,5S 

hasta producir el ARNr 25S definitivo (Woolford y Baserga 2013) (Fernández-Pevida et al. 2015). 

Por otro lado, el pre-ARNr 7SS/SL es procesado en su extremo 3`hasta formar el ARNr 5,8SS/SL. Este 

procesamiento sigue un camino complejo que consta de cuatro etapas sucesivas. Las dos primeras se 

producen en el nucleoplasma e implican la participación del exosoma, un complejo multiproteico 

formado por nueve proteínas distintas. La acción exonucleolítica, sin embargo, no depende del 

exosoma sino de las exonucleasas Rrp44 y Rrp6 (Fernández-Pevida et al. 2015). Las dos últimas 

etapas se producen en el citoplasma y están catalizados por las exonucleasas Rex1, 2 y 3; y por la 

nucleasa Ngl2, respectivamente. Se desconoce si Ngl2 actúa como endo o exonucleasa (Fernández-

Pevida et al. 2015). 
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El ARNr 5S es transcrito a partir del ADNr nucleolar por la ARN polimerasa III. Su proceso de 

maduración es mucho más sencillo que el del resto de especies de ARNr e implica únicamente una 

etapa de procesamiento exonucleolítico en su extremo 3`. Esta reacción es catalizada por la enzima 

Rex1 y constituye una etapa no esencial en el procesamiento ribosómico. En ausencia de Rex1, el 

ARNr 5S con una extensión en su extremo 3` es capaz de incorporarse a la subunidad 60S (van Hoof 

2000) (Fernández-Pevida et al. 2015).  El ARNr 5S maduro se asocia con las proteínas ribosómicas 

L5/uL18 y L11/uL5 para formar un complejo ribonucleoproteico. Este complejo se asocia con la 

subunidad pre-60S durante su etapa de maduración nucleolar (Kressler et al. 2012) (Kressler et al. 

2017). 

 

1.1.4 Papel de las proteínas en el ensamblaje del ribosoma eucariota. 

Las proteínas que participan en el ensamblaje de los ribosomas se pueden dividir en dos grupos. Las 

proteínas ribosómicas son aquellas que forman parte de la estructura madura de los ribosomas. Por 

otro lado, los factores de ensamblaje o factores de biogénesis ribosómica constituyen un conjunto de 

proteínas que intervienen en la biogénesis del ribosoma (y en consecuencia aparecen unidas a las 

partículas pre-ribosómicas), pero no forman parte de la estructura final de los ribosomas. Ambos 

grupos de proteínas tienen importantes funciones en la biogénesis y posterior funcionamiento de los 

ribosomas (de la Cruz, Karbstein, y Woolford 2015) (Kressler et al. 2017). 

 

 

1.1.4.1 Papel de las proteínas ribosómicas en la biogéneis del ribosoma. 

 

Los ribosomas eucariotas contienen 80 proteínas ribosómicas (79 en el caso de levaduras) (Kressler 

et al. 2017). Se ha determinado que 64 de las 79 proteínas ribosómicas de levaduras son esenciales 

para la supervivencia celular (Woolford y Baserga 2013). Diversas mutaciones en estas proteínas se 

relacionan con el desarrollo de un conjunto de enfermedades denominadas ribosomopatías, 

caracterizadas por diversos defectos en el ensamblaje y función de los ribosomas (véase apartado 

1.2.1.1). Las manifestaciones clínicas de éstas enfermedades son muy variadas, y en muchos casos 

implican una mayor susceptibilidad al desarrollo de distintos tipos de cáncer (Venturi y Montanaro 

2020).  

 

Las proteínas ribosómicas, junto con los factores de ensamblaje, juegan un importante papel en la 

biogénesis de los ribosomas, concretamente actúan promoviendo el correcto plegamiento del ARNr 

al que se unen. La unión de las proteínas ribosómicas al pre-ARNr se produce de manera jerárquica 

y cooperativa (la unión de ciertas proteínas ribosómicas `tempranas´ facilita la unión de otras 

proteínas ribosómicas `tardías´) (de la Cruz et al. 2015). Las proteínas ribosómicas de unión más 

temprana están implicadas en las primeras etapas de maduración de la subunidad correspondiente, 

mientras que las que se unen tardíamente están implicadas en las etapas tardías. Esta unión jerárquica 

viene determinada por la región del ribosoma maduro que ocupe cada proteína ribosómica. Por 

ejemplo, las proteínas ribosómicas que se unen a la región 5`ETS del pre-ARNr 35S están implicadas 

en la maduración temprana de la subunidad 40S, mientras que las que se unen al extremo 3` del pre-

ARNr 20S están implicadas en la maduración tardía de ésta subunidad (Woolford y Baserga 2013) 

(de la Cruz et al. 2015). 

 

 



 

23 
 

1.1.4.2       Papel de los factores de ensamblaje en la biogénesis ribosómica. 

Como ya se ha mencionado, los factores de ensamblaje son un grupo muy heterogéneo de proteínas 

a nivel funcional y estructural (Kressler, Hurt, y Baβler 2010) (Woolford y Baserga 2013). Algunas 

de estas proteínas poseen una actividad enzimática reconocida (ATPasas, GTPasas, kinasas, 

fosfatasas, helicasas) mientras que otras carecen de actividad enzimática. Cada factor de ensamblaje 

ejerce su función en una etapa específica del proceso de biogénesis ribosómica. La inmensa mayoría 

restringen su actividad a una de las dos subunidades del ribosoma eucariota (40S o 60S). Por lo tanto, 

cada subunidad requiere de la participación de un conjunto específico de factores de ensamblaje para 

su maduración (Woolford y Baserga 2013) (Klinge y Woolford 2019). Sin embargo, existen tres 

factores de ensamblaje (HAS1, Rrp5 y Prp43) que están implicados en la biogénesis de ambas 

subunidades (Dembowski et al. 2013). Puesto que este trabajo está enfocado sobre el proceso de 

biogénesis de la subunidad 60S, en los siguientes apartados nos centraremos en los factores de 

ensamblaje implicados en la biogénesis de esta subunidad. La Figura 1.5 resume de manera 

esquemática el orden de entrada y salida de los distintos factores de ensamblaje implicados en el 

proceso de maduración de la subunidad 60S. 

 

 
 

Figura 1.5. Representación esquemática del proceso de maduración de la subunidad 60S. Se indican los 

momentos de entrada y salida de los distintos factores de ensamblaje que se unen a distintas regiones del pre-

ARNr (representado en la parte superior). A medida que progresa su maduración, la subunidad pre-60S va 

transitando entre el nucléolo, el nucleoplasma y el citoplasma. Tomado de Klinge y Woolford, 2019.  
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1.1.4.2.1      Factores de ensamblaje con actividad enzimática. 

 

• Endonucleasas y exonucleasas. Estas enzimas son las encargadas de catalizar los distintos cortes 

endo y exonucleolíticos necesarios para el procesamiento del pre-ARNr hasta formar los distintos 

ARNr maduros. Las más destacadas dentro de este grupo son las enzimas Rat1, Xrn1 y Rrp17, 

exonucleasas encargadas de catalizar el paso de 27SA3 a 27SBS (Sahasranaman et al. 2011).  Estas 

tres enzimas también están implicadas en el procesamiento del pre-ARNr 25,5S para dar lugar al 

ARNr 25S (Woolford y Baserga 2013) (Fernández-Pevida et al. 2015). 

 

• Familia de las DExD/H-box ATPasas.  Dentro de esta denominación se engloban las familias 

DEAD-box, DEAH-box, DExD-box y DExH-box, pertenecientes a la superfamilia SF2 de helicasas 

(Cordin et al. 2006). Estas enzimas se caracterizan por la presencia de 8 motivos de secuencia entre 

los que destaca el motivo Walker B (o motivo DEAD/DEAH/DExD/DExH según la familia 

específica) del que se deriva su nomenclatura. En el contexto de la biogénesis ribosómica, son 

enzimas que utilizan la energía derivada de la hidrólisis del ATP para catalizar la remodelación de la 

estructura del pre-ARNr, lo cual implica cambios en las interacciones ARN:ARN o ARN: proteína. 

Estos cambios a menudo implican la escisión o incorporación de distintos factores de ensamblaje. Se 

han descrito hasta la fecha siete DExD/H-box ATPasas implicadas en el procesamiento de la 

subunidad 40S, diez DExD/H-box ATPasas implicadas en el procesamiento de la subunidad 60S, y 

dos DExD/H-box ATPasas implicadas en la maduración de ambas subunidades (Kressler et al. 2010). 

Dentro de esta familia cabe destacar las enzimas HAS1 (implicada en la biogénesis de ambas 

subunidades 40S y 60S) y MAK5 (implicada en la maduración de la subunidad 60S) de las que se 

hablará más adelante. 

 

• Enzimas pertenecientes a la familia de las AAA-ATPasas. Se trata de un grupo de enzimas 

perteneciente a la familia de las P-loop NTPasas (Prattes et al. 2019). Estas enzimas se caracterizan 

por la presencia de un dominio AAA (siglas de ATPases associated with diverse cellular activities) 

en el que reside la actividad catalítica y que les permite actuar como `máquinas moleculares´ 

catalizando la remodelación de diversos complejos macromoleculares, incluyendo el pre-ribosoma 

(Erzberger y Berger 2006) (Prattes et al. 2019). Tres enzimas pertenecientes a esta familia, Rix7, 

Rea1/Mdn1 y Drg1 están implicadas en la biogénesis de la subunidad 60S (Prattes et al. 2019) . Cada 

una de estas enzimas utiliza la energía derivada de la hidrólisis de ATP para catalizar la escisión de 

factores de ensamblaje específicos. Concretamente, la enzima Rea1, actúa en dos etapas diferentes 

de la maduración de la subunidad 60S. En el nucléolo cataliza la escisión de los ya mencionados 

factores de ensamblaje Erb1 y Ytm1, implicados en el procesamiento del pre-ARNr 27SA3 (apartado 

1.1.3). Este paso se considera un prerrequisito para que la partícula pre-60S pueda pasar del nucléolo 

al nucleoplasma. En el nucleoplasma, Rea1 cataliza la escisión del factor de ensamblaje Rsa4. Por 

su parte, la enzima Rix7 cataliza en el nucléolo la escisión de la proteína Nsa1, implicada en la 

maduración temprana de la subunidad pre-60S. Por último, la enzima Drg1 actúa en las últimas 

etapas de maduración de la subunidad pre-60S, catalizando en el citoplasma la escisión de la proteína 

Rlp24 (Prattes et al. 2019). 

 

• Enzimas con actividad GTPasa.  Las GTPasas son una superfamilia de proteínas caracterizada 

por la presencia de un dominio G, constituido por 5 motivos de secuencia denominados G1-G5 

(Kressler et al. 2010). Esta superfamilia se subdivide en diversas familias cuyos miembros están 

implicados en una gran variedad de procesos celulares (Leipe et al. 2002). Se han descrito 6 GTPasas 

implicadas en la maduración ribosómica, 5 de ellas implicadas en la maduración de la subunidad 
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60S: NOG1, NOG2, NUG1, Efl1 y Lsg1; mientras que una está implicada en la maduración de la 

subunidad 40S (Bms1) (Kressler et al. 2010). Como ya se ha mencionado (véase apartado 1.1.3), 

NOG1 y NOG2 forman parte del grupo de los factores B, implicados en el procesamiento del pre-

ARNr 27SB (Woolford y Baserga 2013) (Talkish et al. 2012). NUG1 está implicada en el 

reclutamiento de la helicasa Dbp10 durante las etapas tempranas de maduración de la subunidad 60S 

(Manikas et al. 2016). Las GTPasas Efl1 y Lsg1 participan en las últimas etapas de maduración 

citoplasmática de la subunidad 60S (Kressler et al. 2010). Por último, la GTPasa Bms1 está implicada 

en el reclutamiento de Rcl1 a la partícula 90S, lo cual constituye un prerrequisito para la 

incorporación del snoARN U3 (Kressler et al. 2010). 

 

• Enzimas modificadoras del ARNr: se trata de complejos ribonucleoproteicos pequeños del 

nucléolo (snoRNPs, por small nucleolar Ribonucleoproteins) formados por un fragmento de ARN, 

denominado snoARN (small nucleolar Ribonucleic Acid) y varias proteínas. Estos complejos son los 

encargados de catalizar las reacciones de modificación post-transcripcional del pre-ARNr (Watkins 

y Bohnsack 2012). Se ha estipulado que estas reacciones tienen lugar durante las etapas iniciales de 

la maduración ribosómica, a medida que el pre-ARNr es transcrito (Baßler y Hurt 2019). Por esta 

razón, los snoRNPs se relacionan fundamentalmente con el procesamiento de la subunidad 40S. 

Existen dos tipos de snoRNPs en levaduras, nombrados en función de las secuencias conservadas de 

los snoARNs que los componen (Woolford y Baserga 2013) (Watkins y Bohnsack 2012). Los 

pertenecientes a la clase `box C/D´ están implicados en catalizar la metilación (2´-O-ribosa 

metilación) del pre-ARNr, mientras que los pertenecientes a la clase `box H/ACA´ están implicados 

en catalizar la pseudouridilación del pre-ARNr. Cada uno de estos dos tipos de snoRNPs se compone 

de distintas proteínas, una de las cuales es responsable de la actividad enzimática, mientras que el 

resto intervienen en la unión del complejo al ARN. El snoARN actúa hibridando con la secuencia 

del pre-ARNr que va a ser modificada por la correspondiente enzima. La composición proteica de 

las dos clases de snoRNPs se resume en la Tabla 1.1. 

 

Tabla 1.1: Tabla-resumen mostrando la composición proteica de las diferentes clases de 

snoRNPs.* 

Función de la 

proteína 
Box C/D  Box H/ACA 

Enzima de 

modificación  

Fibrilarina/Nop1  Cbf5  

Unión al ARN Snu13  Nhp2  

  Nop56   Nop10  

  Nop58  Gar1  

 

                                  *Tabla adaptada de Woolford y Baserga, 2013. 

 

Hasta la fecha se han descrito más de 80 snoRNPs implicados en la biogéneis del ribosoma eucariota 

(Baßler y Hurt 2019). Algunos de estos snoRNPs están implicados en el procesamiento del pre-ARNr 

pero no en la modificación de nucleótidos, mientras que otros están implicados en ambos procesos 

(Tabla 1.2). Los snoRNPs U3, U14, snR10 y snR30 intervienen en la maduración de la subunidad 
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40S. Por otro lado, el complejo MRP actúa catalizando el corte en el sitio A3, como parte del 

procesamiento de la subunidad 60S (Woolford y Baserga 2013).  

 

 

Tabla 1.2: Funcionalidad de los distintos snoRNPs en el procesamiento/modificación post-

transcripcional del pre-ARNr.* 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

            

      *Tabla adaptada de Woolford y Baserga, 2013. 

 

 

 

1.1.4.2.2      Factores de ensamblaje sin actividad enzimática. 

Muchos factores de ensamblaje carecen de una actividad enzimática reconocida. Estos factores 

actúan promoviendo la remodelación estructural de la partícula pre-ribosómica. Muchos de estos 

factores se organizan en sub-complejos que se unen al pre-ribosoma de manera jerárquica y 

cooperativa. Su unión provoca los cambios estructurales necesarios para la unión/escisión de otros 

factores de ensamblaje o la unión de proteínas ribosómicas. A continuación se detallan algunos de 

los subcomplejos que participan en la biogénesis de la subunidad 60S del ribosoma y que son de 

interés en este trabajo: 

 

• Complejo PeBoW: se trata de un complejo heterotrimérico formado por las proteínas Nop7, Erb1 

y Ytm1 en Saccharomyces cerevisiae (levadura del pan) (Miles et al. 2005) y sus homólogos Pes1, 

Bop1 y WDR12 respectivamente en células de mamífero (Hölzel et al. 2005:12). En levaduras recibe 

el nombre de subcomplejo Nop7, mientras que en humanos se denomina complejo PeBoW. En 

adelante se hará referencia a este complejo como complejo PeBoW. Las tres proteínas que componen 

este complejo están altamente conservadas desde levaduras a humanos (Hölzel et al. 2005:12)  (Tang 

et al. 2008).  

 

El complejo PeBoW ejerce un papel esencial en la biogénesis de la subunidad 60S tanto en levaduras 

como en células de mamífero (Miles et al. 2005) (Rohrmoser et al. 2007). Como ya se ha mencionado 

(véase apartado 1.1.3), estas tres proteínas forman parte del grupo de los factores A3, implicados en 

el procesamiento del pre-ARNr 27SA3 para dar lugar al pre-ARNr 27SBS (Woolford y Baserga 2013) 

(Granneman et al. 2011). La incorporación de estas tres proteínas a la partícula pre-60S es 

snoARN Clase ¿Esencial? Función 

U3  Box C/D  Sí Procesamiento 

U14  Box C/D  Sí Procesamiento y  

2′-O-metilación  

snR30  Box H/ACA  Sí Procesamiento 

snR10  Box H/ACA  No  Procesamiento y 

pseudouridilación  

ARNasa 

MRP  

Única Sí, pero no para 

procesamiento  

Procesamiento 
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interdependiente, tal y como sucede con el resto de los factores A3 (Tang et al. 2008) (Sahasranaman 

et al. 2011). 

 

Una particularidad del complejo PeBoW es que se presenta como heterotrímero tanto en el contexto 

del pre-ribosoma como fuera de él (Miles et al. 2005). Es posible reconstruir in vitro el complejo a 

partir de sus componentes individuales Nop7, Erb1 y Ytm1 procedentes de levaduras o de 

Chaetomium thermophilum (Wegrecki, M (2015). Structural, biophysical and functional 

characterization of Nop7-Erb1-Ytm1complex and its implications in eukaryotic ribosome biogenesis 

[Tesis de doctorado]. Universidad Politécnica de Valencia) (Orea Ordóñez, L. (2022). Estructura y 

función del complejo PeBoW como modelo en el desarrollo de posibles herramientas terapéuticas 

[Tesis de doctorado]. Universidad Politécnica de Valencia).  

 

Las proteínas Erb1 y Ytm1 se caracterizan por la presencia de un dominio β-propeller en su extremo 

carboxi-terminal. En ambos casos, este dominio está compuesto por siete aspas organizadas en torno 

a un eje central (Figura 1.6C). Cada una de estas aspas está constituida por un motivo WD40 formado 

por 4 láminas β antiparalelas (Marcin, Neira, y Bravo 2015) (Wegrecki et al. 2015). El dominio β-

propeller, cuya unidad básica estructural es el motivo WD40, está ampliamente representado en 

células eucariotas. El motivo WD40 se denomina así por la presencia de un dipéptido conservado 

Trp-Asp en su secuencia. Se considera que este dominio actúa como plataforma facilitando 

interacciones entre proteínas implicadas en una gran variedad de procesos celulares (Stirnimann et al. 

2010)  (Chen, Chan, y Wang 2011).  

 

Los primeros estudios del complejo PeBoW en levaduras revelaron que Erb1 ocupa una posición 

central en el mismo, estableciendo interacciones con Ytm1 y Nop7 (Tang et al. 2008). El grupo 

dirigido por el Dr. Bravo ha logrado la resolución estructural mediante difracción de rayos X del 

heterodímero formado por Ytm1 y el dominio β-propeller de Erb1 usando el hongo termófilo 

Chaetomium thermophilum como modelo experimental (Figura 1.6B). 

 

En esta estructura se muestra que ambas proteínas interaccionan entre sí a través de sus respectivos 

dominios β-propeller. El establecimiento de esta interacción fue confirmado mediante distintas 

técnicas experimentales in vitro (Wegrecki et al. 2015). Actualmente se dispone de la estructura 

tridimensional del complejo PeBoW en el contexto de la subunidad pre-60S de levaduras  (Kater 

et al. 2017). 

 

Esta información estructural ha permitido confirmar el modo de interacción de Erb1 y Ytm1 a través 

de sus dominios  β-propeller. Por otro lado, Erb1 presenta un largo dominio amino-terminal 

desplegado a través del cual interacciona con Nop7 en el contexto del pre-ribosoma (Figura 1.6A). 

Esta región amino-terminal comprende en levaduras los aminoácidos 1-426, mientras que la región 

carboxi-terminal que contiene el dominio β-propeller comprende los aminoácidos 427-807  (Marcin 

et al. 2015). En Chaetomium thermophilum, la región amino-terminal comprende los aminoácidos 1-

431, y el dominio β-propeller comprende los aminoácidos 432-801 (véase PDB ID: 5CXB).  

Mediante experimentos in vitro usando las proteínas de Chaetomium thermophilum se ha establecido 

a su vez que el dominio β-propeller de Erb1 es capaz de interaccionar con ARN, lo cual podría 

contribuir a la unión del complejo PeBoW al pre-ARNr (Marcin, Neira, y Bravo 2015). La región 

amino-terminal extendida de Erb1 le permite establecer interacciones con diversos factores de 

ensamblaje pre-ribosómicos (Nop16, HAS1, Spb1, Brx1, Ebp2, NOC3) (Figura 1.7) (Kater et al. 

2017). En este trabajo, sin embargo, nos centraremos en la interacción establecida entre Ytm1 y Erb1. 
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En su extremo amino-terminal Ytm1 presenta un dominio tipo ubiquitina (Ubiquitin-like domain o 

UBL) que no participa en su interacción con Erb1 (Figura 1.6B). En Chaetomium thermophilum, 

dicho dominio ocupa los primeros 97 residuos de la secuencia, mientras que los aminoácidos 98-495 

forman el dominio β-propeller (véase PDB ID: 5CXB). 

 

Los componentes del complejo PeBoW aparecen ya asociados al pre-ribosoma en sus primeras 

etapas de maduración (Sahasranaman et al. 2011).  Este complejo es escindido de la subunidad pre-

60S por la AAA-ATPasa Rea1 al final de la etapa de maduración nucleolar (Baßler et al. 2010) 

(Prattes et al. 2019). Sin embargo, las últimas revisiones sobre el proceso de maduración ribosómica 

apuntan la posibilidad de que el heterodímero Erb1/Ytm1 se una a la partícula pre-60S de manera 

independiente de Nop7 (Figura 1.5). Esta hipótesis supondría la incorporación y escisión por 

separado del heterodímero Erb1/Ytm1 y de Nop7 a la partícula pre-60S (Klinge y Woolford 2019). 

 

Los dominios β-propeller de ambas proteínas Erb1 y Ytm1 interaccionan entre sí con gran afinidad 

en Chaetomium thermophilum, y esta interacción puede ser debilitada mediante la introducción de 

una mutación puntual en Erb1 (Wegrecki et al. 2015). Estudios previos en levaduras han establecido 

la importancia de la interacción entre Erb1 y Ytm1 para la incorporación del complejo PeBoW al 

pre-ribosoma, la correcta maduración de la subunidad 60S y su exportación al citoplasma. La 

introducción de mutaciones puntuales en Erb1 o Ytm1 que debiliten la interacción entre ambos 

factores de ensamblaje se traduce en defectos en la incorporación del complejo PeBoW al pre-

ribosoma que a su vez dan lugar a un defecto global en la maduración de la subunidad 60S (Miles et 

al. 2005) (Wegrecki et al. 2015). 

 

El grupo dirigido por el Dr. Jerónimo Bravo ha diseñado recientemente una serie de péptidos de 

interferencia dirigidos contra la interacción entre Erb1 y Ytm1 de Chaetomium thermophilum (Orea-

Ordóñez, Masiá, y Bravo 2021). El diseño de estos péptidos se basa en la información estructural 

relativa a la interacción entre Erb1 y Ytm1 a través de sus dominios β-propeller en este organismo  

(Wegrecki et al. 2015). Estos péptidos se corresponden con distintas secuencias de Erb1 o Ytm1 que 

se encuentran en la zona de interacción entre ambas proteínas. 

 

El uso de péptidos de interferencia ha ganado una creciente importancia en los últimos años como 

estrategia para disrumpir interacciones proteína-proteína que sean relevantes para el desarrollo de 

distintas patologías (Wójcik y Berlicki 2016), razón por la que esta estrategia fue seleccionada en el 

caso de la interacción Erb1/Ytm1. El objetivo final es provocar el bloqueo selectivo de la biogénesis 

ribosómica y la consecuente activación de los mecanismos celulares de apoptosis celular (ver 

apartado 1.2.2 de la Introducción).    
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Figura 1.6: Estructura tridimensional del complejo PeBoW en el contexto del pre-ribosoma y fuera de 

él. A. Estructura del complejo PeBoW formado por las proteínas Nop7 (amarillo), Erb1 (verde) y Ytm1 (azul) 

en el  contexto del pre-ribosoma de levaduras. (PDB ID: 6ELZ). El resto de proteínas ribosómicas y factores 

de ensamblaje presentes en la estructura, así como el pre-ARNr se muestran en gris. Se muestra en detalle la 

interacción entre Ytm1 y la región carboxi-terminal de Erb1. B. Estructura del heterodímero formado por Ytm1 

(azul) y la región carboxi-terminal de Erb1 (verde, aminoácidos 432-801) en Chaetomium thermophilum (PDB 

ID: 5CXB). C. Estructura del dominio β-propeller de Erb1 de Saccharomyces cerevisiae. Se muestran los 

motivos WD40 numerados del 1 al 7 en sentido antihorario. Tomado de Marcin, Neira, y Bravo 2015.  
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Figura 1.7: Interacciones establecidas entre el complejo PeBoW y distintos factores de ensamblaje 

ribosómicos en el contexto de la partícula pre-60S. Estructura del complejo PeBoW (Ytm1 en azul, Erb1 en 

verde, Nop7 en amarillo) en el contexto del pre-ribosoma de levaduras (PDB ID: 6ELZ) (arriba). Se muestra 

la red de interacciones que establece Erb1 en el contexto de la biogénesis ribosómica (abajo). 

 

 

 

• Complejos formados por las proteínas NOC: se trata de un grupo de cuatro proteínas 

denominadas NOC1-4p (siglas de Nucleolar Organizing Complex associated protein). Las proteínas 

NOC1, NOC3 y NOC4 comparten un dominio conservado de 45 aminoácidos ausente en NOC2, 

denominado dominio NOC (Milkereit et al. 2001). Mediante herramientas de predicción 

bioinformática, se ha postulado que todos los miembros de esta familia presentarían similitud 

estructural con las proteínas que contienen motivos HEAT/Armadillo. Este motivo estructural es 
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característico de proteínas implicadas en procesos de transporte intracelular, lo que subraya la posible 

implicación de los factores de ensamblaje NOC1-4 en estos procesos (Dlakić y Tollervey 2004). 

 

Las proteínas NOC1, NOC2 y NOC3 fueron descritas por primera vez por Milkereit y colaboradores 

en el año 2001 como un grupo de proteínas implicadas en el transporte de la subunidad pre-60S entre 

el nucléolo, el nucleoplasma y el citoplasma (Milkereit et al. 2001). En este primer estudio se postuló 

la organización de estas proteínas en dos complejos. El complejo NOC1-NOC2 está enriquecido en 

los pre-ribosomas 90S y 66S, mientras que el complejo NOC2-NOC3 aparece enriquecido 

exclusivamente en los pre-ribosomas 66S. En este primer estudio se postuló que el complejo NOC1-

NOC2 estaría implicado en el transporte de la subunidad pre-60S entre el nucléolo y el nucleoplasma, 

mientras que el complejo NOC2-NOC3 estaría implicado en el transporte entre el nucleoplasma y el 

citoplasma (Milkereit et al. 2001).   

 

Recientemente se ha establecido que el complejo NOC1-NOC2 juega un importante papel en la 

regulación del corte endonucleolítico en el sitio A2. Estas dos proteínas se unen al dominio I del 

ARNr 25S de modo co-transcripcional. El complejo NOC1-NOC2 interacciona a su vez con el factor 

de ensamblaje Rrp5. La unión de estas tres proteínas provoca un cambio de conformación en la 

proteína Rrp5, permitiéndose el corte en A2 y la consiguiente separación de las subunidades pre-40S 

y pre-60S (Khoshnevis et al. 2019). Ambos factores de ensamblaje, por tanto, se unen a la subunidad 

pre-60S en las etapas más tempranas de su maduración, mientras que la incorporación de NOC3 es 

más tardía (Figura 1.5). 

Por otro lado, la proteína NOC4, formando un subcomplejo con NOP14, está implicada en la 

maduración de la subunidad pre-40S y su exportación al citoplasma (Milkereit et al. 2003) (Kühn 

et al. 2009). 

 

1.1.4.2.3 Factores de ensamblaje de interés para este estudio. 

En este apartado se describen las características de una serie de factores de ensamblaje relevantes 

para el presente estudio. 

 

• NOG1: esta proteína pertenece a la familia Obg de GTPasas (Leipe et al. 2002).  Esta proteína 

fue descrita por primera vez en el año 2000 en un escaneo para identificar proteínas que 

interaccionasen con la proteína nucleolar NOPP44/46 de Trypanosoma brucei (Park et al. 2001). Se 

determinó que NOG1 de Trypanosoma brucei posee homólogos en una gran variedad de organismos 

eucariotas, incluyendo Homo sapiens y Saccharomyces cerevisiae. La estructura de este factor de 

ensamblaje incluye un dominio G compuesto de los 5 motivos G1-G5 que caracterizan a todas las 

GTPasas (Leipe et al. 2002). Cuenta además con una larga extensión carboxi-terminal 

desestructurada.  

 

Los primeros estudios demostraron que la proteína NOG1 de Saccharomyces cerevisiae interacciona 

con la subunidad pre-60S y es esencial para su correcta maduración. Sin embargo, la unión de 

GTP/GDP al dominio G no afecta a la capacidad de NOG1 de unirse al pre-60S, aunque sí afecta a 

su función en la maduración de la subunidad 60S (Fuentes et al. 2007). Aunque en un principio se 

consideró a NOG1 una proteína exclusivamente nucleolar (Park et al. 2001) (Saveanu et al. 2003) 

(Fuentes et al. 2007), más adelante se determinó que NOG1 se asocia a la partícula pre-60S en el 
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nucléolo y viaja unida a ella hasta el citoplasma, donde se disocia y es transportada de vuelta al 

núcleo para participar en la maduración de otras subunidades pre-60S (Pertschy et al. 2007) 

(Klingauf-Nerurkar et al. 2020) (Figura 1.5). Como se ha mencionado en el apartado 1.1.3, NOG1 

forma parte de los llamados `factores B´, implicados en promover el corte endonucleolítico en C2 

(Talkish et al. 2012) (Woolford y Baserga 2013). 

 

NOG1 forma un complejo con la proteína Rlp24. Se ha postulado que su disociación en el citoplasma 

de la subunidad 60S inmadura depende de la actividad de la AAA-ATPasa Drg1 (que provoca la 

disociación de Rlp24) así como de la integridad de su propio dominio G (Klingauf-Nerurkar et al. 

2020). Una vez asociado a la subunidad pre-60S, NOG1 interacciona con numerosos factores de 

ensamblaje, entre los que se encuentran Rlp24, eIF6, Arx1, Mtr4 y Nsa2. NOG1 participa en la 

maduración del túnel de salida polipeptídico introduciendo en el mismo su largo extremo carboxi-

terminal (Wilson et al. 2020) (Klingauf-Nerurkar et al. 2020).  

 

 La disociación de NOG1 del pre-ribosoma está implicada directamente en la maduración de la región 

`stalk´ (implicada en la iniciación de la traducción) (Klingauf-Nerurkar et al. 2020). En la Figura 1.8 

se muestra un resumen esquemático del proceso de maduración de la subunidad 60S en el citoplasma 

y el papel que NOG1 ejerce en dicho proceso. 

 

 
 

Figura 1.8: Resumen esquemático del proceso de maduración de la subunidad pre-60S en el 

citoplasma. La escisión de NOG1 está directamente implicada en la maduración de la región `stalk´, pero 

no es esencial para la maduración del tune de salida polipeptídico (PET). Tomado de Klingauf-Nerurkar 

et al. 2020. 
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• MAK5: al igual que HAS1, se trata de una proteína perteneciente a la familia DEAD-box de 

helicasas. Esta proteína fue descrita por primera vez en 2003 (Zagulski et al. 2003). En este primer 

estudio se la describe como una proteína nucleolar con un papel esencial para la biogénesis de la 

subunidad 60S del ribosoma, concretamente implicada en la biogénesis de los ARNr 25S y 5,8S. 

Estudios posteriores realizados en levaduras determinan que este factor de ensamblaje presenta 

actividad ATPasa dependiente de ARN y que su actividad catalítica resulta esencial para que ejerza 

su papel en la maduración del ribosoma, concretamente promoviendo el paso del pre-ARNr 27SA a 

27SB (Brüning et al. 2018). En este mismo estudio determinan mediante experimentos in vivo que 

MAK5 interacciona con las hélices H36, 37 y 39 situadas en el dominio II del ARNr 25S. La unión 

de MAK5 a esta región es esencial para garantizar la posterior unión de la proteína ribosómica Rpl10 

a la misma región durante las etapas tardías de la maduración ribosómica en el citoplasma (Brüning 

et al. 2018).  

 

Se ha relacionado a MAK5 con la maduración nucleolar de la partícula pre-60S y se han establecido 

una serie de interacciones funcionales entre MAK5 y los factores de ensamblaje Ebp2, Nop16, Rpf1 

y con las proteínas ribosómicas Rpl14/eL14, Rpl6/eL6 y Rpl16/uL13 (Pratte et al. 2013). Un estudio 

publicado recientemente estudia el papel ejercido por MAK5 en la escisión de la partícula 90S para 

formar las partículas pre-60S y pre-40S (Ismail et al. 2022). En este trabajo se determina que MAK5 

ya está presente en la forma más temprana de la partícula pre-60S y constituye, por tanto, uno de los 

primeros factores de ensamblaje en unirse a esta partícula. Sorprendentemente, la expresión de un 

mutante de MAK5 catalíticamente inactivo (MAK5 D333A) tiene un efecto dominante negativo 

inhibiendo la escisión de la partícula 90S para formar las partículas pre-ribosómicas 40S y 60S. Estos 

resultados avalan la participación de MAK5 en las primeras etapas de maduración de la subunidad 

60S. 

 

• HAS1: se trata de una helicasa de tipo `DEAD-box´. Como ya se ha explicado (apartado 

1.1.4.2.1), estas proteínas utilizan la energía derivada de la hidrólisis de ATP para catalizar una gran 

variedad de procesos relacionados con el metabolismo del ARN. En el contexto del pre-ribosoma, 

estas enzimas actúan favoreciendo la correcta remodelación de la estructura pre-ribosómica 

facilitando con ello la unión/escisión de factores de ensamblaje, proteínas ribosómicas o snoRNPs 

(Martin et al. 2013). Estudios efectuados con HAS1 de Saccharomyces cerevisiae demuestran que 

este factor de ensamblaje posee actividad ATPasa dependiente de la presencia de ARN ribosómico. 

Asimismo, HAS1 de levaduras posee in vitro actividad helicasa dependiente de su actividad ATPasa 

(Rocak et al. 2005).  

 

HAS1 es uno de los pocos factores de ensamblaje implicados en el procesamiento de ambas 

subunidades 40S y 60S (Dembowski et al. 2013) (Emery et al. 2004). HAS1 presenta localización 

nucleolar y aparece asociado a diversas especies de pre-ARNr: 35S, 27SA2, 27SA3, 27SB, 20S y 7S, 

lo cual evidencia su implicación en la maduración de ambas subunidades (Dembowski et al. 2013) 

(Gnanasundram, Kos-Braun, y Koš 2019). HAS1 se asocia al pre-ribosoma 90S y tras la escisión en 

el sitio de corte A2, este factor de ensamblaje viaja unido a la partícula 43S durante las primeras 

etapas de su maduración. Asimismo, HAS1 viaja unido a la partícula 66S y se escinde de esta antes 

de la unión de NOG2 (Dembowski et al. 2013) (Figura 1.5).  Se ha estipulado que dos unidades de 

la proteína HAS1 podrían estar unidas simultáneamente al pre-ribosoma 90S. Tras la escisión en el 

sitio de corte A2, estas dos proteínas quedarían unidas a las partículas pre-60S y pre-40S 

respectivamente (Gnanasundram et al. 2019).  
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Este factor de ensamblaje está implicado tanto en las etapas iniciales del procesamiento del pre-

ARNr (cortes endonucleolíticos en A0, A1 y A2) como en las etapas más tardías de este proceso 

(procesamiento de los pre-ARNr 27SA3 y 27SBS) (Emery et al. 2004) (Brüning et al. 2018). 

Asimismo, HAS1 es esencial para la síntesis del ARNr 18S y por tanto para la formación de la 

subunidad 40S (Emery et al. 2004) (Dembowski et al. 2013).    

 

Como se ha mencionado en apartados anteriores, la union de HAS1 a la partícula pre-60S es 

dependiente de los factores A3 (Dembowski et al. 2013) (Woolford y Baserga 2013),y a su vez es 

responsable de la unión de una serie de proteínas ribosómicas (L17/uL22, L26/uL24, L35/uL29 y 

L37/eL37). Estas proteínas ribosómicas serán importantes para el procesamiento del pre-ARNr 27SB 

(corte en el sitio C2).  La unión de éstas proteínas a la partícula pre-ribosómica promueve la 

remodelación del pre-ribosoma permitiendo la interacción entre las regiones 25S y 5,8S del ARNr 

entre sí (Dembowski et al. 2013). Estudios realizados con mutantes de HAS1 en Saccharomyces 

cerevisiae demuestran que su actividad ATPasa/helicasa no es necesaria para la unión y escisión de 

HAS1 de la partícula pre-60S. Sin embargo, dicha actividad es necesaria para la unión de las 

proteínas ribosómicas L26/uL24, L35/uL29 y L37/eL37, así como para el eficiente procesamiento 

del pre-ARNr 27SBS. Asimismo, la actividad ATPasa/helicasa de HAS1 es esencial para la 

formación del ARNr 18S. En ausencia de HAS1, el pre-ARNr 27SA2 es sometido a degradación 

exonucleolítica (Dembowski et al. 2013).  

 

• CIC1: A diferencia de otros factores de ensamblaje como HAS1, NOG1 o MAK5, CIC1 carece 

de una actividad enzimática reconocible. Esta proteína fue inicialmente relacionada con el 

funcionamiento del proteasoma 26S encargado de la degradación de las proteínas intracelulares poli-

ubiquitinadas (Jager 2001). En estudios posteriores se relacionó a CIC1 con la biogénesis de la 

subunidad 60S del ribosoma. Estudios iniciales le asignaban un papel en la formación de los ARNr 

5,8S y 25S, así como en el transporte de la partícula pre-60S entre el nucléolo y el nucleoplasma 

(Fatica A et al, 2003). Este factor de ensamblaje presenta una localización predominantemente 

nucleolar y se une a la partícula pre-60S en las etapas más tempranas de su maduración. CIC1 co-

purifica con las especies de pre-ARNr 27SA2 y 27SB  (Nissan 2002). Estudios posteriores 

identificaron a esta proteína como parte de los `factores  A3´, encargados de catalizar la maduración 

del pre-ARNr 27SA3 (Dembowski et al. 2013). Mediante experimentos realizados en levaduras se ha 

determinado que CIC1 interacciona con la región ITS2 del pre-ARNr, donde podría interaccionar 

con los factores de ensamblaje Nop15 y Rlp7 (Graneman et al, 2011) (Wu S et al, 2016). Se ha 

estipulado que las proteínas CIC1 y Nop15 estarían implicadas en la regulación de los cambios 

conformacionales que sufre la región ITS2 durante la maduración del pre-ribosoma, y que implican 

el establecimiento de interacciones entre los ARNr 5,8S y 25S (Graneman et al, 2011).  

 

En el contexto del pre-ribosoma, CIC1 interacciona con HAS1. Esta interacción se detecta en las 

etapas de maduración nucleolar de la subunidad 60S (Sanghai et al. 2018), mientras que en las etapas 

tardías de maduración en el nucleoplasma HAS1 ya se ha escindido del pre-ribosoma, que contiene 

únicamente a CIC1 en esta etapa de maduración (Wu et al. 2016). 

 

• eIF6: este factor de ensamblaje fue inicialmente identificado por su capacidad de impedir la 

asociación de ambas subunidades, 40S y 60S del ribosoma tanto en mamíferos (Valenzuela, 

Chaudhuri, y Maitra 1982) como en plantas (Russell y Spremulli 1980). Debido a esta propiedad, 

esta proteína fue inicialmente clasificada como factor de iniciación de la traducción, y como tal fue 

designada con el nombre de eIF6 (eukaryotic initiation factor 6). Se trata de una proteína de pequeño 
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tamaño (245 aminoácidos) y un elevado nivel de conservación entre levaduras y humanos que supera 

el 70% de su secuencia (Brina et al. 2015) (Basu et al. 2001). Estructuralmente, eIF6 presenta un 

peculiar plegamiento en forma de  penteína, constituido por 5 repeticiones de un subdominio α/β 

organizadas en torno a un eje central (Groft et al. 2000). Una característica sobresaliente de este 

factor de ensamblaje es su presencia en dos compartimentos celulares distintos, citoplasma y núcleo, 

en cada uno de los cuales está implicada en etapas diferentes del proceso de maduración ribosómica.  

 

En el núcleo, eIF6 juega un papel esencial en la maduración de la subunidad 60S. Esta proteína es 

esencial para el procesamiento de los pre-ARNr 35S y 27S para formar los ARNr 25S y 5,8S que 

forman la subunidad 60S. La depleción de eIF6 en levaduras provoca un déficit en la formación de 

la subunidad 60S, causando una desproporción entre subunidades 40S y 60S, lo cual provoca el 

bloqueo del crecimiento celular y la producción de proteínas (Basu et al. 2001). 

 

En el citoplasma, eIF6 asociado a la subunidad 60S madura actúa como factor de `anti asociación´, 

evitando su interacción con la subunidad 40S. Se evita así que ambas subunidades interaccionen de 

forma prematura (Brina et al.2015). La disociación de eIF6 de la subunidad 60S es un requisito 

esencial para la formación del ribosoma maduro (80S) y la consecuente iniciación de la traducción 

(Menne et al. 2007) (Ceci et al. 2003). 

 

Al igual que sucede con NOG1, eIF6 está en continua translocación entre el núcleo y el citoplasma. 

Según el modelo establecido (Brina et al. 2015), eIF6 se asocia a las subunidades pre-60S inmaduras 

en el núcleo. Esta proteína es exportada al citoplasma conjuntamente con la subunidad 60S. Una vez 

completada la maduración de dicha subunidad en el citoplasma, eIF6 se disocia de la misma 

permitiendo la asociación de ambas subunidades 40S y 60S. Tras su disociación, eIF6 se recicla al 

núcleo para comenzar un nuevo ciclo de biogénesis. 

 

En Saccharomyces cerevisiae NOG1 y eIF6 establecen una estrecha interacción durante el proceso 

de maduración de la subunidad 60S. Esta interacción ya se detecta en estructuras de crio-microscopía 

electrónica correspondientes a las etapas iniciales del proceso de maduración de la subunidad 60S en 

el nucléolo (Sanghai et al. 2018), así como en las etapas finales de maduración en el nucleoplasma 

(Wu et al. 2016). Tras la exportación nuclear de la subunidad pre-60S, NOG1 se disocia de la misma 

durante las primeras etapas de su maduración citoplasmática (Klingauf-Nerurkar et al. 2020a) 

(Figura 1.5). Por el contrario, eIF6 continúa unida a la subunidad 60S durante sucesivas etapas de 

maduración, siendo uno de los últimos factores de ensamblaje que se disocian de la misma (Klingauf-

Nerurkar et al. 2020a) (Figura 1.5). Se desconoce la funcionalidad exacta de la interacción entre 

NOG1 y eIF6. Esta interacción también ha sido documentada en células humanas mediante 

experimentos de crio-microscopía electrónica (Liang et al. 2020). 

 

• NOC2: las características de este factor de ensamblaje se detallan en el apartado 1.1.4.2.2. Aparte 

de lo ya mencionado en este apartado cabe destacar que hasta la fecha no se dispone de ninguna 

estructura tridimensional de este factor de ensamblaje, lo que hace que constituya un candidato 

interesante para el desarrollo de estudios estructurales. 
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1.2 La biogénesis ribosómica como diana terapéutica contra el cáncer. 

 

1.2.1 La biogénesis ribosómica y su relación con el desarrollo tumoral. 

 

Existe una estrecha relación entre la biogénesis ribosómica y el desarrollo de cáncer. La correcta 

síntesis y funcionamiento de los ribosomas es indispensable para que las células tumorales puedan 

mantener su elevada tasa de proliferación. En este sentido, se ha descrito que las células cancerosas 

se hacen `adictas´ a la biogénesis ribosómica pues la elevada síntesis de proteínas constituye un 

proceso esencial para el desarrollo tumoral (Catez et al. 2019). Por otro lado, muchos fármacos 

anticancerígenos utilizados actualmente en la clínica actúan bloqueando la biogénesis ribosómica a 

diferentes niveles (Burger et al. 2010). Por todo ello la biogénesis ribosómica ha ganado un creciente 

interés en los últimos años como diana terapéutica en la lucha contra el cáncer. 

 

La importancia de los ribosomas en el desarrollo tumoral es tanto cuantitativa como cualitativa.  A 

nivel cuantitativo, la hiperactivación de la biogénesis ribosómica es un signo característico en los 

procesos tumorales (Pelletier, Thomas, y Volarević 2018). Se ha demostrado que el desarrollo 

tumoral depende del nivel de expresión o actividad de proteínas asociadas a la promoción de la 

biogénesis ribosómica, como es el caso de cMYC o la Polimerasa I (encargada de la transcripción 

del ADNr) para sustentar el elevado grado de proliferación de las células tumorales (Barna et al. 

2008) (Bywater et al. 2012).  

 

Recientemente se ha demostrado que los ribosomas no son idénticos entre sí, sino que se dividen en 

sub-poblaciones de `ribosomas especializados´ que presentan variaciones tanto en su composición 

de proteínas y ARNr como en el patrón de modificaciones post-traduccionales/transcripcionales que 

presentan unas y otras en el ribosoma maduro (Xue y Barna 2012). Se trata de un cambio de 

paradigma en relación al papel que ejercen los ribosomas en la biología celular. Las distintas sub-

poblaciones de ribosomas especializados permitirían a la célula adaptar la producción de proteínas 

según las distintas condiciones fisiológicas. Este nuevo paradigma también es relevante en relación 

al desarrollo de distintas patologías, y en concreto, en relación al desarrollo de tumores. Se ha 

postulado la existencia de `oncorribosomas´ que favorecen el desarrollo de los procesos tumorales 

mediante la traducción de ARNm específicos (Catez et al. 2019) (Bustelo y Dosil 2018) (Kampen 

et al. 2020). En este contexto, las variaciones en el patrón de modificación post-transcripcional del 

ARNr podrían ejercer un papel importante en el desarrollo tumoral.  Un ejemplo de ello es el hecho 

de que p53 actúa inhibiendo la expresión del gen que codifica para la fibrilarina, la enzima encargada 

de modificar el ARNr mediante metilación. La inactivación de p53 tiene como consecuencia la sobre-

expresión de la fibrilarina y con ello la introducción de cambios en el patrón de metilación del ARNr 

que tienen como consecuencia una pérdida en la fidelidad de la traducción y un aumento proporcional 

en la traducción de ARNm que codifican para proteínas con un papel oncogénico (Marcel et al. 2013) 

(Kampen et al. 2020). Otro ejemplo es la diskeratosis congénita asociada al cromosoma X, una 

enfermedad provocada por mutaciones en el enzima diskerina (DKC1) encargada de llevar a cabo la 

pseudouridilación del ARNr. Los defectos en esta enzima implican la aparición de ribosomas que 

llevan a cabo una traducción `especializada´ (Kampen et al. 2020) (Rocchi et al. 2013). Estos 

ribosomas `especializados´ muestran diferente afinidad por distintos ARNm que contienen la 

secuencia IRES (Internal Ribosome Entry Site), favoreciendo la producción de proteínas pro-

oncogénicas (como VEGF) y disminuyendo la producción de otras proteínas anti-oncogénicas              

(como p53, Bcl-xL, XIAP o p27). 
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1.2.1.1 Las ribosomopatías. 

 

Las ribosomopatías constituyen un ejemplo de la relación existente entre biogénesis ribosómica y 

desarrollo tumoral. Las ribosomopatías se definen tradicionalmente como un conjunto de 

enfermedades causadas por alteraciones genéticas que afectan a las distintas etapas de la biogénesis 

ribosómica (Narla y Ebert 2010). Estas alteraciones genéticas pueden afectar bien a una proteína 

ribosómica, bien a un factor de ensamblaje o bien a la transcripción/procesamiento del ARNr 

(Kampen et al. 2020). El resultado común son alteraciones en el proceso de biogénesis ribosómica. 

La inmensa mayoría de las ribosomopatías son enfermedades congénitas, con algunas excepciones 

de ribosomopatías que son adquiridas como es el caso del síndrome 5q, causado por una delección 

específica en el brazo largo del cromosoma 5, que afecta a una serie de genes, entre los cuales se 

encuentra el gen que codifica para la RPS14/uS11 (Teng, Thomas, y Mercer 2013). Aunque las 

distintas ribosomopatías presentan distintas manifestaciones clínicas,  el fenotipo común de estas 

enfermedades es una primera etapa caracterizada por hipo-proliferación celular (que afecta 

especialmente a la hematopoyesis, al desarrollo esquelético y de los tejidos epiteliales) seguida de 

otra etapa de hiper-proliferación que implica un mayor riesgo de los pacientes de desarrollar distintos 

tipos de cáncer (Figura 1.9) (Kampen et al. 2020). Surge así la cuestión de cómo  estas enfermedades, 

caracterizadas por defectos en la biogénesis ribosómica, pueden relacionarse con una mayor 

incidencia de cáncer. 

 

El modelo actualmente aceptado para el desarrollo de estas enfermedades (Kampen et al. 2020) 

incluye una etapa inicial en la que los defectos en la biogénesis ribosómica provocarían un descenso 

en la proliferación celular (etapa de hipo-proliferación). Durante esta etapa se produce la activación 

de p53 con la consecuente activación de los procesos de apoptosis y parada del ciclo celular (Narla 

y Ebert 2010) (Teng et al. 2013) (Penzo et al. 2019). Por otro lado, los defectos en la biogénesis 

ribosómica se relacionan con el aumento del estrés oxidativo con elevada producción de ROS 

(Reactive Oxygen Species) con la consecuente aparición de mutaciones secundarias en el ADN 

celular y la inhibición del crecimiento celular (Kampen et al. 2020). Para escapar de esta situación 

de hipo-proliferación, las células necesitan adquirir ciertas mutaciones secundarias (como 

mutaciones/delecciones del gen TP53 o mutaciones que reduzcan el estrés oxidativo). Tras adquirir 

estas mutaciones, las células entran en una segunda etapa de hiper-proliferación que puede culminar 

en el desarrollo de cáncer. En esta segunda etapa entran en juego una serie de cambios cualitativos 

en el funcionamiento de los ribosomas que serían responsables del carácter oncogénico de las 

ribosomopatías. 
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Figura 1.9: Esquema-resumen que muestra las distintas etapas del desarrollo de las ribosomopatías. 

Tomado de Kampen et al. 2020. 

 

Estos cambios cualitativos pueden dividirse en tres categorías. En primer lugar, los ribosomas que 

sintetizan las células hiper-proliferativas son funcionales pero presentan ciertos cambios cualitativos 

en su capacidad de síntesis de proteínas (Teng et al. 2013) (Penzo et al. 2019) (Kampen et al. 

2020).Se observa un descenso global en la fidelidad de la traducción. Asimismo, se ha postulado que 

estos ribosomas actuarían como `oncorribosomas´, es decir, ribosomas especializados en la 

producción de proteínas pro-oncogénicas a expensas del descenso en la producción de proteínas anti-

oncogénicas. Entre sus alteraciones más frecuentes, estos oncorribosomas presentan alteraciones en 

la traducción mediada por la secuencia IRES favoreciendo la traducción de ARNm que codifican 

para diversas oncoproteínas (Catez et al. 2019) (Kampen et al. 2020).  

 

El segundo cambio se relaciona con el hecho de que diversas proteínas ribosómicas presentan 

funciones extra-ribosómicas principalmente relacionadas con el control del ciclo celular y la 

apoptosis (Turi et al. 2019) (Bursac et al. 2014). Un ejemplo de ello son las proteínas RPL5/uL18 y 

RPL11/uL5.Como se detalla más adelante, estas dos proteínas ribosómicas están implicadas en la 

estabilización de p53 evitando su degradación proteolítica. RPL11/uL5 y RPL5/uL18 además están 

implicadas en la inactivación de la oncoproteína cMYC (promotora de la biogénesis ribosómica) y 

el factor de transcripción E2F1 (promotor del ciclo celular). Se postula que la alteración de las 

funciones extra-ribosómicas de ciertas proteínas ribosómicas ejerce un papel decisivo en el desarrollo 

tumoral en el contexto de las ribosomopatías (Kampen et al. 2020).  

 

En tercer lugar, la inactivación de p53 u otras proteínas implicadas en su vía de señalización juega 

un papel importante en el desarrollo tumoral asociado a las ribosomopatías. Como se ha mencionado, 

dicha inactivación es un requisito frecuente para el paso de la etapa de hipo-proliferación a una etapa 

de hiper-proliferación celular (Teng et al. 2013) (Penzo et al. 2019). 
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Estos tres mecanismos son un ejemplo de la estrecha relación existente entre la biogénesis ribosómica 

y el desarrollo tumoral. Concretamente, demuestran que ciertos cambios cualitativos en la biogénesis 

y funcionamiento de los ribosomas están relacionados con el desarrollo de tumores. 

 

Esta conclusión se ve reforzada por la reciente observación que relaciona la presencia de alteraciones 

somáticas en genes correspondientes a distintas proteínas ribosómicas (mutaciones o delecciones 

hemicigóticas) con el desarrollo de diversos tipos de cáncer (Kampen et al. 2020). Concretamente, 

se ha determinado que la delección hemicigótica de distintas proteínas ribosómicas es un evento 

frecuente en células tumorales en las que p53 se encuentra inactivado. Se sugiere así que la 

haploinsuficiencia de una o varias proteínas ribosómicas constituye un factor de vulnerabilidad para 

el desarrollo de cáncer (Ajore et al. 2017). El gen codificante para la proteína ribosómica RPL5/uL18 

presenta delecciones hemicigóticas en un 8,4-34% de los casos de glioblastoma, melanoma y cáncer 

de mama. Además, el gen codificante para RPL5/uL18 junto con otros 5 genes codificantes para 

proteínas ribosómicas (RPL11/uL5, RPL23A/uL23, RPS5/uS7, RPS20/uS10 y RPSA/uS2) 

presentan mutaciones que se asocian de modo significativo con el desarrollo diversos tumores 

humanos (Fancello et al. 2017). Surge así un nuevo tipo de ribosomopatías de carácter somático que, 

al igual que las ribosomopatías congénitas, están estrechamente relacionadas con el proceso de 

transformación oncogénica (Kampen et al. 2020).  

 

 

1.2.2  La disrupción de la biogénesis ribosómica y su implicación en la activación no 

genotóxica de los mecanismos de apoptosis celular. 

La mayor parte de los fármacos quimioterapéuticos usados en el tratamiento del cáncer actúan 

provocando daño en el ADN celular (genotoxicidad), impidiendo así la multiplicación de las células 

tumorales. A pesar de la utilidad que han demostrado estos fármacos quimioterapéuticos 

tradicionales para el tratamiento de diversos tipos de cáncer, su uso presenta importantes efectos 

secundarios derivados del daño que provocan en el ADN de las células sanas del organismo 

(Partridge, Burstein, y Winer 2001) (van den Boogaard, Komninos, y Vermeij 2022). Surge así la 

necesidad de desarrollar fármacos antitumorales alternativos que no afecten al ADN celular. 

 

En este contexto, el proceso de biogénesis ribosómica representa una prometedora diana terapéutica 

para el desarrollo de nuevos fármacos antitumorales no genotóxicos. Dada la elevada complejidad 

del mecanismo de biogénesis ribosómica, este es susceptible de ser interrumpido 

farmacológicamente en diversas etapas provocando la activación de una respuesta biológica 

denominada respuesta de estrés ribosómica. Esta respuesta implica la activación de una serie de rutas 

de señalización que culminan con el bloqueo del ciclo celular y la activación de los mecanismos 

moleculares de apoptosis en ausencia de daño al ADN. El principal mediador de estos procesos es el 

supresor tumoral p53 (Turi et al. 2019) (Bursac et al. 2014). La respuesta de estrés ribosómico a 

menudo va acompañada de una serie de alteraciones en la estructura nucleolar, dando lugar a la 

llamada respuesta de estrés nucleolar. Ambos conceptos suelen usarse de manera equivalente, sin 

embargo, no siempre van acompañados. En este sentido, se ha determinado que la expresión de la 

mayoría de las proteínas ribosómicas humanas puede ser inhibida in vitro sin que se produzcan 

alteraciones significativas en la estructura del nucléolo, mientras que la mayoría de ellas son 

esenciales para el correcto procesamiento del ARNr y hasta 24 proteínas ribosómicas se relacionan 

con la activación de p53 al inhibirse su expresión (Nicolas et al. 2016). 
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p53, conocido como el `guardián del genoma´, está implicado en la activación transcripcional de los 

mecanismos de apoptosis y bloqueo del ciclo celular en respuesta a diversos estímulos, entre los 

cuales se encuentra el daño al ADN celular y la alteración no genotóxica de la biogénesis ribosómica. 

Estas funciones ejercen un papel decisivo en el bloqueo del desarrollo tumoral, lo cual convierte a 

p53 en uno de los supresores tumorales más conocidos (Chen 2016). Consecuentemente, este factor 

transcripcional se encuentra frecuentemente mutado o deleccionado en diversos cánceres humanos 

(Joerger y Fersht 2016). Estas mutaciones no solo abrogan las funciones oncosupresoras de p53, sino 

que pueden actuar promoviendo el desarrollo tumoral (Mantovani, Collavin, y Del Sal 2019).  

 

 

 

1.2.2.1 Mecanismos moleculares de la respuesta de estrés ribosómico y su relación con 

p53. 

 

La inducción de estrés ribosómico provoca la activación de una ruta de señalización denominada 

`Impaired Ribosome Biogenesis Checkpoint´ (IRBC por sus siglas en inglés). La figura 1.10 muestra 

una representación esquemática de dicha vía de señalización que incluye mecanismos dependientes 

e independientes de p53. 

 

En condiciones de homeostasis celular, la expresión de p53 se encuentra negativamente regulada 

mediante su interacción en el nucleoplasma con la E3-ubiquitín ligasa HDM2 (denominada MDM2 

en ratones). En adelante se utilizará este último nombre para referirse de manera genérica a esta 

proteína. MDM2 forma un dímero con la proteína MdmX. Ambas proteínas actúan tanto inhibiendo 

la actividad transcripcional de p53 como promoviendo su ubiquitinación y posterior degradación 

proteasomal. En este contexto, la unión del ARNr 5S al complejo MDM2-MdmX protege a MdmX 

de la degradación promovida por MDM2. Tras la inducción de estrés ribosómico el complejo 

trimérico formado por las proteínas RPL5/uL18, RPL11/uL5 junto con el ARNr 5S en vez de 

incorporarse a la subunidad 60S es redirigido al nucleoplasma donde interacciona con MDM2 

inhibiendo su actividad ubiquitín ligasa sobre p53. Adicionalmente, la unión de RPL11/uL5 a MDM2 

potencia su actividad degradativa sobre MdmX (Bursac et al. 2014). De ésta manera p53 queda 

estabilizado y puede actuar poniendo en marcha diversos programas  transcripcionales que culminan 

en el bloqueo del ciclo celular y la apoptosis (Bursac et al. 2014) (Turi et al. 2019) (Donati et al. 

2013). Entre los genes diana de p53 se encuentran la proteína p21, mediadora del bloqueo en el ciclo 

celular (Karimian, Ahmadi, y Yousefi 2016) , y las proteínas PUMA y Bax, mediadores de la 

apoptosis intrínseca (Xu y Shi 2007). 

 

RPL5/uL18 y RPL11/uL5 no son los únicos mediadores de la respuesta de estrés ribosómica. En 

condiciones de sobre-expresión, diversas proteínas ribosómicas pertenecientes tanto a la subunidad 

mayor como a la subunidad menor del ribosoma son capaces de interaccionar con MDM2 e inhibir 

su actividad ubiquitín ligasa sobre p53. Sin embargo, al contrario de lo que sucede con el resto de 

proteínas ribosómicas, se estipula que RPL5/uL18 y RPL11/uL5 juegan un papel esencial en dicho 

proceso (Bursac et al. 2014). Prueba de ello es que la inhibición de la expresión de ambas proteínas 

impide la activación de p53 en un contexto de estrés ribosómico, cosa que no sucede al inhibir la 

expresión de otras proteínas ribosómicas como  RPS7/eS7, RPS6/eS6, RPL23/uL14 o RPL7/uL30 

(Fumagalli et al. 2012). Estudios in vitro demuestran que en un contexto de estrés ribosómico, las 

proteínas RPL5/uL18 y RPL11/uL5 se protegen mutuamente de la degradación proteasomal, lo cual 

podría ser clave para su función de activación de p53 (Bursać et al. 2012). 
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Figura 1.10: Esquema-resumen que muestra las funciones extra-ribosómicas de las proteínas 

RPL5/uL18 y RPL11/uL5: estabilización de p53, inhibición de las funciones de E2F1 y cMYC. Se muestra 

la situación de p53, cMYC y E2F1 en condiciones de homeostasis celular (panel A) y en condiciones de estrés 

ribosómico (panel B). Tomado de Bursac et al. 2014. 

 

 

 

1.2.2.2 Mecanismos moleculares de respuesta al estrés ribosómico independientes de p53. 

 

Aunque p53 se presenta como el principal mediador en la respuesta de estrés ribosómico mediada 

por MDM2, otros mecanismos independientes de p53 están implicados en esta respuesta. En ausencia 

de estrés ribosómico, MDM2 interacciona con el factor de transcripción E2F1. Esta interacción 

estabiliza a E2F1 evitando su degradación mediada por proteasas, y le permite llevar a cabo sus 

funciones basadas en la promoción del ciclo celular. Sin embargo, en condiciones de estrés 

ribosómico, la proteína RPL11/uL5 liberada del ribosoma interacciona con MDM2 provocando su 

escisión de E2F1, que sufre entonces un proceso de degradación con la consecuente inhibición de 

sus funciones (Donati et al. 2011) (Bursac et al. 2014) . 

 

Ambas proteínas RPL5/uL18 y RPL11/uL5 están también implicadas en la inhibición de la expresión 

de la oncoproteína cMYC en respuesta al estrés ribosómico. cMYC es un importante activador de la 

biogénesis ribosómica que estimula la actividad de las tres ARN Polimerasas (I, II y III) implicadas 

en este proceso (van Riggelen, Yetil, y Felsher 2010). En condiciones de estrés ribosómico  

RPL5/uL18 y RPL11/uL5 interaccionan con el ARNm codificante para cMYC y promueven su 

degradación por el complejo RISC (Liao et al. 2014). Adicionalmente, RPL11/uL5 inhibe 

funcionalmente a cMYC mediante su interacción con el dominio de activación transcripcional de 

cMYC con el consecuente bloqueo de sus funciones en la promoción de la actividad de las 

polimerasas I , II y III (Dai, Sun, y Lu 2010) (Bursac et al. 2014). Las funciones de RPL11/uL5 

independientes de p53 en el contexto del estrés ribosómico se esquematizan en la Figura 1.10. 
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La respuesta de estrés ribosómica también puede estar mediada por otras proteínas diferentes de p53. 

Un ejemplo es el regulador transcripcional p73.  Esta proteína pertenece a la misma familia que p53, 

con la que comparte muchas de sus dianas transcripcionales. Ambos factores transcripcionales están 

implicados en la regulación de la respuesta antitumoral ante estímulos oncogénicos. Sin embargo, en 

condiciones de homeostasis, p73 ejercen funciones específicas en la regulación de la diferenciación 

celular y el desarrollo de distintos tejidos (Dötsch et al. 2010) (Ramos, Raimundo, y Saraiva 2020). 

 

p73 presenta diversas isoformas generadas mediante splicing alternativo en el extremo carboxi-

terminal, y mediante el uso de dos promotores alternativos en el extremo amino-terminal (Dötsch 

et al. 2010) (Ramos et al. 2020). Este último mecanismo determina la presencia o ausencia en su 

extremo amino-terminal de un dominio de transactivación. Este dominio juega un papel esencial en 

las funciones de las distintas isoformas de p73. Las isoformas que contienen este dominio 

(denominadas isoformas TAp73) actúan como supresores tumorales, mientras que las isoformas que 

no contienen este dominio (isoformas ΔNp73) tienen funciones pro-oncogéncias. Concretamente, 

estas isoformas actúan inactivando las funciones tanto de p53 como de las isoformas TAp73 

mediante la formación de heterodímeros o mediante la competencia por su unión a los mismos 

promotores (Ramos et al. 2020). 

 

De manera análoga a p53, la actividad transcripcional de las isoformas TAp73 es inhibida mediante 

su interacción con MDM2, aunque en este caso MDM2 no promueve su degradación proteolítica, 

sino sólo su inactivación transcripcional (Zhou et al. 2015) (Ramos et al. 2020). En un contexto de 

estrés ribosómico, las proteínas RPL5/uL18 y RPL11/uL5 actúan liberando a TAp73 de su 

interacción con MDM2 y por consiguiente activando sus funciones transcripcionales. A diferencia 

de p53, en este caso las proteínas RPL5/uL18 y RPL11/uL5 actúan interaccionando directamente 

con el dominio TA de p73 y provocando con ello la escisión de MDM2 que se une al mismo dominio. 

De esta manera TAp73 queda libre para activar la transcripción de diversos genes relacionados con 

la apoptosis y la regulación del ciclo celular como son PUMA, Bax y p21 (Zhou et al. 2015). 

 

 

 

1.2.3 La biogénesis ribosómica como diana terapéutica. 

 

Como se explica en apartados anteriores, existe una estrecha relación entre la biogénesis ribosómica 

y la activación de los mecanismos moleculares de apoptosis dependientes e independientes de p53. 

Esto convierte al ribosoma en una diana estratégica para el desarrollo de nuevos fármacos 

antitumorales. 

 

Muchos de los fármacos quimioterapéuticos utilizados en la actualidad actúan inhibiendo la 

transcripción/procesamiento del ARNr (Burger et al. 2010) (Zisi, Bartek, y Lindström 2022). El 

problema que presentan estos fármacos, sin embargo, es que no actúan específicamente sobre este 

proceso, sino que presentan diversas dianas moleculares, entre las cuales el ADN celular es una de 

las más frecuentes. Esto hace difícil discernir hasta qué punto su eficacia depende de su actividad 

inhibidora de la biogénesis ribosómica (Ferreira et al. 2020). Se hace necesario, por tanto, el 

desarrollo de nuevos fármacos que actúen como inhibidores específicos de la biogénesis ribosómica 

en sus distintas etapas. 

 

La inhibición de la transcripción del ARNr mediada por la ARN Polimerasa I ha ganado un creciente 

interés en los últimos 15 años como potencial diana terapéutica para el tratamiento del cáncer 
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(Ferreira et al. 2020) (Zisi et al. 2022). El resultado ha sido el desarrollo de distintos inhibidores 

específicos de este proceso. En los siguientes párrafos se describen los principales compuestos 

quimioterapéuticos desarrollados hasta la fecha cuya diana específica es la ARN Pol I. En la Figura 

1.11 se ofrece un resumen esquemático de los distintos mecanismos de acción de estos fármacos 

antitumorales. 

 

• CX-3543: es un derivado de la fluoroquinolona que provoca la disociación de la nucleolina de las 

estructuras G4 del ADNr. Esto tiene como consecuencia la inhibición de su transcripción con la 

consecuente estabilización de p53 e inducción de apoptosis (Drygin et al. 2009) (Ferreira et al. 2020). 

Este compuesto muestra eficacia en una gran variedad de líneas celulares tumorales así como en 

modelos in vivo  (Drygin et al. 2009).  

 

• CX-5461: se trata de un inhibidor específico de la actividad de la ARN Polimerasa I que actúa 

bloqueando la incorporación del complejo SL-1 al ADNr impidiendo así la formación del complejo 

de iniciación de la transcripción. SL-1 es un complejo multiproteico responsable de regular la 

incorporación de la ARN Polimerasa I al lugar de iniciación de la transcripción del ADNr.  Los 

primeros estudios estipularon que CX-5461 actúa específicamente sobre la ARN Polimerasa I sin 

afectar a la ARN Polimerasa II ni provocar genotoxicidad. Se determinó que este compuesto inhibe 

eficazmente la proliferación de diversos tipos de células tumorales, mientras que no afecta a células 

sanas (Drygin et al. 2011) (Bywater et al. 2012). En un primer estudio (Bywater et al. 2012) se 

estableció la eficacia de este compuesto en el tratamiento de linfomas de células B y otros tumores 

hematológicos en los que actúa induciendo la respuesta de estrés ribosómica mediada por p53. Por 

tanto, según este primer estudio la eficacia de CX-5461 para el tratamiento de los tumores de origen 

hematológico dependería de la expresión de p53. Sin embargo, estudios posteriores realizados in 

vitro e in vivo en modelos murinos han validado la eficacia de CX-5461 en el tratamiento de la 

leucemia mieloide aguda y la leucemia linfoblástica aguda de manera independiente al estatus de p53 

(Negi y Brown 2015)(Hein et al. 2017). Se descubrió así que CX-5461 puede actuar por vías 

independientes de p53, concretamente mediante la activación de la señalización mediada por las 

kinasas ATM/ATR/CHK1-2. Esta vía de señalización provoca a su vez el bloqueo del ciclo celular 

en las fases G2 y G1 (Quin et al. 2016). 

En el caso de los tumores sólidos, CX-5461 actúa induciendo muerte celular mediada por los 

mecanismos de autofagia y senescencia (Drygin et al. 2011). En este sentido, estudios recientes 

establecen una estrecha relación entre el estrés ribosómico y la activación de los mecanismos 

moleculares de autofagia mediante la activación transcripcional de genes específicos   (Dannheisig 

et al. 2021). Se ha estudiado la eficacia de CX-5461 en diversos modelos preclínicos de tumores 

sólidos (Ferreira et al. 2020) tales como el osteosarcoma  (Li et al. 2016), cáncer de pulmón (Kim 

et al. 2016), neuroblastoma (Taylor et al. 2019), cáncer de ovarios (Sanij et al. 2020), cáncer de 

próstata (Lawrence et al. 2021) y cáncer de mama triple negativo (Makhale et al. 2021). 

CX-5461 ha sido utilizado en un estudio clínico en fase I en pacientes con tumores hematológicos 

avanzados (Khot et al. 2019) así como en pacientes con tumores sólidos (Hilton et al. 2022). 

 



 

44 
 

 
 

Figura 1.11: Representación esquemática que muestra el mecanismo de acción de los distintos 

inhibidores específicos de la ARN Polimerasa I desarrollados hasta la fecha. Tomado de Ferreira et al. 

2020. 

 

Sin embargo, estudios recientes han generado dudas acerca del mecanismo primario por el que actúa 

CX-5461. Por un lado, se ha establecido que CX-5461 actúa inhibiendo la topoisomerasa II. Este 

mecanismo de acción implicaría además la producción de daño en el ADN, en contra de lo 

establecido en los primeros estudios realizados con este fármaco (Bruno et al. 2020) (Pan et al. 2021). 

Otro estudio ha establecido que CX-5461, en contra de lo inicialmente descrito, no inhibe la 

interacción del complejo SL-1 con el ADNr, pero bloquea el complejo de la ARN Polimerasa I en la 

fase de iniciación de la transcripción.  Concretamente, actuaría inhibiendo la liberación del complejo 

formado por la ARN Polimerasa I y Rrn3 del promotor del ADNr. Este bloqueo induciría a su vez 

una cascada de eventos celulares entre los que se encuentra el daño en el ADN celular (Mars et al. 

2020). También se ha establecido que CX-5461 altera la estructura del ADN mediante la formación 

de estructuras cuádruple-G (Xu et al. 2017).  En la actualidad se considera que CX-5461 actúa a 

través de múltiples mecanismos tanto dependientes como independientes de p53. Estos mecanismos 

implicarían la inhibición directa de la actividad transcripcional de la ARN polimerasa I, el bloqueo 

de la acción de la topoisomerasa II, la inducción de estructuras aberrantes en el ADNr como los 

cuádruples G y la activación de la respuesta de daño al ADN mediante la activación de las proteínas 

ATM y ATR así como sus efectores CHK1 y 2 (Xuan et al. 2021).  
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• BMH-21: este compuesto pertenece a la familia de los derivados de acridina, junto con BMH-22, 

aminacrina y etacridina. BMH-21 fue inicialmente descrito en un análisis masivo en busca de 

moléculas que fuesen capaces de provocar la activación transcripcional de p53 (Peltonen et al. 2010). 

En este mismo estudio se identificaron los compuestos BMH-7,9,15,22 y 23 como moléculas con 

capacidad de intercalarse en el ADN y provocar la activación transcripcional de p53. Aunque BMH-

21 se definió inicialmente como una molécula capaz de provocar la activación transcripcional de 

p53, este compuesto también actúa sobre células tumorales en las que p53 se encuentra ausente o 

mutado (Peltonen et al. 2010) (Peltonen et al. 2014).  Se ha descrito la capacidad de BMH-21 de 

intercalarse en las regiones ricas en GC presentes en el ADNr, lo cual se ha relacionado con su 

capacidad para inhibir su transcripción. BMH-21 también actúa promoviendo la degradación de la 

subunidad catalítica RPA194 (POLR1A), integrante del complejo de la ARN Polimerasa I. Sin 

embargo, este último proceso podría ser un evento secundario en el mecanismo de inhibición 

transcripcional mediado por BMH-21 (Peltonen et al. 2014). Por último, se comprobó que este 

compuesto afecta preferentemente a las células cancerosas frente a las células sanas. La eficacia de 

BMH-21 como agente anticancerígeno ha sido validada en experimentos in vitro e in vivo mediante 

el uso de modelos murinos (Peltonen et al. 2010) (Peltonen et al. 2014). 

 

Estudios recientes han establecido que BMH-21, a diferencia de CX-5461, actúa sobre diversas 

etapas del proceso de transcripción mediado por la ARN Polimerasa I. Concretamente, actúa tanto 

sobre la etapa de iniciación como sobre la etapa de elongación, aunque esta última etapa es 

especialmente sensible a la acción de BMH-21 (Jacobs et al. 2022). Otra diferencia importante con 

respecto a CX-5461 es que este compuesto no provoca daño en el ADN y no requiere la activación 

de la respuesta de daño al ADN para su actuación (Peltonen et al. 2010) (Colis et al. 2014). Por otro 

lado, se ha apuntado la posibilidad de que BMH-21, al igual que CX-5461 actúe como estabilizador 

de estructuras cuádruple-G, aunque los resultados experimentales a este respecto son contradictorios 

(Ferreira et al. 2020). Aunque BMH-21 aún no ha entrado en fase de ensayos clínicos, su eficacia ha 

sido probada en modelos preclínicos de cáncer de próstata  (Low et al. 2019) y cáncer ovárico (Fu 

et al. 2017). 

 

• BMH-22: se trata de una molécula identificada por separado en dos cribados masivos, uno de ellos 

en busca de compuestos capaces de activar la transcripción de p53 (Peltonen et al. 2010) y otro en 

busca de compuestos capaces de provocar disrupción nucleolar (Morgado-Palacin et al. 2014). Junto 

con BMH-21, aminacrina y etacridina, pertenece a la familia de los derivados de acridina que actúan 

inhibiendo la transcripción mediada por la ARN Polimerasa I y provocan la degradación de la 

subunidad catalítica RPA194 (POLR1A). Este compuesto activa la respuesta de estrés ribosómico 

provocando la estabilización de p53 de manera dependiente de MDM2, RPL5/uL18 y RPL11/uL5. 

Al igual que BMH-21, se ha definido como una molécula con capacidad de intercalarse en el ADN 

celular pero que, sin embargo, no provoca genotoxicidad. Junto con BMH-21 y BMH-22 se han 

identificado otros derivados de acridina (aminacrina y etacridina) que actúan de manera análoga 

provocando la activación de p53 y la disrupción nucleolar sin provocar daño en el ADN celular 

(Morgado-Palacin et al. 2014).  

 

Aparte de estos compuestos, recientemente se han descubierto otras moléculas quimioterapéuticas 

que actúan interfiriendo en la actividad de la ARN Polimerasa I. Una de ellas es la metarrestina 

(Frankowski et al. 2018) que actúa bloqueando la transcripción mediada por la ARN Polimerasa I a 

través de su interacción con el factor de elongación eEF1A2. Este compuesto se describió 

inicialmente como supresor de metástasis. Por otro lado, la molécula P1-B1 es un derivado del 

cisplatino y BMH-21 que inhibe selectivamente la ARN Polimerasa I (Zhang et al. 2018). 
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1.2.4 Necesidad de diseñar nuevas estrategias quimioterapéuticas basadas en el bloqueo de 

la biogénesis ribosómica. 

 

A pesar del innegable avance que ha supuesto el desarrollo de fármacos dirigidos específicamente 

contra al ARN Polimerasa I, se hace necesario el desarrollo de nuevos fármacos dirigidos contra el 

proceso de biogénesis ribosómica. De entre todos los fármacos descritos en el apartado anterior 

solamente CX-5461 ha entrado en fase de ensayos clínicos (Khot et al. 2019) (Hilton et al. 2022). 

Sin embargo, en relación a este fármaco han surgido una serie de inconvenientes, como son el hecho 

de que provoque daño en el ADN celular (Bruno et al. 2020) (Mars et al. 2020) (Pan et al. 2021), o 

el hecho de que pueda presentar otras dianas aparte de la ARN Polimerasa I, como puede ser la 

topoisomerasa II (Bruno et al. 2020) (Pan et al. 2021). También se ha reportado la aparición de 

resistencias al tratamiento combinado con CX-5461 y everolimus (inhibidor de la traducción 

mediada por mTOR) en un modelo murino de linfoma de células B. La aparición de esta resistencia 

se ha relacionado con la capacidad de las células tumorales de activar la traducción de genes 

relacionados con el metabolismo energético (Kusnadi et al. 2020).  

 

Cabe destacar que la transcripción del ADNr por parte de la ARN Polimerasa I constituye sólo el 

primer paso en el proceso de biogénesis ribosómica. Como se ha descrito en la primera parte de esta 

introducción, la biogénesis ribosómica es un proceso extremadamente complejo que incluye el 

procesamiento del pre-ARN ribosómico hasta formar los distintos ARNr maduros, el acoplamiento 

de estos ARNr con las diversas proteínas ribosómicas, la exportación de ambas subunidades 40S y 

60S al citoplasma y finalmente su ensamblaje para formar el ribosoma maduro 80S. Cada una de 

estas etapas es potencialmente susceptible de ser bloqueada farmacológicamente. En este sentido, un 

reciente estudio ha permitido identificar diversas sustancias capaces de bloquear in vitro el 

procesamiento del ARNr en sus diversas etapas, afectando a la formación de la subunidad 60S, 40S 

o ambas a la vez. Estos resultados demuestran que es posible bloquear la biogénesis ribosómica 

actuando en etapas posteriores a la transcripción del ARNr y que el proceso de ensamblaje de los 

ribosomas tiene un gran potencial como diana terapéutica (Awad et al. 2019).  

 

Por otro lado, como ya se ha mencionado, en el proceso de biogénesis del ribosoma interviene un 

conjunto de más de 200 proteínas denominadas colectivamente factores de ensamblaje ribosómicos 

(Woolford y Baserga 2013) (Kressler et al. 2010). Cada una de estas proteínas ejerce un papel 

esencial en un punto específico del proceso de ensamblaje ribosómico y por tanto constituye una 

potencial diana terapéutica para el desarrollo de futuros fármacos antitumorales. Hasta la fecha han 

sido desarrollados algunos compuestos que actúan contra factores de ensamblaje específicos. Un 

ejemplo es la diazaborina, compuesto que actúa inhibiendo la acción de la AAA-ATPasa Drg1 

implicada en la maduración de la subunidad 60S (Zisser et al. 2018). 

 

Otra posible estrategia terapéutica consiste en bloquear la funcionalidad de los ribosomas, es decir, 

inhibir la capacidad de los ribosomas de sintetizar nuevas proteínas. Este es el mecanismo de 

actuación de la homoharringtonina y la haemantamina, dos compuestos usados en la medicina 

tradicional. Investigaciones recientes han permitido determinar que ambos compuestos actúan 

provocando la inhibición de la actividad de los ribosomas (Pellegrino et al. 2018) (Gilles et al. 2020). 

En el caso de la haemantamina, ésta actúa además inhibiendo el procesamiento del ARNr (Pellegrino 

et al. 2018). La homoharringtonina fue aprobada por la FDA (Food and Drug Administration) en 

2012 para su uso clínico en pacientes con leucemia mieloide crónica (Gilles et al. 2020). 
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En conclusión, la biogénesis y funcionamiento de los ribosomas juegan un papel importante en el 

desarrollo tumoral, razón por la que han ganado un creciente interés en las últimas décadas como 

dianas para el desarrollo de nuevos fármacos antitumorales. Estos fármacos pueden dirigirse hacia 

diferentes procesos y proteínas implicadas en la biogénesis o funcionamiento de los ribosomas. 

 

 

1.3 Conclusiones. 

 

La biogénesis y funcionamiento de los ribosomas ha ganado una creciente importancia en los últimos 

años como diana terapéutica para el desarrollo de nuevos fármacos anticancerígenos (Pellegrino et 

al. 2018) (Awad et al. 2019) (Gilles et al. 2020).  La investigación desarrollada en éste área durante 

las últimas décadas ha conducido al desarrollo de diversos fármacos antitumorales que interfieren en 

la biogénesis ribosómica mediante el bloqueo de la actividad transcripcional de la ARN Polimerasa 

I (Drygin et al. 2009) (Bywater et al. 2012) (Morgado-Palacin et al. 2014) (Peltonen et al. 2014). 

Uno de estos compuestos, CX-5461 ha sido seleccionado para realizar ensayos clínicos de fase I en 

pacientes con tumores hematológicos (Khot et al. 2019) y en pacientes con tumores sólidos 

avanzados (Hilton et al. 2022).  Sin embargo, posteriores investigaciones han puesto de manifiesto 

importantes desventajas asociadas al uso de este compuesto, como su carácter genotóxico (Xu et al. 

2017) (Bruno et al. 2020) (Mars et al. 2020) (Pan et al. 2021) y el desarrollo de resistencias en 

modelos murinos (Kusnadi et al. 2020).  

 

Se hace necesario, por tanto, buscar estrategias alternativas de intervención terapéutica sobre el 

proceso de biogénesis ribosómica. Una posibilidad es la intervención dirigida sobre interacciones 

proteína:proteína entre factores de ensamblaje ribosómicos. Hasta la fecha se han descrito más de 

200 factores de ensamblaje implicados en la síntesis de la subunidad 60S, que establecen entre sí 

diversas interacciones que son esenciales para la correcta maduración de dicha subunidad. Cada una 

de estas interacciones constituye una potencial diana terapéutica que puede ser explotada mediante 

el diseño de herramientas específicas. Gracias al uso de la microscopía electrónica disponemos de 

abundante información acerca de la estructura tridimensional de los diversos factores de ensamblaje 

de la célula eucariota y el modo en que interaccionan entre sí (Kressler et al. 2010) (Woolford y 

Baserga 2013) (Kressler et al. 2017). Esta información tiene un valor clave en el diseño de estrategias 

terapéuticas destinadas al interferir sobre alguna de estas interacciones. En este sentido, el grupo 

dirigido por el Dr. Bravo ha diseñado recientemente una serie de péptidos de interferencia capaces 

de bloquear la interacción entre los factores de ensamblaje ribosómicos Erb1 y Ytm1 de Chaetomium 

thermophilum (Orea-Ordóñez, Masiá, y Bravo 2021). 
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2. Objetivos. 
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El objetivo general de esta tesis es el desarrollo de péptidos de interferencia dirigidos contra 

interacciones específicas entre factores de ensamblaje ribosómicos que muestren potencial como 

futuros fármacos antitumorales. Asimismo, se evaluará la relevancia de los péptidos desarrollados 

en relación con los tratamientos de quimioterapia vigentes en la actualidad. 

Para alcanzar este objetivo nos hemos centrado en una serie de interacciones entre distintos factores 

de ensamblaje. Concretamente, hemos seleccionado las interacciones NOG1-MAK5, NOC2-MAK5, 

NOG1-eIF6, HAS1-CIC1 y Bop1-WDR12 para su caracterización. En el caso de la interacción 

Bop1-WDR12, los resultados de este trabajo suponen una ampliación de los resultados previamente 

obtenidos en el grupo del Dr. Jerónimo Bravo (Orea-Ordóñez et al. 2021). 

 

Los tres objetivos de esta tesis son por tanto los siguientes: 

1. Clonación, sobre-expresión y purificación de los factores de ensamblaje NOC2, NOG1 y MAK5 

procedentes de Chaetomium thermophilum. Caracterización funcional y biofísica de las proteínas 

purificadas y análisis de sus posibles interacciones con vistas al diseño de péptidos de interferencia.  

2.   Búsqueda de interacciones entre factores de ensamblaje ribosómicos que constituyan dianas 

relevantes para el desarrollo de péptidos de interferencia. Diseño, producción y evaluación in vitro 

de un péptido de interferencia contra la interacción entre los factores de ensamblaje NOG1 y eIF6 de 

Homo sapiens.  

3. Evaluación in vitro de los péptidos de interferencia dirigidos contra la interacción entre Bop1 y 

WDR12 empleando células tumorales humanas.  
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3. Materiales y métodos. 
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3.1 Clonación de los genes de interés. 

 

3.1.1 Vectores utilizados. 

 

Los genes de interés para este trabajo fueron clonados en el vector pET28-NKI/LIC 6His/3C, 

procedente del grupo dirigido por el Dr. A. Perrakis (Netherlands Cancer Institute, Amsterdam), en 

adelante denominado vector pNKI. Se trata de un vector que incorpora una etiqueta de 6 residuos de 

Histidina (6xHis) en el extremo amino-terminal de la proteína clonada. Esta etiqueta puede ser 

eliminada gracias a la presencia de un sitio de corte reconocido por la proteasa 3C de rinovirus 

humano. Además, este vector incorpora un gen de resistencia a kanamicina para la selección de 

colonias transformadas. Alternativamente se utilizaron dos variantes del vector pNKI, en las que la 

etiqueta de 6xHis fue sustituida por glutatión-S-transferasa (GST) (vector pGKI) o proteína de unión 

a maltosa (MBP) (vector pMBKI). Estos vectores se obtuvieron mediante técnicas de ingeniería 

genética gracias al trabajo previo realizado por el Dr. Marcin Węgrecki (Węgrecki, M (2015). 

Structural, biophysical and functional characterization of Nop7-Erb1-Ytm1complex and its 

implications in eukaryotic ribosome biogenesis [Tesis de doctorado]. Universidad Politécnica de 

Valencia). Se utilizó la técnica de clonación independiente de ligación (LIC), descrita en el apartado 

3.1.3, para la clonación de los distintos genes de interés. 

 

3.1.2 Amplificación de los genes de interés. 

Los genes de interés para este trabajo fueron amplificados a partir del ADN complementario (cADN) 

de Chaetomium thermophilum, a fin de evitar la presencia de intrones. Para ello, se realizó una 

extracción de ARN total a partir de un cultivo de Chaetomium thermophilum empleando el kit `SV 

total ARN isolation system´ (Promega, ref. Z3100) siguiendo las instrucciones del fabricante. Este 

extracto de ARN total se transformó en cADN mediante una reacción de PCR asociada a 

retrotranscriptasa (RT-PCR). Se utilizó para ello el kit `High-capacity cDNA Reverse Transcription´ 

(Applied BiosystemsTM, ref. 4368814). 

 Alternativamente, la PCR se realizó a partir de un fragmento de ADN previamente amplificado en 

el laboratorio. En este caso se amplificaron los genes de interés mediante PCR convencional 

empleando el kit HiFi HotStart PCR (KAPA Biosystems, ref. KR0369). La Tabla 3.1 refleja la 

composición de la reacción de PCR. El protocolo de la reacción de PCR se indica en la Tabla 3.2.  

En este último caso, el tiempo de amplificación (30 seg/Kb) fue distinto según la variable extensión 

de las construcciones generadas en este trabajo. Se utilizó una temperatura de fusión (Tm) distinta 

en función de cada pareja de cebadores (véase Anexo 6). En el caso de la construcción NOG1 (351-

412 aa) de Homo sapiens, dada su menor extensión, se emplearon 15 ciclos de amplificación en vez 

de los 35 que aparecen reflejados en la Tabla 3.2.  

El resultado de la reacción de PCR fue visualizado mediante una electroforesis en gel de agarosa al 

1% (p/v) que fue teñida con RedSafe (INtRON Biotechnology, ref. 21141). La electroforesis se llevó 

a cabo en tampón TAE (40 mM Tris (hidroximetil)-metilamina (Tris-HCl) pH 8,3; 20 mM ácido 

acético, 1 mM EDTA) a 100 V durante 30 min empleando una fuente PowerPac™ Basic (Bio-Rad). 

Se utilizó un patrón de ADN comercial (GeneDireX, ref. DM001-R500) como marcador de pesos 

moleculares. El resultado de la electroforesis fue visualizado en un transiluminador de radiación 

ultravioleta Ultima 16si Plus (Isogen Life Science). El producto de la reacción PCR fue purificado 

empleando el kit NZYGelpure (NZYTech, ref. MB011) siguiendo las instrucciones del fabricante, y 
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se midió su concentración y pureza (ratio de Absorbancia 260/280 nm) mediante espectrometría UV-

Visible empleando un aparato NanoDrop® 2000 (Fischer Scientific™). 

Los distintos cebadores fueron diseñados empleando la secuencia de ADN sin intrones de cada gen 

de interés y adicionando en el extremo 5` de cada cebador la secuencia específica necesaria para 

clonar el gen correspondiente en el vector pNKI y sus variantes (pGKI, pMBKI) mediante la técnica 

de clonación independiente de ligación (LIC). Las secuencias correspondientes a los distintos 

cebadores empleados en este trabajo se muestran en la Tabla 3.3. La parte de la secuencia que se 

muestra en negrita se corresponde con la secuencia específica (overhang) necesaria para la clonación 

mediante el método LIC (apartado 3.1.3). 

 

Tabla 3.1: Componentes de la reacción de PCR para la amplificación  

de los genes de interés. 

 

Componente de la reacción Volumen Concentración final 

Tampón KAPA HiFi 5x 5µl 1x 

10 mM Mezcla dNTPs 0,75µl 0,3 mM 

10 µM cebador directo 0,75µl 0,3 µM 

10 µM cebador reverso 0,75µl 0,3 µM 

cADN  1-2µl 70 ng 

1U/µl ADN Polimerasa HiFi HotStart 0,5 µl 0,5 U 

H2O miliQ Hasta 25 µl - 

 

 

Tabla 3.2: Protocolo de PCR para la amplificación de los genes de interés. 

Etapa Temperatura Duración Ciclos de amplificación 

Desnaturalización 

inicial 95ºC 3 min 1 

Desnaturalización 98ºC 20 seg.  
Hibridación de 

cebadores 58-64ºC* 20 seg. 35 

Extensión 72ºC 30 seg/Kb  
Extensión final 72ºC 10 min 1 

 

* Se utilizó una temperatura de fusión (Tm) distinta en función de la pareja de cebadores empleada en 

cada caso (véase Anexo 6). 

 

En el caso de la construcción NOG1 (351-412 aa) de Homo sapiens, el gen correspondiente fue 

sintetizado por encargo por la empresa IDT (Integrated DNA Technologies, Coralville, USA), 

utilizando codones optimizados para su expresión en Escherichia coli. Usando cebadores específicos 

(Tabla 3.3), el gen sintetizado se amplificó mediante una reacción de PCR (Tablas 3.1 y 3.2) como 

paso previo a su clonación en el vector correspondiente. Las demás etapas del procedimiento de 

clonación, sobre-expresión y purificación (apartados 3.1.3, 3.1.4, 3.2 y 3.3) se realizó de igual manera 

que con el resto de construcciones empleadas en este trabajo. 
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Tabla 3.3: Listado de cebadores empleados en el proceso de clonación. 

 

Aclaraciones: la secuencia que se muestra en negrita se corresponde con el overhang necesario para la 

clonación del inserto correspondiente mediante el método de clonación independiente de ligación (LIC). 

Abreviaturas: Ct: Chaetomium thermophilum, Hs: Homo sapiens, Fw: cebador directo, Rw: cebador reverso. 

 

3.1.3 Protocolo de clonación independiente de ligación. 

Una vez amplificados los genes de interés, estos fueron clonados en los distintos vectores (pNKI, 

pGKI o pMBKI) empleando la técnica de clonación independiente de ligación (LIC) (Aslanidis y de 

Jong, 1990). Esta técnica se basa en el uso la enzima T4 ADN polimerasa, que gracias a su actividad 

exonucleolítica en sentido 3`-5` es capaz de crear extremos cohesivos y complementarios en el 

plásmido y el inserto empleados. El inserto (gen de interés) debe ser previamente amplificado 

empleando cebadores dotados de una secuencia específica (overhang) en su extremo 5` que sea 

compatible con el vector en el que va a ser clonado (apartado 3.1.2 y Tabla 3.3). Por su parte, el 

vector debe ser digerido previamente con el enzima de restricción KpnI según el siguiente protocolo: 

• 2,5 Unidades de KpnI (New England Biolabs, ref. R3142S). 

• 5µl de tampón NEB I de reacción 10x (New England Biolabs, ref. B7001S). 

• 1µg de plásmido circularizado. 

Nombre Secuencia 

NOC2 Ct Fw  

5`-CAGGGACCCGGTATGGGCACAGCAAAAAAGAACCT 

CAAAGCGACAAAAAAGTTC-3' 

NOC2 Ct Rw  

5`-GAGGAGAAGCCCGGTTACTCTCCTCCTCCT                  

TTTTCATCCTCATCCTCATCC-3' 

NOC2 (771 aa) Ct Rw  

5'-CGAGGAGAAGCCCGGTTATGCGTCCTCCATCTCCTCA  

TCTTCTTCCTC-3' 

NOG1 Ct Fw  

5`-CAGGGACCCGGTATGACTGGGTGGAAAGACAT 

CCCTCCTGTGC-3' 

NOG1 Ct Rw  

5`-CGAGGAGAAGCCCGGTTAACGACGGTCTGTCTTGCCA   

ATCGTCCGC-3' 

HAS1 Ct Fw  5’- CAGGGACCCGGTATGGCGTCCGAATCCAGCAAAAAG- 3’ 

HAS1 Ct Rw  5’- CGAGGAGAAGCCCGGTTAGCCAAATGTGTTGGGC- 3’ 

HAS1 Ct (320 aa) Rw  

5`-CGAGGAGAAGCCCGGTTAGACATTGATGTAGAGG 

GGCCC-3` 

CIC1 Ct Fw  5`-CAGGGACCCGGTATGGCCCCCTCCACGGCAGTC-3` 

CIC1 Ct Rw  5`-CGAGGAGAAGCCCGGTTAGATATCAGCAGCGACCTT-3` 

eIF6 Ct Fw  5`-CAGGGACCCGGTATGGCCGTCAGAGCCCAGTTC-3` 

eIF6 Ct Rw  5`-CGAGGAGAAGCCCGGTTAGTAAAAAGACTCGACGAT-3` 

MAK5 Ct Fw 5’-CAGGGACCCGGTATGGGTTTCGACAAGAAACG- 3’ 

MAK5 Ct Rw 

5’-CGAGGAGAAGCCCGGTTAAATCCCCAAACCCTCCACAA 

CACCC- 3’ 

MAK5 Ct (192 aa) Fw  

5`-CAGGGACCCGGTATGGACGATGTCGACCTTTC 

CGAATGGGTT -3` 

MAK5 Ct (616 aa) Rw  

5`- CGAGGAGAAGCCCGGTTAGACCTTGTTGAT 

AAGACGCTG -3` 

TAT-NOG1 Hs (351-412 aa) Fw 5`- CAGGGACCCGGTGGCCGCAAGAAGCGCCGC-3` 

TAT-NOG1 Hs (351-412 aa) Rw 5`- CGAGGAGAAGCCCGGTTAATCCAGGATGTAGTCATC-3` 
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La reacción se llevó a cabo a 37ºC durante 3 horas en un volumen final de 50 µl (completado con 

H2O miliQ). Transcurrido este tiempo se verificó la linealidad del vector mediante una electroforesis 

en gel de agarosa al 1% (p/v), siguiendo el mismo protocolo descrito en el apartado 3.1.2. El producto 

de la reacción fue purificado usando el kit NZYGelpure (NZYTech, ref. MB011) siguiendo las 

instrucciones del fabricante. 

A continuación, el vector lineal y el inserto fueron sometidos por separado a una reacción de 

digestión con la enzima T4 ADN polimerasa (Thermo ScientificTM, ref. EP0061). Para ello se empleó 

un volumen final de 20 µl constituido por 4 µl de tampón de reacción 5x específico para T4 ADN 

polimerasa (Thermo ScientificTM, ref. EP0061); 0,5 µl de dTTP (vector lineal) o dATP (inserto) a 

100 mM; 15,3 µl de ADN (correspondiente a 0,1-0,2 pmol de inserto/vector lineal) y 1 Unidad de 

T4 ADN polimerasa. La reacción se mantuvo a temperatura ambiente durante 15 min, a continuación, 

la enzima fue inactivada mediante un choque térmico de 10 minutos a 70ºC.  

Por último, el vector lineal y el inserto fueron mezclados en proporción de masa 1:3 o 1:4, y esta 

mezcla se mantuvo a temperatura ambiente durante 5 min. Se añadieron entonces 2µl de 50 mM 

EDTA y la mezcla fue transformada en la cepa de interés de Escherichia coli. Para la sobre-expresión 

y purificación de las distintas construcciones de interés se empleó la cepa BL21 (DE3) CodonPlus-

RIPL, mientras que para la amplificación de los distintos plásmidos se empleó la cepa DH5α. Ambas 

cepas bacterianas de Escherichia coli proceden de la empresa Stratagene® (San Diego, California, 

USA). 

 

3.1.4 Transformación de la mezcla vector lineal/inserto en Escherichia coli. 

La mezcla vector lineal/inserto fue transformada por choque térmico en 50 µl de células de 

Escherichia coli químicamente competentes (cepa DH5α).  Una vez añadida la mezcla, las células 

fueron mantenidas en hielo durante 30 minutos.  A continuación, las células fueron sometidas a un 

choque térmico a 42ºC durante 1 minuto y 30 segundos, seguido de otra incubación de 5 minutos en 

hielo. Transcurrido este tiempo las células fueron diluidas en 200 µl de medio Luria Broth (LB) 

(Condalab, ref. 1551) y fueron incubadas a 37ºC durante 1 hora con agitación constante de 500 rpm. 

Por último, las células transformadas fueron plaqueadas en una placa de LB-Agar suplementada con 

kanamicina a una concentración final de 33 µg/ml.  Las placas fueron incubadas durante un mínimo 

de 12 horas a 37ºC antes de comprobar la formación de colonias. 

Se llevó a cabo una PCR de colonias a fin de verificar la presencia del plásmido de interés en las 

colonias crecidas en la placa. Esta PCR fue llevada a cabo empleando el enzima FirePol® (Solis 

Biodyne, ref. 01-01-00500) y los cebadores específicos para cada gen de interés (Tabla 3.3). Cada 

PCR se llevó a cabo a partir de 6 colonias diferentes obtenidas en una misma transformación que se 

suspendieron por separado en la mezcla de reacción. La PCR se realizó en un volumen final de 20 µl 

conteniendo 2 µl de tampón BD 10x; 2,5 mM de MgCl2; 0,3 µM de cada cebador (directo y reverso); 

la mezcla de dNTPs (200 µM de cada tipo) y 1U de enzima FirePol®. El protocolo de PCR fue el 

siguiente: 95ºC durante 5 minutos seguido de 35 ciclos de amplificación (95ºC durante 45 segundos, 

45 segundos a la Tm deseada (ver Anexo 6), 72ºC durante 1 minuto/Kb). Por último, la muestra se 

calentó a 72ºC durante 10 minutos. Se visualizó el resultado de la PCR mediante electroforesis en 

gel de agarosa al 1% (p/v) según las indicaciones del apartado 3.1.2. Se identificaron las colonias 

positivas como aquellas en las que aparece amplificado el gen de interés.  
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Las colonias aisladas positivas de cada transformación se inocularon por separado en 10 ml de medio 

LB suplementado con kanamicina a una concentración final de 33 µg/ml.  Tras una incubación a 

37ºC durante un mínimo de 12 horas a 180 rpm en un incubador Innova® 43 Incubator Shaker (New 

BrunswickTM), se recogieron las células mediante centrifugación a 4000 x g durante 15 minutos en 

una centrífuga refrigerada (4ºC) y los plásmidos fueron extraídos empleando el kit NZYMiniprep 

(NZYTech, ref. MB010) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se llevó a cabo una 

secuenciación rutinaria de cada gen de interés a cargo de la empresa Humanizing Genomics 

Macrogen (Macrogen Inc, Madrid), a fin de descartar la presencia de mutaciones. Para cada 

construcción se seleccionó un plásmido sin mutaciones que fue empleado en lo sucesivo. Los 

distintos plásmidos fueron conservados a -20ºC.  

Adicionalmente, cada plásmido de interés fue transformado en la cepa BL21 (DE3) CodonPlus-RIPL 

de Escherichia coli. Para la transformación en esta cepa bacteriana se siguió el mismo protocolo ya 

descrito para la cepa DH5α, con las salvedades de que el choque térmico a 42ºC se mantuvo durante 

45 segundos y se emplearon 50 ng de cada plásmido de interés que fueron mezclados con 50 µl de 

células. Con esta cepa bacteriana se emplearon placas de LB-Agar y medio LB líquido suplementado 

con kanamicina y cloranfenicol ambos a una concentración final de 33 µg/ml. 

Se prepararon glicerinados a partir de ambas cepas de Escherichia coli DH5α y BL21 (DE3) 

CodonPlus-RIPL transformadas por separado con cada plásmido de interés.  Para ello se mezclaron 

750 µl de cultivo bacteriano transformado y crecido en medio LB suplementado con los antibióticos 

apropiados (kanamicina 33 µgr/ml para la cepa DH5α de E.coli; y kanamicina y cloranfenicol a 33 

µgr/ml para la cepa BL21 (DE3) CodonPlus-RIPL de E.coli) y 250 µl de glicerol estéril al 87% (v/v) 

(concentración final de 21,75% (v/v)). Los distintos glicerinados fueron mantenidos a -80ºC hasta su 

uso.  

 

3.2 Expresión de las distintas construcciones de interés. 

Todas las construcciones de interés fueron expresadas empleando la cepa BL21 (DE3) CodonPlus 

RIPL de Escherichia coli como organismo de expresión heteróloga.   

A fin de determinar las condiciones óptimas de expresión de cada construcción, se llevaron a cabo 

ensayos de expresión a pequeña escala empleando diferentes condiciones. En cada caso se 

seleccionaron las condiciones de expresión en las que se observó la producción de proteína soluble. 

Estas condiciones fueron empleadas para la expresión a gran escala de las distintas construcciones. 

Los protocolos de expresión y purificación a pequeña y gran escala se llevaron a cabo suplementando 

el medio de cultivo correspondiente con kanamicina 33 µg/ml (resistencia propia del plásmido de 

expresión pET28-NKI/LIC 6His/3C y sus variantes pGKI y pMBKI) y cloranfenicol 33 µg/ml 

(resistencia de la cepa bacteriana BL21 (DE3) CodonPlus-RIPL de E.coli). 

 

3.2.1 Protocolo de expresión y purificación a pequeña escala. 

Se llevaron a cabo paralelamente dos protocolos de expresión:  

• Expresión mediante isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido (IPTG). Se realizó un inóculo a 

partir del glicerinado correspondiente en 10 ml de medio Luria Broth (LB) suplementado con 

kanamicina y cloranfenicol a una concentración final de 33 µg/ml para cada antibiótico. Este            
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pre-cultivo fue incubado durante un mínimo de 12 horas a 37ºC con agitación constante de 180 rpm 

en un incubador Innova® 43 Incubator Shaker (New Brunswick™) hasta llegar a la fase de saturación. 

50µl de este pre-cultivo fueron inoculados en un nuevo cultivo de 10 ml de LB suplementado con 

kanamicina y cloranfenicol a 33 µg/ml. Este nuevo cultivo fue incubado a 37ºC en las mismas 

condiciones hasta alcanzar una OD600 comprendida entre 0,6 y 0,8. La expresión de la proteína fue 

entonces inducida añadiendo la concentración final deseada de IPTG (0,1-0,2 mM). El cultivo fue 

incubado a 20ºC durante 12 h con agitación constante a 180 rpm en un incubador Innova® 43 

Incubator Shaker (New Brunswick™). Alternativamente, se añadió una concentración final de IPTG 

de entre 1 y 0,6 mM y el cultivo se incubó durante 3-5 horas a 37ºC con agitación constante (180 

rpm) en un incubador Innova® 43 Incubator Shaker (New Brunswick™). 

 

• Expresión mediante protocolo de autoinducción. Se siguió el método descrito por Studier en 

2005 (Studier 2005). Se realizó un inóculo a partir del glicerinado correspondiente en 9,3 ml de 

medio ZY suplementado con 10 µl de 1M MgCl2 (concentración final 1 mM), 500 µl de NPS  20x; 

0,8% (p/v) de glucosa y los antibióticos correspondientes (kanamicina y cloranfenicol a 33 µg/ml). 

Se dejó crecer el cultivo a 37ºC durante 12 horas en agitación constante de 180 rpm empleando un 

incubador Innova® 43 Incubator Shaker (New Brunswick™). Se emplearon 50 µl de este pre-cultivo 

para inocular otro cultivo preparado siguiendo la misma receta, con la salvedad de que la glucosa fue 

sustituida por 200 µl de reactivo 5052 50x. Este segundo cultivo fue incubado a 37ºC con agitación 

constante de 180 rpm en un incubador Innova® 43 Incubator Shaker (New Brunswick™) hasta 

alcanzar una OD600 de 0,8-1,2. Entonces se disminuyó la temperatura a 20ºC y se continuó incubando 

durante 12 horas.  

 

Composición de reactivos: ZY (1% (p/v) de triptona; 0,5% (p/v) de extracto de levadura), NPS 20x 

(0,5 M (NH4)2SO4, 1M KH2PO4, 1M Na2HPO4), 5052 50x (25% (v/v) glicerol; 2,5% (p/v) glucosa, 

10% (p/v) α-lactosa). 

 

Al finalizar ambos protocolos de expresión, las células fueron recogidas mediante centrifugación a 

4000 x g durante 15 min a 4ºC. Las células fueron resuspendidas en 1ml de PBS y se volvieron a 

centrifugar en las mismas condiciones. Los precipitados celulares así obtenidos fueron almacenados 

a -80ºC hasta su procesamiento. 

 

A fin de comprobar la producción de proteína soluble en las distintas condiciones de expresión, se 

llevó a cabo un protocolo de purificación a pequeña escala con los distintos precipitados celulares 

obtenidos. Para ello cada precipitado celular fue resuspendido en 500 µl de tampón de lisis preparado 

en HEPES pH 7,5 según la receta descrita en la Tabla 3.6. Se añadieron 500 µl de perlas de vidrio 

de 0,5 mm de diámetro (Scientific Industries, SI™, ref. SI-BG05), y la mezcla fue lisada en 10 ciclos 

intermitentes de 30 segundos a 7500 rpm empleando un equipo Precellys® Evolution (Bertin 

Instruments). Esta mezcla lisada se centrifugó a 21000 x g durante 20 minutos a 4ºC. Se recogió la 

fracción soluble (aproximadamente 500 µl), que fue incubada con 100 µl de resina de Níquel 

(Agarose Bead Technologies, ref. 6BCL-NTANi-X) en el caso de proteínas marcadas con una 

etiqueta de 6xHis, de resina de glutatión (Glutathione Sepharose® 4B Cytiva, ref. GE17-0756-01) en 

el caso de proteínas marcadas con una etiqueta de GST o de resina de amilosa (New England Biolabs, 

ref. E8021S) en el caso de proteínas marcadas con una etiqueta de MBP. Previamente a su uso, la 

resina fue equilibrada con H2O miliQ seguido de tampón EM (véase Tabla 3.6).   

 

La incubación de la resina con la proteína de interés se llevó a cabo durante 1 hora a 4ºC con rotación 

constante. Transcurrido ese tiempo se llevaron a cabo tres lavados de la resina empleando tampón 
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EM (véase Tabla 3.6), y ésta fue disuelta en 30 µl de tampón de Laemmli 5x (312 mM Tris-HCl pH 

6,8; 10% (p/v) SDS, 10% (v/v) glicerol, 5% (v/v) β-mercaptoetanol, 0,02 % (p/v) azul de 

bromofenol)  y calentada a 95ºC durante 10 minutos a fin de provocar la disociación de las proteínas 

unidas a ella. Las muestras de interés correspondientes a las distintas etapas de este proceso de 

purificación fueron visualizadas mediante una electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-

PAGE) empleando geles al 10% (v/v) de acrilamida. Para cada una de las construcciones empleadas 

en este estudio se seleccionaron las condiciones óptimas para su expresión en base a los resultados 

de este experimento (Tabla 3.5). Todas las centrifugaciones a las que se sometió la resina durante su 

equilibrado y los lavados posteriores se llevaron a cabo a una velocidad máxima de 6000 x g durante 

1 minuto a 4ºC.  

 

3.2.2 Protocolo de expresión a gran escala. 

 

Una vez determinadas las condiciones óptimas de expresión de cada construcción (resumidas en la 

Tabla 3.5), se llevó a cabo su expresión a gran escala. Para ello se emplearon las mismas condiciones 

descritas en el apartado 3.2.1 empleando un volumen final de 1 litro de cultivo. En la Tabla 3.4 se 

enumeran las distintas proteínas empleadas en este estudio, así como las construcciones generadas 

con cada de ellas. 

 

• Protocolo de autoinducción: se empleó el método descrito por Studier en 2005 (Studier 2005) . 

Para ello se llevó a cabo un pre-cultivo en 9,3 ml de medio ZY suplementado con 10 µl de  1M  

MgCl2 (1 mM de concentración final), 500 µl de NPS 20x; 0,8% (p/v) de glucosa y los antibióticos 

kanamicina y cloranfenicol a una concentración final de 33 µg/ml cada uno. Este pre-cultivo se 

inoculó con un glicerinado de Escherichia coli cepa BL21 (DE3) CodonPlus-RIPL transformada con 

el plásmido de interés. Se incubó el pre-cultivo durante 12 horas a 37ºC en agitación constante. A 

continuación, se inocularon 5 ml de este pre-cultivo en 1L de medio ZY suplementado con 1ml de 

1M MgCl2 (1mM de concentración final), 50 ml de NPS 20x, 20 ml de 5052 50x y los antibióticos 

kanamicina y cloranfenicol a una concentración final de 33 µgr/ml cada uno. Este nuevo cultivo se 

dividió en dos matraces Erlenmeyer con 500 ml de cultivo cada uno.  

 

Tabla 3.4 Proteínas empleadas en este estudio para las distintas construcciones de 

interés. 

Proteína aas Código UniProt Origen Construcciones 

ctNOC2 788 G0SD05 Chaetomium 

thermophilum 

6xHis-NOC2, 6xHis-

NOC2 (1-771 aa) 

ctNOG1 661 G0S8F1 Chaetomium 

thermophilum 

6xHis-NOG1, MBP-

NOG1 

hsNOG1 634 Q9BZE4 Homo sapiens GST-TAT-NOG1 

(351-412 aa) 

ctMAK5 767 G0SA42 Chaetomium 

thermophilum 

GST-MAK5, 6xHis-

MAK5 (192-616 aa) 

ctHAS1 556 G0RYU9 Chaetomium 

thermophilum 

MBP-HAS1, 6xHis-

HAS1 (1-320 aa) 

ctCIC1 391 G0S7X0 Chaetomium 

thermophilum 

6xHis-CIC1 

cteIF6 246 G0S683 Chaetomium 

thermophilum 

6xHis-eIF6 

Abreviaturas: ct: Chaetomium thermophilum. hs: Homo sapiens. aas: aminoácidos 
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Ambos matraces fueron incubados a 37ºC con agitación constante hasta alcanzar una OD600 de 0,8-

1,2. Entonces se bajó la temperatura hasta los 20ºC y se incubaron los cultivos durante 12 horas en 

agitación constante. Todas las incubaciones mencionadas fueron realizadas empleando un incubador 

Innova® 43 Incubator Shaker (New Brunswick™) manteniendo una agitación constante de 180 rpm. 

Los reactivos NPS 20x y 5052 50x se prepararon según las recetas descritas en el apartado 3.2.1. 

 

 

Tabla 3.5: Condiciones de expresión y purificación de las distintas construcciones 

empleadas en este estudio. 

 

 

Abreviaturas: EM: cromatografía de exclusión molecular. IEX: cromatografía de intercambio iónico (Ion 

Exchange Cromatography). BL21 C+: cepa BL21 (DE3) CodonPlus-RIPL de Escherichia coli. aas: 

aminoácidos. 6xHis: etiqueta de 6 residuos de His. MBP: etiqueta de proteína de unión a maltosa (Maltose 

Binding Protein). GST: etiqueta de Glutatión-S-transferasa. HisTrap, MBPTrap, GSTrap: cromatografía de 

afinidad para proteínas marcadas con 6xHis, MBP y GST respectivamente. kDa: peso molecular en Kilo 

Dalton. 

 

• Expresión mediante isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido (IPTG). Se emplearon 10 ml de 

medio LB suplementado con kanamicina y cloranfenicol a una concentración final de 33 µg/ml cada 

uno. Este medio de cultivo fue inoculado con un glicerinado de Escherichia coli cepa BL21 (DE3) 

CodonPlus-RIPL transformada con el plásmido de interés. Este pre-cultivo se incubó durante 12 

horas a 37ºC en agitación constante. Se inocularon 5 ml de este pre-cultivo en 1 litro de medio LB 

suplementado con los antibióticos kanamicina y cloranfenicol a una concentración final de 33 µgr/ml 

Construcción aas kDa 

Organismo 

de expresión 

Método de 

expresión 

Método de 

purificación 

6xHis-NOC2 1-788  91,8 

E.coli 

(BL21C+) Autoinducción HisTrap-EM 

6xHis-NOC2 (1-771 aa) 1-771  90 

E.coli 

(BL21C+) Autoinducción HisTrap-IEX 

6xHis-NOG1 1-661  77,7 

E.coli 

(BL21C+) Autoinducción HisTrap-EM 

MBP-NOG1 1-661  117,4 

E.coli 

(BL21C+) 

0,6 mM IPTG 

(5h a 37ºC) MBPTrap-EM 

MBP-HAS1 1-556  103,8 

E.coli 

(BL21C+) Autoinducción MBPTrap-EM 

6xHis-HAS1 (1-320 aa) 1-320  37,3 

E.coli 

(BL21C+) Autoinducción HisTrap-EM 

GST-MAK5 1-767  112 

E.coli 

(BL21C+) Autoinducción GSTrap-IEX 

6xHis-MAK5 (192-616 aa) 192-616  49,2 

E.coli 

(BL21C+) Autoinducción HisTrap-EM 

6xHis-CIC1 1-391  45,8 

E.coli 

(BL21C+) Autoinducción HisTrap-EM 

6xHis-eIF6 1-246  28,6 

E.coli 

(BL21C+) 

0,2 mM IPTG 

(12h a 20ºC) HisTrap-EM 

GST-TAT-NOG1 (351-412 aa) 351-412  36 

E.coli 

(BL21C+) 

1 mM IPTG  

(3h a 37ºC) GSTrap-EM 
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cada uno. Este segundo cultivo se dividió en 2 matraces Erlenmeyer conteniendo 500 ml de cultivo 

cada uno, que fueron incubados a 37ºC en agitación constante hasta alcanzar una OD600 de 0,6-0,8. 

Entonces se indujo la expresión de la proteína correspondiente mediante la adición de la 

concentración apropiada de IPTG (véase Tabla 3.5). Se mantuvo el cultivo a 20ºC durante 12 horas 

en agitación constante. Alternativamente, el cultivo fue incubado durante 3-5 horas a 37ºC en 

agitación constante antes de su procesamiento.  Todas las incubaciones mencionadas fueron 

realizadas empleando un incubador Innova® 43 Incubator Shaker (New Brunswick™) manteniendo 

una agitación constante de 180 rpm. 

En ambos protocolos, tras el período de incubación correspondiente las células fueron recogidas 

mediante centrifugación a 4000 x g durante 35 minutos empleando una centrífuga refrigerada (4ºC). 

Se llevó a cabo un lavado con 35 ml de PBS seguido de otra centrifugación en las mismas 

condiciones. El precipitado celular resultante se almacenó a -80ºC hasta su procesamiento en 

alícuotas correspondientes a 500 ml de cultivo cada una.  

 

3.2.3 Electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). 

 

Todas las electroforesis llevadas a cabo en este trabajo se realizaron en condiciones desnaturalizantes 

mediante el empleo de SDS (dodecil sulfato sódico). Se emplearon geles constituidos por una parte 

superior/concentradora al 5% (v/v) de acrilamida y una parte inferior/separadora al 10% (v/v) de 

acrilamida. Excepcionalmente se emplearon geles al 15% (v/v) de acrilamida en la parte 

inferior/separadora al trabajar con la construcción GST-TAT-NOG1 (351-412 aa) y su forma 

digerida TAT-NOG1 (351-412 aa). Los geles utilizados en procesos de purificación de proteínas se 

prepararon con un grosor de 0,75 milímetros. En los experimentos de western blot a partir de 

extractos celulares (apartado 3.5.5.2) se utilizaron geles con un grosor final de 1 mm.  Para la 

preparación de los geles se empleó una solución comercial de acrilamida al 40% (v/v) (Acrylamide- 

4K Solution, Mix 37,5:1, PanReac AppliChem, ref. A1672).  

 

Para la parte inferior/separadora de un gel al 10% (v/v) de 0,75 mm de espesor se necesita un volumen 

total de 4,2 ml con la siguiente mezcla: 1,05 ml de 1M Tris-HCl pH 8,8; 1,05 ml de acrilamida 40% 

(v/v); 42 µl de persulfato de amonio (APS) al 10% (p/v); 42 µl de SDS al 10% (p/v), 5 µl N, N, N′, 

N′-Tetrametiletilendiamina (TEMED) y 2,1 ml de H2O miliQ. Para prevenir el contacto con el 

oxígeno que inhibe la polimerización y alinear el frente, se añadieron unos microlitros de 2-propanol 

sobre la parte separadora. La parte superior/concentradora del gel al 5% (v/v) de acrilamida fue una 

mezcla de 117 µl de 1M Tris-HCl pH 6,8; 174 µl de acrilamida al 40% (v/v); 14 µl de APS al 10% 

(p/v); 14 µl de SDS al 10% (p/v); 1,4 µl de TEMED y 1,02 ml de H2O miliQ. En el caso de geles 

preparados con un espesor de 1 mm se siguieron las mismas recetas doblando las cantidades de los 

distintos reactivos y manteniendo la misma proporción entre los mismos. Para la preparación de geles 

al 15% (v/v) se siguió la siguiente receta (correspondiente a la parte inferior/separadora): 1,05 ml de 

1M Tris-HCl pH 8,8; 1,575 ml de acrilamida 40% (v/v); 42 µl de persulfato de amonio (APS) al 10% 

(p/v); 42 µl de SDS al 10% (p/v), 5 µl N, N, N′, N′-Tetrametiletilendiamina (TEMED) y 1,575 ml de 

H2O miliQ. La parte superior/concentradora se preparó al 5% (v/v) de acrilamida siguiendo la receta 

ya mencionada. 

 

Las electroforesis se realizaron en cubetas Mini PROTEAN® 3 Cell (Bio-Rad) conectadas a una 

fuente PowerPacTM Basic (Bio-Rad).   



 

64 
 

Las muestras de interés fueron preparadas con tampón de Laemmli 5x (312 mM Tris-HCl pH 6,8; 

10% (p/v) SDS, 10% (v/v) glicerol, 5% (v/v) β-mercaptoetanol, 0,02 % (p/v) azul de bromofenol) y 

fueron calentadas a 95ºC durante 10 minutos antes de cargarse en el gel. En el caso de muestras 

procedentes de un proceso de purificación a pequeña (apartado 3.2.1) o gran escala (apartado 3.3) o 

para ensayos de precipitación (apartado 3.4.5) o ensayos de interacción con ácido poliuridílico 

(apartado 3.4.6), se empleó una corriente de 150V durante 45 minutos y se empleó 25 mM Tris-HCl, 

190 mM Glicina y 0,1% (p/v) SDS como tampón de electroforesis. En el caso de geles realizados en 

el contexto de un experimento de western blot (apartados 3.4.8 y 3.5.5.2) se empleó una corriente de 

90V durante 90 minutos y MOPS-SDS (Alfa Aesar, ref. J62847) como tampón de electroforesis (1M 

MOPS, 1M Tris, 2% (p/v) SDS, 20 mM EDTA a pH 7,7). En ambos casos tras la electroforesis los 

geles fueron teñidos con una solución de Coomassie Blue Brilliant G (Sigma-Aldrich, ref. B0770) 

(2,5 % (p/v) Coomassie Brilliant Blue G, 40% (v/v) metanol, 10% (v/v) ácido acético, 50% (v/v) 

H2O destilada) y se destiñeron con una solución 10% (v/v) metanol, 10% (v/v) ácido acético y 80% 

(v/v) de H2O destilada. 

 

 

3.3 Purificación a gran escala de las proteínas de interés. 

 

En todos los casos se empleó un protocolo de purificación análogo que se describe a continuación. 

Los tampones empleados en los distintos pasos se describen en la Tabla 3.6, con las excepciones 

mencionadas. 

 

3.3.1        Lisis celular y preparación de extractos de proteínas. 

El precipitado celular de interés (correspondiente a 500 ml de cultivo) fue descongelado y disuelto 

en 50 ml de tampón de lisis suplementado con una pastilla de inhibidor de proteasas libre de EDTA 

(cOMPLETE Protease cocktail EDTA-free, Roche, ref. 5056489001). La mezcla fue sonicada 

durante 30 minutos mediante un sonicador Vibra-CellTM W75042 (Bioblock Scientific) empleando 

pulsos intermitentes de 1 segundo de duración. La muestra sonicada fue centrifugada a 16500 x g 

durante 35 minutos a 4ºC empleando una centrífuga Sorvall™ RC6 Plus con un rotor SS-34 (Thermo 

Scientific™). Tras la centrifugación, el precipitado obtenido fue descartado y el sobrenadante se filtró 

manualmente empleando un filtro de 0,45 µm (VWR®, ref. 514-1262) a fin de eliminar posibles 

restos celulares. Se tomaron muestran del precipitado y el sobrenadante para su visualización en un 

gel de electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). El objetivo es comprobar la 

eficacia de la sonicación y la posible presencia de proteína insoluble en el precipitado.  

 

3.3.2 Cromatografía de afinidad para proteínas etiquetadas con 6xHis (IMAC). 

Las proteínas clonadas en el vector pNKI (marcadas con una etiqueta de 6xHis en su extremo amino-

terminal) fueron purificadas mediante cromatografía de iones inmovilizados (Immobilized Metal Ion 

Affinity Chromatography, IMAC) empleando una columna HisTrap HP (Cytiva) de 1 ml (ref. 

17524701) ó 5 ml (ref. 17524802). La columna fue equilibrada con 10 volúmenes de columna de 

H2O miliQ seguido de 10 volúmenes de columna de tampón A (His). El lisado celular previamente 

filtrado se cargó en la columna mediante una bomba peristáltica (Minipuls®3, Gilson) y se recogió 

la fracción no unida para su posterior visualización en un gel de electroforesis SDS-PAGE. Una vez 

cargada con el lisado celular, la columna fue lavada con 5 volúmenes de columna de tampón A (His) 

a fin de eliminar proteínas contaminantes unidas inespecíficamente.   
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La elución de la proteína de interés se llevó a cabo mediante cromatografía FPLC empleando un 

equipo ÄKTAPurifier (GE Healthcare). Se generó un gradiente de concentración de imidazol 

mediante la combinación del tampón A (His) con una proporción creciente del tampón B (His).  Se 

recogieron fracciones de 1 ó 5 ml según el tamaño de la columna empleada. Se empleó el programa 

Unicorn 4.0 para la visualización de los cromatogramas correspondientes en base a la absorbancia a 

280 nm de las distintas fracciones.  A fin de detectar la presencia de la proteína de interés en las 

fracciones obtenidas, se llevó a cabo una electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-

PAGE) según las indicaciones del apartado 3.2.3. Las fracciones con mayor presencia de la proteína 

de interés y menor cantidad de proteínas contaminantes fueron seleccionadas para la siguiente etapa 

de purificación.  

 

3.3.3 Cromatografía de afinidad para proteínas etiquetadas con GST. 

Las proteínas clonadas en el vector pGKI (marcadas con una etiqueta de GST en su extremo amino-

terminal) fueron purificadas mediante una columna GSTrap HP (Cytiva) de 1 ml (ref. 17528101) ó 

5 ml (ref. 17528202). La columna fue previamente equilibrada con 10 volúmenes de columna de 

H2O miliQ seguido de 10 volúmenes de columna de tampón A (GST). Se cargó el lisado celular 

mediante una bomba peristáltica (Minipuls® 3, Gilson) y a continuación se pasaron otros 5 volúmenes 

de columna de tampón A (GST) a fin de eliminar proteínas contaminantes unidas inespecíficamente. 

La proteína de interés fue eluida mediante una cromatografía FPLC empleando un equipo 

ÄKTAPurifier (GE Healthcare). Para ello se generó un gradiente de glutatión empleando los 

tampones A (GST) y B (GST) en proporción variable. Se recogieron fracciones de 1 ó 5 ml en función 

del volumen de la columna utilizada. Se visualizaron los cromatogramas correspondientes mediante 

el programa Unicorn 4.0 en base a la absorbancia a 280 nm. La presencia de la proteína de interés en 

las fracciones obtenidas fue detectada mediante electroforesis SDS-PAGE (apartado 3.2.3). Las 

fracciones con mayor concentración de la proteína de interés y menor cantidad de proteínas 

contaminantes fueron seleccionadas para la siguiente etapa de purificación.  

 

3.3.4 Cromatografía de afinidad para proteínas etiquetadas con MBP. 

En el caso de las proteínas clonadas en el vector pMBKI (y por tanto marcadas con una etiqueta de 

MBP en su extremo amino-terminal), se empleó una columna MBPTrap HP (Cytiva) de 1 ml (ref. 

28918778) ó 5 ml (ref. 28918780) para su purificación mediante cromatografía de afinidad. Se siguió 

el mismo protocolo que en los casos anteriores (apartados 3.3.2 y 3.3.3) empleando los tampones A 

y B (MBP). En el caso particular de la proteína MBP-HAS1, debido a la baja unión que presenta esta 

construcción a la resina de la columna se realizaron tres pases sucesivos del lisado celular por la 

columna antes de proceder a la elución de la proteína. 

 

3.3.5   Cromatografía de intercambio iónico (IEX). 

Esta técnica de cromatografía se utilizó para la segunda etapa de purificación de las construcciones 

6xHis-NOC2 (1-771 aa) y GST-MAK5 (Tabla 3.5). Para este tipo de cromatografía se emplearon las 

columnas HiTrap SP HP (Cytiva, ref. 17115101) y HiTrap Q HP (Cytiva, ref. 17115301), ambas de 

1ml. La primera es una columna de intercambio catiónico, utilizada para la eliminación de ácidos 

nucleicos contaminantes y proteínas cuya carga neta sea negativa. Para utilizar esta columna el pH 
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de los tampones empleados debe ser al menos 1 unidad inferior al punto isoeléctrico (pI) de la 

proteína de interés, a fin de garantizar que ésta presente una carga neta positiva y sea por tanto capaz 

de unirse a la resina cargada negativamente de la columna. Por otro lado, la columna HiTrap Q HP 

se emplea para hacer cromatografía de intercambio aniónico, a fin de eliminar proteínas 

contaminantes cuya carga neta sea positiva. 

 

Tabla 3.6: Composición de los tampones empleados en el proceso de purificación. 

Tampón de lisis Tampón A (His) Tampón B (His) 

50 mM HEPES pH 7,5  50 mM HEPES pH 7,5  50 mM HEPES pH 7,5  

500 mM NaCl 150 mM NaCl 150 mM NaCl 

10% (v/v) Glicerol  5% (v/v) Glicerol  5% (v/v) Glicerol  

5 mM β-mercaptoetanol  2 mM β-mercaptoetanol  2 mM β-mercaptoetanol  

0,1% (v/v) Tritón X-100 20 mM Imidazol  500 mM Imidazol  

   

   

Tampón A (IEX)/EM* Tampón B (IEX) 

50 mM HEPES pH 7,5  50 mM HEPES pH 7,5  

150 mM NaCl 1M NaCl 

5% (v/v) Glicerol  5% (v/v) Glicerol  

2 mM β-mercaptoetanol  2 mM β-mercaptoetanol  

    

   

   

Tampón A (GST) Tampón B (GST)  
50 mM HEPES pH 7,5  50 mM HEPES pH 7,5   
150 mM NaCl 150 mM NaCl  
5% (v/v) Glicerol  5% (v/v) Glicerol   
2 mM β-mercaptoetanol  2 mM β-mercaptoetanol   
  20 mM L-glutatión reducido   
  

 

  
 

Tampón A (MBP) Tampón B (MBP)  

50 mM HEPES pH 7,5  50 mM HEPES pH 7,5   

150 mM NaCl 150 mM NaCl  

5% (v/v) Glicerol  5% (v/v) Glicerol   

2 mM β-mercaptoetanol  2 mM β-mercaptoetanol   

 10 mM Maltosa   

 

               *Los tampones A (IEX) y EM tienen la misma composición. 

Abreviaturas: EM: cromatografía de exclusión molecular. IEX: cromatografía de intercambio iónico (Ion 

Exchange Cromatography). Excepciones: la construcción 6xHis-NOC2 (1-771 aa) fue purificada empleando 

tampón A (His), B (His) y tampón de lisis para la cromatografía de afinidad, así como tampones A (IEX) y B 

(IEX) preparados en 50 mM MES pH 6,5. La construcción 6xHis-NOG1 fue purificada empleando tampón A 

(His), B (His) y tampón de lisis, así como tampón EM preparados en 50 mM Tris pH 8.  
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En este caso el pH de los tampones debe ser al menos 1 unidad superior a pI de la proteína de interés, 

a fin de garantizar que ésta presente carga neta negativa y se una a la resina cargada positivamente 

de la columna. La columna de elección fue previamente equilibrada con 10 volúmenes de columna 

de H2O miliQ seguido de otros 10 volúmenes de columna de tampón A (IEX) (con baja concentración 

de NaCl). Las fracciones seleccionadas en el anterior proceso de purificación (cromatografía de 

afinidad) se juntaron y se cargaron en la columna pre-equilibrada mediante una bomba peristáltica 

(Minipuls®3, Gilson). Se recogió la fracción no unida a fin de descartar la posible presencia de la 

proteína de interés. Se lavó la columna con 5 volúmenes de columna de tampón A (IEX) a fin de 

eliminar proteínas contaminantes unidas inespecíficamente.  

La elución de la columna se llevó a cabo mediante cromatografía FPLC empleando el mismo sistema 

ÄKTA Purifier (GE Healthcare) empleado para realizar cromatografías de afinidad (apartados 3.3.2, 

3.3.3 y 3.3.4). Se generó un gradiente de concentración salina empleando los tampones A y B (IEX) 

con una creciente proporción de tampón B (IEX). Se utilizó el programa Unicorn 4.0 para la 

visualización de los correspondientes cromatogramas en base a la absorbancia a 280 nm. La presencia 

de la proteína de interés en las distintas fracciones obtenidas fue detectada mediante electroforesis 

SDS-PAGE (apartado 3.2.3). Las fracciones con mayor presencia de la proteína de interés fueron 

seleccionadas para su concentración (apartado 3.3.8). 

 

3.3.6 Cromatografía de exclusión molecular (EM). 

Todas las construcciones de interés, con la excepción de 6xHis-NOC2 (1-771 aa) y GST-MAK5, se 

terminaron de purificar mediante una cromatografía de exclusión molecular, a fin de eliminar 

posibles proteínas contaminantes presentes en la anterior etapa de purificación y posibles agregados 

de la proteína de interés. Para ello se utilizó una columna Superdex 200 10/300 GL (GE Healthcare, 

ref. GE17-5175-01) de 24 ml de volumen de columna, o bien una columna Superdex 200 Hiload 

16/60 (GE Healthcare, ref. GE28-9893-35) de 120 ml de volumen de columna. La elección de la 

columna dependió de la cantidad de proteína disponible al llegar a este paso de purificación. En el 

caso de disponer de poca cantidad de proteína (menos de 4 mg) se eligió la columna Superdex 200 

10/300 GL, a fin de minimizar la pérdida de proteína durante esta etapa de purificación. Las 

fracciones de interés procedentes de la etapa anterior de purificación (cromatografía de afinidad) 

fueron concentradas empleando filtros Amicon™ Ultra con la amplitud de poro adecuada para cada 

proteína (Amicon™ Ultra Centrifugal Filter Units, Merck, ref. UFC801). La columna de elección 

fue equilibrada con 2 volúmenes de columna de H2O miliQ seguidos de 2 volúmenes de columna de 

tampón EM (Tabla 3.6). Según las especificaciones de la columna, la proteína de interés fue 

concentrada hasta un volumen final de 200-500 µl en el caso de la columna Superdex 200 10/300 

GL o hasta un volumen final de 2-4 ml en el caso de la columna Superdex 200 Hiload 16/60. La 

proteína concentrada fue cargada manualmente en la columna mediante jeringa.  En el caso de la 

columna Superdex 200 10/300 GL, la cromatografía se llevó a cabo a temperatura ambiente 

empleando el equipo ÄKTA Purifier (GE Healthcare), mientras que en el caso de la columna 

Superdex 200 Hiload 16/60 se utilizó el equipo ÄKTA Prime (GE Healthcare) manteniendo la 

temperatura a 4ºC. En ambos casos se utilizó el programa Unicorn 4.0 para visualizar los 

correspondientes cromatogramas en base a la absorbancia a 280 nm de las fracciones obtenidas. Se 

recogieron fracciones de 300 µl en el caso de la columna Superdex 200 10/300 GL, y de 5 ml al 

utilizar la columna Superdex 200 Hiload 16/60. 

 Se llevó a cabo una electroforesis SDS-PAGE (apartado 3.2.3) a fin de detectar la presencia de la 

proteína de interés en las fracciones obtenidas. Por último, las fracciones con la proteína de interés 
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fueron concentradas mediante un filtro Amicon™ Ultra con el tamaño de poro adecuado hasta 

alcanzar un volumen final de 50-500 µl y una concentración de 1-20 mg/ml (en función del 

rendimiento de cada purificación) (apartado 3.3.8). Se prepararon alícuotas de 50 µl que fueron 

cuantificadas (apartado 3.3.9) e inmediatamente congeladas en N2 líquido y almacenadas a -80ºC 

hasta su uso. 

 

3.3.7 Digestión de las construcciones de interés con la proteasa PreScission. 

 

En algunos experimentos se hizo necesario eliminar la etiqueta (6xHis, GST o MBP) asociada al 

extremo amino-terminal de las distintas construcciones. Para ello se utilizó la enzima proteasa 14 3C 

de rinovirus humano asociada a una etiqueta de GST (PreScission Protease, en adelante denominada 

GST-PP). Esta proteasa escinde específicamente entre los residuos glutamina (Gln) y glicina (Gly) 

de la secuencia de reconocimiento LeuGluValLeuPheGln/GlyPro. 

  

La proteína de interés purificada según se describe en los apartados anteriores fue disuelta en 5-7 ml 

de tampón EM (Tabla 3.6) al que se añadieron 20 µg/ml de GST-PP. La digestión se mantuvo durante 

un mínimo de 12 horas a 4ºC. Transcurrido este tiempo, la mezcla digerida fue cargada manualmente 

en una columna GSTrap HP de 1 ml, a fin de eliminar la enzima GST-PP presente en el medio, que 

queda retenida en la columna. En el caso de proteínas marcadas con 6xHis, la mezcla se pasó a 

continuación por una columna HisTrap HP de 1 ml, mientras que para las proteínas marcadas con 

MBP se usó una columna MBPTrap HP de 1 ml. En este segundo paso se eliminaron las 

correspondientes etiquetas digeridas (6xHis y MBP respectivamente) así como la posible presencia 

de proteína no digerida. En el caso de las proteínas etiquetadas con GST, esta etiqueta junto con la 

proteína no digerida queda retenidas en la columna GSTrap HP, no siendo necesario el uso de una 

segunda columna. La fracción no retenida por las distintas columnas se concentró usando un filtro 

Amicon™ Ultra (Merck, ref. UFC801) con el tamaño de poro adecuado hasta alcanzar la 

concentración final deseada. La proteína digerida fue cuantificada (apartado 3.3.9) y usada 

inmediatamente o bien congelada mediante N2 líquido y almacenada a -80ºC hasta su uso. Las 

distintas columnas utilizadas (HisTrap HP, GSTrap HP y MBPTrap HP) fueron eluidas mediante 

tampón His (B), GST (B) y MBP (B) respectivamente, a fin de eliminar las distintas proteínas o 

etiquetas unidas a ellas antes de volver a utilizarlas.  

 

En el caso de proteínas marcadas inicialmente con GST o MBP se realizó una electroforesis en 

condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) en la que se visualizó una muestra de la fracción no 

retenida por las distintas columnas, junto con una muestra de proteína no digerida. El objetivo es 

comprobar la desaparición de la correspondiente etiqueta en función del cambio en el peso molecular 

de la proteína digerida con respecto a la no digerida. Este último paso no se realizó con las proteínas 

marcadas inicialmente con 6xHis, ya que en este caso no es posible observar un cambio en la 

movilidad electroforética tras la digestión. 

 

 

3.3.8 Concentración de proteínas purificadas. 

 

Las distintas proteínas de interés fueron concentradas antes de ser cargadas en una cromatografía de 

exclusión molecular (apartado 3.3.6), antes de ser congeladas a -80ºC tras la segunda etapa de 

purificación (exclusión molecular o intercambio iónico) o tras un proceso de digestión mediante la 

proteasa GST-PP (apartado 3.3.7). Para ello se emplearon filtros Amicon™ Ultra con la amplitud de 
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poro adecuada para cada proteína (Amicon™ Ultra Centrifugal Filter Units, Merck, ref. UFC801). 

Los filtros cargados con la proteína fueron centrifugados a 4000 x g en intervalos de 15-20 minutos 

en una centrífuga refrigerada (4ºC). Al final de cada intervalo de centrifugación la proteína 

concentrada fue resuspendida mediante inversión a fin de evitar la formación de precipitados. 

 

 

 

3.3.9 Cuantificación de proteínas purificadas. 

 

Al final del proceso de purificación o digestión enzimática las proteínas de interés fueron 

cuantificadas mediante el método de Bradford (Bradford, 1976). Para ello se diluyó 1 µl de la 

proteína concentrada en 1ml de reactivo Bradford (Bio-Rad, ref. 5000006) y se determinó la 

absorbancia de la mezcla a 595 nm mediante espectrofotómetro (Ultrospec 2000, Pharmacia 

Biotech). Para determinar la concentración de proteína se empleó una recta de calibrado realizada 

con distintas diluciones de albúmina de suero bovino (BSA) (ThermoScientific™, ref. 23209). 

Alternativamente, la cuantificación se realizó mediante espectrofotometría utilizando un equipo 

Nanodrop® (ThermoScientific™) empleando los correspondientes coeficientes de extinción molar 

teóricos calculados para cada construcción mediante el programa informático ProtParam (Expasy) 

(Walker 2005). 

 

 

3.4 Ensayos funcionales y de estabilidad. 

 

3.4.1 Ensayos de fluorimetría de barrido diferencial o termoflúor. 

A fin de comprobar la estabilidad térmica de las distintas construcciones se llevaron a cabo ensayos 

de termoflúor (Pantoliano et al. 2001). Este ensayo se basa en el uso del reactivo SYPRO® Orange 

Protein Gel Stain (Supelco, Merck-Sigma, ref. S5692). Se trata de un reactivo que interacciona con 

las regiones hidrofóbicas de una proteína produciendo emisión de fluorescencia que puede ser 

cuantificada. De esta manera es posible monitorizar el proceso de desnaturalización de una proteína 

a medida que su porción hidrofóbica queda expuesta al medio e interacciona con SYPRO® Orange 

produciendo un aumento en la señal de fluorescencia. Para la realización de este ensayo, las 

construcciones 6xHis-eIF6, 6xHis-CIC1, GST-MAK5 y 6xHis-NOG1 se emplearon a una 

concentración final de 5 µM, mientras que 6xHis-NOC2 (1-771 aa) se empleó a 3 µM, y 6xHis-

MAK5 (192-616 aa) se empleó a 2 µM de concentración final. Se preparó la proteína de interés a 

una concentración 10x (50, 30 o 20 µM según la concentración final requerida) disuelta en tampón 

EM al que se adicionó SYPRO® Orange a una concentración 50x (el reactivo comercial está a una 

concentración inicial de 5000x). El tampón EM fue preparado según la composición reflejada en la 

Tabla 3.6. En el caso de la construcción 6xHis-NOG1 el tampón EM fue preparado en Tris pH 8, 

mientras que para la construcción 6xHis-NOC2 (1-771 aa) se empleó tampón EM preparado en MES 

pH 6,5 (ver aclaraciones de la Tabla 3.6). 

Para cada proteína de interés se empleó el mismo cribado de 48 condiciones (Tabla 3.7) preparado 

en una placa de 96 pocillos apta para qPCR (Applied Biosystems by Life Technologies). Cada 

condición se ensayó por duplicado en la misma placa. Para ello se mezclaron 4 µl de la mezcla 

proteína/SYPRO® Orange 10x/50x y 36 µl de cada condición de cribado (filas A-D de la placa). 20 

µl de esta mezcla fueron transferidos al correspondiente pocillo en la segunda mitad de la placa (filas 

E-H).  De esta manera se alcanza la concentración final de proteína deseada, mientras que la 

concentración final de Sypro™ Orange es de 5x, de acuerdo con las indicaciones del fabricante. La 
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placa fue entonces sellada y centrifugada 1 min a 4000 rpm antes de iniciar el ensayo. Se utilizó el 

sistema Fast 7500 PCR (Applied Biosystems). El ensayo se inició a 20ºC y se realizaron 65 ciclos de 

1 minuto en los que la temperatura aumentó sucesivamente 1ºC hasta alcanzar los 85ºC. Los datos 

fueron analizados mediante el software GraphPad Prism para calcular la temperatura de fusión (Tm) 

correspondiente a cada condición experimental. El valor de Tm se corresponde con la temperatura a 

la que se alcanza el 50% de la emisión máxima de fluorescencia para cada condición experimental. 

Este valor es un reflejo de la estabilidad térmica de la proteína en cada condición del ensayo  

(Ericsson et al. 2006). 

 

Tabla 3.7: Composición de los tampones empleados en el cribado de termoflúor. 

 

 

 

3.4.2 Extracción de ARN total procedente de Escherichia coli. 

 

Este ARN fue utilizado para llevar a cabo experimentos mediante la técnica EMSA, descrita en el 

apartado 3.4.3. Para la extracción de ARN se crecieron 10 ml de un cultivo de Escherichia coli (cepa 

DH5α) no transformado con plásmido hasta alcanzar una OD600 de 0,6 y se recogieron las células 

mediante centrifugación a 4000 x g a temperatura ambiente. Estas células se resuspenden en 600 µl 

      1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A 
150 

mM 
NaCl 

150 mM 

NaCl 

150 mM 

NaCl 

150 mM 

NaCl 
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NaCl 
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NaCl 
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NaCl 
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NaCl 

150 mM 

NaCl 
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pH 4,5 

100 mM 
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7 
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de tampón de lisis (25 mM Tris-HCl pH 7,4; 60 mM KCl, 10 mM MgCl2; 0,6% (v/v) Brij35; 0,2% 

(p/v) deoxicolato sódico y 0,02% (p/v) SDS) al que se añaden 600 µl de fenol pH 4,5 frío. Esta 

mezcla se agita vigorosamente durante 1 minuto y a continuación se centrifuga a 16000 x g durante 

5 minutos manteniendo la centrífuga a temperatura ambiente. Se recupera la fase acuosa (superior) 

de la mezcla obtenida y se lleva a un tubo limpio. Se añaden 600 µl de cloroformo, se agita la mezcla 

durante 1 minuto y se centrifuga a 16000 x g durante 5 minutos. Se recupera la fase acuosa (superior) 

y se añade ADNasa I (Promega, ref. M6101) a una concentración de 2 U/100 µl de extracto de ARN. 

Se suplementa la mezcla con CaCl2 a una concentración final de 10 mM. Esta mezcla se incuba 

durante 45-60 minutos a temperatura ambiente sin agitación. Por último, se añaden 2,5 volúmenes 

de etanol absoluto frío y se deja precipitando a -20ºC durante 12 horas.  

 

El ARN total precipitado se recupera mediante centrifugación a 14800 x g durante 30 minutos a 4ºC. 

Se decanta el sobrenadante y se lava el precipitado obtenido con 500 µl de etanol al 70% frío. Se 

realiza otra centrifugación a 14800 x g durante 15 minutos a 4ºC. Este segundo precipitado se deja 

secar a temperatura ambiente hasta eliminar completamente el líquido. Por último, se resuspende en 

tampón 50 mM HEPES pH 7,5; 135 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 5% (v/v) glicerol, 5 mM β-

mercaptoetanol. Tras la completa disolución del ARN en el tampón, el ARN extraído se cuantifica 

en un equipo Nanodrop® (ThermoScientific™) mediante medición de absorbancia a 260 nm. Se 

preparan alícuotas de 50 µl que se congelan a -80ºC hasta su uso. Tanto el tampón de lisis como el 

tampón para la disolución final del ARN extraído se prepararon empleando H2O miliQ tratada con 

DEPC (dietil pirocarbonato) a fin de proteger el ARN extraído de la degradación mediada por 

ARNasas. 

 

A modo de control de calidad en cada extracción de ARN se lleva a cabo una electroforesis en gel 

de agarosa 1% (p/v) empleando tampón Tris-Acetato-EDTA (40 mM Tris, 20 mM ácido acético, 1 

mM EDTA) teñido con RedSafe (INtRON Biotechnology, ref. 21141). La electroforesis fue llevada 

a cabo a 100V durante 30 minutos empleando una fuente PowerPac™ Basic (Bio-Rad) (Figura 4.23 

A).  

 

 

3.4.3 Ensayos EMSA (electrophoretic mobility shift assay). 

A fin de comprobar la capacidad de las distintas proteínas de interés de interaccionar con ácidos 

nucleicos se llevaron a cabo ensayos de cambio en la movilidad electroforética (EMSA) (Hellman y 

Fried 2007). La proteína de interés fue incubada en presencia de una muestra de ácido ribonucleico 

total (ARN) extraído de Escherichia coli (apartado 3.4.2). Ambos componentes del experimento 

(proteína y ARN) se diluyeron en tampón 50 mM HEPES pH 7,5; 135 mM NaCl, 5mM MgCl2, 5% 

(v/v) glicerol, 5 mM β-mercaptoetanol. Se utilizó H2O miliQ tratada con DEPC (dietil pirocarbonato) 

para la preparación del tampón. Se utilizaron distintas proporciones de proteína: ARN en relación de 

masa según las necesidades de cada experimento. Las incubaciones se llevaron a cabo durante 30 

minutos a 25ºC. Transcurrido este tiempo, la mezcla fue mantenida en frío. Se adicionó el volumen 

adecuado de tampón de carga 6x (30% (v/v) glicerol; 0,25% (p/v) azul de bromofenol) hasta alcanzar 

una concentración final 1x de este tampón y las muestras fueron cargadas en un gel de agarosa al 1% 

(p/v). Se llevó a cabo la electroforesis a 4ºC y un voltaje constante de 40V durante 2 horas 

aproximadamente hasta ver salir el frente por la parte inferior del gel. El resultado del experimento 

fue visualizado mediante tinción con RedSafe (INtRON Biotechnology, ref. 21141). Para la 

preparación del gel y la realización de la electroforesis se empleó el mismo protocolo descrito en el 
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apartado 3.1.2, con las modificaciones mencionadas en este apartado relativas al voltaje, temperatura 

y tiempo de electroforesis. 

 

3.4.4 Ensayos enzimáticos. 

A fin de cuantificar la actividad de las enzimas empleadas en este trabajo (ATPasas o GTPasas), se 

llevaron a cabo ensayos de determinación de la concentración de fosfato inorgánico libre (Pi) en 

solución. El fosfato inorgánico (Pi) es uno de los productos finales de la reacción catalizada por las 

enzimas con actividad ATPasa/GTPasa (Shutes y Der 2005) (Rule, Patrick, y Sandkvist 2016). Para 

llevar a cabo este ensayo se siguió el método colorimétrico desarrollado por Baykov en 1988 

(Baykov, Evtushenko, y Avaeva 1988). Este método se basa en el uso de verde malaquita, un reactivo 

que en medio ácido forma complejos con el fosfato inorgánico en presencia de molibdato de amonio. 

Este complejo presenta absorbancia a 630 nm, lo cual permite su cuantificación mediante 

espectrofotometría.  

El reactivo verde malaquita se preparó disolviendo 44 mg de verde malaquita en 30 ml de H2O  

ultrapura (calidad miliQ). A esta mezcla se adicionaron 6 ml de H2SO4 6N; 2,5 ml de molibdato de 

amonio al 7,5% (p/v) y 200 µl de Tween 20% (v/v). Estas cantidades fueron modificadas en función 

de las necesidades de cada experimento, manteniendo las mismas proporciones. Antes de su uso, la 

mezcla fue incubada a 30ºC durante 15 min. El día del ensayo, la proteína de interés (ATPasa o 

GTPasa) fue incubada en presencia de diferentes concentraciones de ATP, GTP o ambos en tampón 

50 mM HEPES pH 7,5; 150 mM NaCl, 3 mM MgCl2, 5% (v/v) glicerol. En el caso de la construcción 

6xHis-NOG1 se utilizó 50 mM Tris pH 8 para preparar el tampón. Se construyó una recta patrón de 

Pi empleando diluciones seriadas de KH2PO4. Las diferentes reacciones se llevaron a cabo por 

triplicado en un volumen de reacción de 50 µl, empleando placas P-96 con fondo plano (Sarstedt, 

ref. SAR82.1581). Tras mantener la reacción durante 45 minutos a 37ºC, se adicionaron 200 µl de 

reactivo verde malaquita a cada pocillo. La mezcla fue incubada durante 5 minutos adicionales a 

37ºC para permitir el desarrollo de la reacción colorimétrica. Finalmente se determinó la absorbancia 

a 630 nm mediante un lector de placas (Wallac Victor2 1420 Multilabel Counter). Los datos 

obtenidos fueron analizados mediante el software GraphPad Prism 4 (GraphPad Software Inc.). La 

actividad enzimática se calculó según la siguiente formula: 

𝐴𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑒𝑛𝑧𝑖𝑚á𝑡𝑖𝑐𝑎 (𝑈𝑛𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒𝑠 × 𝐿−1) =
𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑃𝑖 (𝜇𝑀) × 𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑑𝑒 𝑟𝑒𝑎𝑐𝑐𝑖ó𝑛 (µ𝑙)

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑑𝑒 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 (µ𝑙) × 𝑇𝑖𝑒𝑚𝑝𝑜 𝑑𝑒 𝑟𝑒𝑎𝑐𝑐𝑖ó𝑛(𝑚𝑖𝑛)
 

 

Donde el volumen de muestra es 50 µl, el volumen de reacción son 250 µl (50 µl de volumen de 

muestra y 200 µl de reactivo verde malaquita) y el tiempo de reacción son 45 minutos. La 

concentración de Pi correspondiente a cada reacción se obtuvo mediante intrapolación a partir de la 

recta de calibrado realizada con KH2PO4. Se emplearon los valores de absorbancia obtenidos en cada 

condición experimental. 

La actividad enzimática se expresa en Unidades /Litro. Una Unidad es la cantidad de enzima (ATPasa 

o GTPasa) necesaria para la producción de 1µmol de Pi por minuto en las condiciones de reacción 

empleadas.  
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3.4.5 Ensayos de precipitación. 

 

El objetivo de este ensayo es determinar la capacidad de interacción física entre una pareja de 

proteínas previamente purificadas. En cada experimento se emplearon 100 µl de resina y 200 µg de 

la proteína de interés que actúa como cebo (marcada con una etiqueta que le permita unirse a la resina 

utilizada). Puesto que en este ensayo se emplean proteínas-cebo marcadas con MBP, se empleó una 

resina de amilosa (New England Biolabs, ref. E8021S). Esta resina fue previamente equilibrada con 

H2O miliQ seguida de tampón EM (Tabla 3.6) suplementado con albúmina de suero bovino (BSA) 

al 0,001% (p/v). Este tampón fue utilizado durante todo el proceso descrito en este apartado. Se 

añadieron 200 µg de proteína-cebo a la resina equilibrada empleando un volumen final de tampón 

de 500 µl. La mezcla se incubó durante 1 hora a 4ºC en agitación constante mediante rotación. Se 

hicieron tres lavados con tampón y la resina fue mezclada con una cantidad equimolar de la proteína 

candidata de unión contenida en 500 µl de tampón.  

 

Esta segunda proteína debe estar marcada con una etiqueta distinta de la que presenta la proteína-

cebo. Esta mezcla de las dos proteínas con resina volvió a incubarse durante 1 hora a 4ºC en agitación 

constante mediante rotación. Tras esta segunda incubación, se repitieron los tres lavados con tampón, 

a fin de eliminar el exceso de proteína no unida. Se adicionaron entonces 30 µl de tampón de Laemmli 

5x (312 mM Tris-HCl pH 6,8; 10% (p/v) SDS, 10% (v/v) glicerol, 5% (v/v) β-mercaptoetanol, 0,02 

% (p/v) azul de bromofenol), y la resina fue calentada a 95ºC durante 10 minutos, a fin de provocar 

la separación de las proteínas adheridas a ella. Por último, la resina se centrifugó y se recogió el 

tampón de Laemmli conteniendo las proteínas separadas (fracción de elución de la resina). Además 

de esta fracción, se prepararon muestras correspondientes a las dos proteínas empleadas en cada 

experimento (MBP-HAS1/6xHis-CIC1 o MBP-NOG1/6xHis-eIF6) por separado. Estas tres 

fracciones fueron visualizadas en un gel SDS-PAGE al 10% (v/v) de acrilamida siguiendo el 

protocolo descrito en el apartado 3.2.3. Se verificó la capacidad de unión de cada pareja de proteínas 

en función de la presencia o ausencia de la segunda proteína (6xHis-CIC1/6xHis-eIF6) en la fracción 

de elución conteniendo la proteína-cebo (MBP-HAS1/MBP-NOG1). Todas las centrifugaciones 

mencionadas se realizaron a una velocidad máxima de 6000 x g durante 1 minuto en centrífuga 

refrigerada (4ºC). Durante todo el proceso la resina y las proteínas de interés fueron mantenidas en 

hielo. 

 

 

3.4.6 Ensayos de interacción con ácido poliuridílico (PolyU). 

 

Para cada condición experimental se emplearon 10 mg de resina de agarosa cargada con ácido 

poliuridílico (Sigma Aldrich, ref. P8563) que fue hidratada en H2O miliQ tratada con DEPC (dietil 

pirocarbonato) durante 10 minutos. A continuación, la resina se equilibró 4 veces con 500 µl de 

tampón 50 mM HEPES pH 7,5; 135 mM NaCl; 0,1 mg/ml de BSA y 5 mM MgCl2. Tras cada 

equilibrado la resina se centrifugó a 100 x g durante 1 minuto a temperatura ambiente. La resina así 

equilibrada se incubó con 200 µg de la proteína de interés (6xHis-CIC1) diluida en 500 µl del mismo 

tampón. La incubación se mantuvo durante 30 minutos a 25ºC en agitación constante (300 rpm). 

Transcurrido este tiempo se centrifugó la resina a 4ºC y una velocidad máxima de 100 x g durante 2 

minutos. A partir de este momento la resina fue mantenida en frío. Se eliminó la fracción líquida 

conteniendo la proteína no unida, y se realizaron 4 lavados empleando el mismo tampón en ausencia 

de BSA (tampón de lavado). Entonces se añadieron 30 µl de tampón Laemmli 5x (312 mM Tris-HCl 

pH 6,8; 10% (p/v) SDS, 10% (v/v) glicerol, 5% (v/v) β-mercaptoetanol; 0,02 % (p/v) azul de 

bromofenol) y se calentó la muestra durante 10 minutos a 95ºC a fin de provocar la separación del 
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ácido poliuridílico de la resina. Se centrifugaron las muestras a máxima velocidad (13000 x g) 

durante 1 minuto y se recogió la fracción del sobrenadante (conteniendo el ácido poliuridílico unido 

a proteínas) para su visualización en un gel de electroforesis SDS-PAGE al 10% (v/v) de acrilamida 

según el protocolo descrito en el apartado 3.2.3. Cuando el diseño experimental lo requiere, se pre-

incubaron las muestras de proteína con distintas concentraciones de ácido poliuridílico libre (0,4 – 

0,8 mg/ml) durante 30 minutos a 25ºC en agitación (300 rpm) antes de su adición a la resina de 

agarosa cargada con PolyU. Ambos tampones utilizados en este protocolo fueron preparados 

empleando H2O miliQ tratada con DEPC. 

 

3.4.7   Ensayos de interferometría de biocapas (BLI). 

La técnica de interferometría de bicapas o BLI (bio-layer interferometry) (Petersen 2017) fue 

empleada para determinar la capacidad de unión entre distintas parejas de proteínas (Tabla 3.8). Se 

empleó para ello un equipo comercial de interferometría de biocapa (BLItz™, PALL Forté Bio Corp, 

ref. 45-5000) provisto de su correspondiente software de análisis. El protocolo consiste en fijar una 

primera proteína (marcada con la etiqueta adecuada) a un sensor capaz de unir proteínas provistas de 

la etiqueta correspondiente. Entonces se añade la segunda proteína (sin etiquetar o marcada con una 

etiqueta diferente de la que une el sensor) y se evalúa su capacidad de fijarse al sensor mediante su 

interacción específica con la primera proteína. La cantidad de proteína unida al sensor es cuantificada 

midiendo las variaciones en la longitud de onda de un haz de luz blanca reflejado desde el sensor. En 

la Figura 3.1 se muestra un resumen esquemático del protocolo seguido en esta técnica experimental 

y el tipo de gráficos obtenidos al utilizarla. Esta técnica permite calcular la constante de afinidad 

(KD) que define la capacidad de unión entre dos proteínas como el producto de la división entre la 

constante de disociación (koff) y la constante de asociación (kon), es decir:  

 

A + B ⇋ AB   donde    KD = koff / kon 

 

Siendo por tanto el valor de KD inversamente proporcional a la afinidad de unión entre las dos 

proteínas de interés. En este estudio se empleó un sensor Ni-NTA (FortéBio, ref. 18-5101) cargado 

de Níquel, capaz de fijar proteínas marcadas con una etiqueta de 6xHis. En todos los ensayos se 

empleó tampón EM (Tabla 3.6) para diluir las correspondientes proteínas. En caso necesario se usó 

una concentración baja de BSA para eliminar uniones inespecíficas de la segunda proteína al sensor. 

En la Tabla 3.8 se muestra un resumen de las concentraciones de proteína empleadas para cada 

ensayo y se indica el uso de BSA como agente de bloqueo de interacciones inespecíficas.  En todos 

los casos se empleó el mismo protocolo de ensayo, que se resume en la Tabla 3.9. En las etapas de 

línea base (primera y tercera etapa) el sensor fue sumergido en una solución de tampón EM (200 µl) 

en ausencia de proteína, mientras que en las etapas correspondiente a la unión de la primera y segunda 

proteínas el sensor fue sumergido en una solución de tampón EM (4µl) conteniendo la proteína 

correspondiente a la concentración deseada. La unión de la segunda proteína al sensor previamente 

cargado con la primera proteína permite el cálculo de la constante de asociación (kon) entre ambas 

proteínas, mientras que en la etapa final se produce la disociación del complejo y se calcula la 

constante de disociación (koff). El análisis de los datos experimentales se realizó mediante el software 

BLItz Pro 1.2.  

 

Después de cada medición el sensor fue regenerado mediante su inmersión en una solución 

conteniendo PBS durante 10 segundos, seguida de una solución de 10 mM Gly a pH 2 durante 10 

segundos, PBS durante 10 segundos, 10 mM NiCl2 durante 1 minuto y PBS durante 10 segundos. 
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Por último, el sensor fue hidratado en tampón EM durante 10 minutos antes de ser utilizado de nuevo. 

Cada sensor se empleó durante un máximo de 10 mediciones siguiendo este sistema de regeneración. 

. 

 

 

 

 

 

Figura 3.1: Resumen esquemático del protocolo utilizado en los experimentos de interferometría de 

biocapas empleando el equipo BLItz™. 

 

 

 

Tabla 3.8: Condiciones empleadas para los ensayos de interferometría de biocapas. 

Proteína 1º Concentración Proteína 2º Concentración % BSA (p/v) 

6xHis-NOG1 30 µg/ml cteIF6 2 – 10 µM 0,005% 

6xHis-CIC1 50 µg/ml MBP-HAS1 1 – 5 µM - 

6xHis-NOG1 100 µg/ml ctMAK5 20 – 75 µM 2% 

6xHis-NOC2 30 µg/ml ctMAK5 20 – 75 µM 2% 

6xHis-CIC1 50 µg/ml ctHAS1 (1-320 aa) 1 – 5 µM - 

 

 

  

Tabla 3.9: Protocolo general de ensayo  

de interferometría de biocapas. 

Etapa Duración (seg) 

Línea base inicial 30 

Unión proteína 1º 120 

Línea base  30 

Asociación (kon) / Unión proteína 2º 120 

Disociación (koff) 120 
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3.4.8 Western blot para identificación de proteínas. 

A fin de comprobar la identidad de las proteínas purificadas con la etiqueta de 6xHis se utilizó la 

técnica de western blot. Para ello se llevó a cabo una electroforesis SDS-PAGE en geles de acrilamida 

al 10% (v/v) a 90 V durante 90 minutos. Las proteínas del gel de electroforesis fueron transferidas a 

una membrana de nitrocelulosa (AmershamTM Protran®, GE Healthcare, ref. GE10600002) durante 

90 minutos a 100V manteniendo la temperatura a 4ºC. Para la transferencia se empleó una cubeta 

Mini PROTEAN®3 Cell (Bio-Rad) conectada a una fuente PowerPacTM Basic (Bio-Rad). Se utilizó 

como tampón de transferencia 25 mM Tris-HCl, 192 mM Glicina y 20% (v/v) de metanol.  

Una vez completada la transferencia, se comprobó la presencia de las proteínas transferidas en la 

membrana mediante tinción reversible con rojo Ponceau S 0,2% (p/v) (Serva, ref. 33427). La 

membrana fue bloqueada con un 5% (p/v) de leche desnatada diluida en PBS-Tween 0,1% (v/v) 

durante 1 hora en agitación a temperatura ambiente. A continuación, la membrana fue hibridada con 

un anticuerpo anti-Histidina conjugado con HRP (Horse Radish Peroxidase) (Roche) diluido en el 

medio de bloqueo durante 1 hora a temperatura ambiente y agitación. Por último, se realizaron tres 

lavados con PBS-Tween 0,1% (v/v) y se reveló la membrana mediante el reactivo Pierce ECL 

(Thermo ScientificTM, ref. 32106) en un transiluminador ImageQuantTM LAS 4000 Mini (GE 

Healthcare). La información relativa al uso del anticuerpo anti-Histidina se indica en la Tabla 3.14. 

 

3.4.9 Cribados de cristalización. 

 

Los ensayos de cristalización se realizaron utilizando la técnica de difusión de vapor en gota sentada 

en placas de 96 pocillos tipo MRC2. En cada pocillo se dispuso 1 gota de proteína purificada junto 

con 1 gota de tampón de cristalización (reservorio). La concentración de agente precipitante en el 

reservorio es mayor que la de la gota permitiendo que se realice un equilibrio a través de la difusión 

de vapor hasta que ambas concentraciones se igualen por la evaporación de agua o de otros 

precipitantes más volátiles, como el isopropanol. Se realizaron distintos cribados comerciales 

empleando distintos tampones a distintos pH y distintos precipitantes. Concretamente, se emplearon 

los cribados JBScreen Classic HTS I y HTS II (denominados JBS I y II en este trabajo) (Jena 

Bioscience, refs. CS-201L y CS-202L respectivamente); Wizard I y II (Emerald BioSystems, ref. 

EBS-WIZ-1/2); MIDAS y PACT (Molecular Dimensions, refs. MD1-59 y MD1-29 

respectivamente), Cs I y II (Hampton Research, ref. HR2-130), JCSG+TM (Molecular Dimensions, 

ref. MD1-37) e Index (Hampton Research, ref. HR2-144). En cada gota se dispensaron 0,3 µl de 

proteína purificada junto con 0,3 µl de solución de cristalización por un equipo de nano dispersión 

(HoneyBee X8, Genomic Solutions) por el servicio de Cristalogénesis del IBV. Las placas se 

incubaron durante 6 meses a 21ºC o 4ºC según las necesidades de cada experimento. Se comprobó 

periódicamente la aparición de cristales en los distintos cribados realizados. En las Tablas 3.10 – 

3.13 se resumen las condiciones de cristalización empleadas con las distintas construcciones de 

interés en este estudio. 
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Tabla 3.10: Resumen de cribados de cristalización llevados a cabo con la construcción 

6xHis-NOC2. 
 

Concentración Cribado Temperatura 
2 mg/ml JBS I 21ºC 

11,3 mg/ml JBS I 21ºC 
23,7 mg/ml JBS I 21ºC 
27,3 mg/ml JBS I 21ºC 
20 mg/ml JBS II 21ºC 

22,65 mg/ml JBS II 21ºC 
24 mg/ml JBS II 21ºC 

27,3 mg/ml JBS II 21ºC 
34,18 mg/ml JBS II 21ºC 
22,65 mg/ml MIDAS 21ºC 
27,9 mg/ml MIDAS 21ºC 
22,4 mg/ml Cs I y II 21ºC 
9,17 mg/ml Index 21ºC 
13,32 mg/ml Index 21ºC 
19,9 mg/ml Index 21ºC 
22,65 mg/ml PACT 21ºC 
26,65 mg/ml Wizard I y II 21ºC 
6,09 mg/ml JCSG+ 21ºC 
11,5 mg/ml JCSG+ 21ºC 
13,32 mg/ml JCSG+ 21ºC 

23 mg/ml JCSG+ 21ºC 
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Tabla 3.11: Resumen de cribados de cristalización llevados a cabo con la construcción 

6xHis-NOC2 (1-771 aa). 

 

Concentración Cribado Temperatura 
19,5 mg/ml JBS I 21ºC 
22,9 mg/ml JBS I 21ºC 
25 mg/ml JBS I 21ºC 

31, 9 mg/ml JBS I 4ºC 
25 mg/ml JBS II 21ºC 

20,9 mg/ml JBS II 4ºC 
19,5 mg/ml MIDAS 21ºC 
24 mg/ml MIDAS 21ºC 
25 mg/ml MIDAS 21ºC 

25,5 mg/ml MIDAS 21ºC 
17,38 mg/ml MIDAS 4ºC 

10 mg/ml CS I y II 21ºC 
19,5 mg/ml CS I y II 21ºC 
20 mg/ml CS I y II 21ºC 
25 mg/ml CS I y II 21ºC 

31,9 mg/ml CS I y II 4ºC 
14,4 mg/ml Index 21ºC 
24 mg/ml Index 21ºC 
25 mg/ml Index 21ºC 
25 mg/ml PACT 21ºC 

25,5 mg/ml PACT 21ºC 
28,3 mg/ml PACT 21ºC 
10 mg/ml Wizard I y II 21ºC 

17,36 mg/ml Wizard I y II 21ºC 
20 mg/ml Wizard I y II 21ºC 

22,9 mg/ml Wizard I y II 21ºC 
23,3 mg/ml Wizard I y II 21ºC 
25 mg/ml Wizard I y II 21ºC 

20,9 mg/ml Wizard I y II 4ºC 
17,36 mg/ml JCSG+ 21ºC 

25 mg/ml JCSG+ 21ºC 
28,3 mg/ml JCSG+ 21ºC 
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Tabla 3.12: Resumen de cribados de cristalización llevados a cabo con la construcción 

6xHis-NOG1. 
 

Concentración Cribado Temperatura 

19,3 mg/ml JBS I 21ºC 

8,3 mg/ml JBS I 4ºC 

9,8 mg/ml JBS II 21ºC 

17 mg/ml JBS II 21ºC 

15,7 mg/ml JBS II 4ºC 

19,3 mg/ml MIDAS 21ºC 

15,7 mg/ml MIDAS 4ºC 

17 mg/ml Cs I y II 21ºC 

4,7 mg/ml Cs I y II 4ºC 

8,9 mg/ml Index 21ºC 

15,3 mg/ml Index 21ºC 

8,9 mg/ml PACT 21ºC 

15,3 mg/ml PACT 21ºC 

20 mg/ml PACT 21ºC 

15,7 mg/ml Wizard I y II 4ºC 
 

 

Tabla 3.13: Resumen de cribados de cristalización llevados a cabo con la construcción 

6xHis-MAK5 (192-616 aa). 

 

Concentración 
 

Cribado Temperatura 

3,26 mg/ml 
 

JBSI 21ºC 

3,1 mg/ml 
 

JBS II 21ºC 

3,1 mg/ml 
 

MIDAS 21ºC 

7,5 mg/ml 
 

Cs I y II 21ºC 

7,5 mg/ml 
 

PACT 21ºC 

4 mg/ml 
 

Wizard I y II 21ºC 

5,88 mg/ml 
 

JCSG+ 21ºC 
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3.5   Experimentos con líneas celulares in vitro. 

 

 

3.5.1 Líneas celulares empleadas. 

 

Se empleó la línea celular HCT116 de carcinoma de colon (Brattain et al. 1981). Además de la 

variante silvestre (células HCT116 p53 +/+), se empleó una versión knock out para p53 de esta línea 

celular (células HCT116 p53-/-). Se empleó asimismo la línea celular Saos2 de osteosarcoma (Rodan 

et al. 1987) en su versión knock out para p53 (Saos2 p53-/-).  Estas tres líneas celulares fueron 

mantenidas en medio DMEM con alta glucosa (Biowest, ref. L0102) suplementado con un 10% (v/v) 

de suero fetal bovino inactivado, 2 mM de L-glutamina, 100 U/ml de penicilina y 100 µg/ml de 

estreptomicina en unas condiciones constantes de 37ºC de temperatura y 5% (v/v) de dióxido de 

carbono en una atmósfera humidificada.  

 

 

3.5.2 Péptidos de interferencia y fármacos de quimioterapia. 

 

Se emplearon péptidos de interferencia diseñados para bloquear la interacción entre los factores de 

ensamblaje Bop1 y WDR12 humanos. La secuencia completa de estos péptidos se muestra en la 

Tabla 4.2 del apartado de Resultados. Estos péptidos fueron obtenidos mediante síntesis química por 

la empresa Synpeptide (China) y fueron disueltos en PBS estéril. Los péptidos se mantuvieron a -

20ºC hasta su uso. Los péptidos P10hs y P11hs se corresponden con distintas secuencias de la 

proteína Bop1 en la región en la que esta proteína interacciona con WDR12 (véase apartado 4.7.1 de 

Resultados). El péptido P10hsD es una variante del péptido P10hs obtenida mediante el método de 

retro-inversión, en la que los aminoácidos de la secuencia de interferencia han sido sustituidos por 

sus D-isómeros correspondientes, y se ha invertido la orientación de la secuencia. De esta manera, el 

aminoácido que en el péptido P10hs ocupa la posición amino-terminal, en el péptido P10hsD aparece 

ocupando la posición carboxilo-terminal, y viceversa.  

 

Utilizamos esta estrategia a fin de minimizar la degradación proteolítica observada al emplear el 

péptido P10hs (véase Figura 4.30D). Los péptidos retro-inversos solamente resultan eficaces en caso 

de que la interacción con la proteína diana se realice a través de las cadenas laterales de los 

aminoácidos implicados, sin participación del esqueleto hidrocarbonado del péptido (Doti et al. 

2021). Según la información estructural disponible en Chaetomium thermophilum, el péptido P10hs 

interacciona con WDR12 a través de interacciones electrostáticas mediadas por la cadena lateral de 

un aminoácido de Glu y otro de Arg, sin participación directa del esqueleto hidrocarbonado (véase 

apartado 4.7.1). Por lo tanto, resulta factible el uso de una versión retro-inversa del péptido P10hs en 

este estudio. 

 

Por otro lado, en este trabajo empleamos el péptido TAT-NOG1 (351-412 aa) (véase Figura 4.15) 

dirigido contra la interacción entre los factores de ensamblaje NOG1 y eIF6 de Homo sapiens. Dicho 

péptido fue producido utilizando Escherichia coli como organismo de expresión recombinante. Se 

siguió un protocolo de clonación, expresión y purificación análogo al del resto de proteínas 

producidas en este trabajo (véase apartados 3.1, 3.2, 3.3). El péptido, a una concentración final de 2 

mg/ml, fue mantenido a -80ºC disuelto en tampón EM (Tabla 3.6) hasta su uso. Por último, en este 

trabajo empleamos oxaliplatino y ciclofosfamida (Sigma Aldrich, refs. O9512 y BP1094 

respectivamente). El oxaliplatino se disolvió en H2O estéril libre de ADNasa y ARNasa a 5 mM de 
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concentración. La ciclofosfamida se disolvió en PBS estéril a 20 mM de concentración. Se prepararon 

alícuotas de ambos reactivos, que fueron mantenidas a 4ºC en oscuridad hasta su uso. 

 

 

3.5.3 Ensayos de viabilidad celular. 

El objetivo de estos ensayos es determinar la capacidad de los distintos péptidos de interferencia y 

fármacos de quimioterapia de disminuir la viabilidad de un cultivo celular in vitro. Se empleó para 

ello el reactivo WST-1 (Roche, ref. 11644807001) que permite detectar la actividad de las 

deshidrogenasas mitocondriales. Para llevar a cabo este ensayo se utilizaron placas de cultivo 

multipocillo P-96 estériles de fondo plano (VWR®, ref. 734-2327). Se sembraron 2500 células por 

pocillo en un volumen de 100 µl de medio de cultivo (apartado 3.5.1) que se incubaron durante 24 

horas antes de adicionar los péptidos y/o fármacos de quimioterapia disueltos en medio de cultivo a 

las concentraciones finales requeridas. Transcurrido el tiempo deseado de tratamiento (24, 48 o 72 

horas), se adicionó el reactivo WST-1 siguiendo las instrucciones del fabricante. Concretamente, se 

adicionaron 10 µl de reactivo en cada pocillo y se dejó incubar la placa durante 3 horas a 37ºC antes 

de medir la absorbancia a 440 nm mediante un lector de placas multipocillo (Wallac Victor2 1420 

Multilabel Counter). Se realizaron triplicados de cada condición experimental. Los resultados 

obtenidos fueron relativizados con respecto a un control no tratado con péptidos ni quimioterapia. El 

análisis de los resultados se realizó empleando el software GraphPad Prism4 (GraphPad Software, 

La Jolla, California, USA). 

 

3.5.4 Ensayos de activación de caspasas. 

 

Se empleó el kit Caspase-Glo® 3/7 (Promega, ref. G8090) que permite detectar la actividad de las 

caspasas 3 y 7 a partir de cultivos celulares in vitro. Se utilizaron placas multipocillo P-96 estériles 

de fondo plano y opacas (SPL Life Sciences, ref. 30196) en las que se sembraron 2500 células por 

pocillo en un volumen final de 100 µl de medio. 24 horas después de la siembra, las células fueron 

tratadas con los péptidos de interés disueltos en medio de cultivo en las concentraciones finales 

adecuadas. Tras mantener el tratamiento durante otras 24 horas, se determinó la actividad caspasa 

empleando el kit Caspase-Glo® 3/7 siguiendo las instrucciones del fabricante. Para ello se añadió el 

reactivo en proporción 1:1 con respecto al volumen de células en cultivo. Tras incubar durante 2 

horas a temperatura ambiente y oscuridad, se midió la luminiscencia de cada pocillo mediante un 

lector de placas multipocillo (Wallac Victor2 1420 Multilabel Counter). Cada condición 

experimental se ensayó por triplicado.  

 

Todos los ensayos de activación de caspasas fueron realizados corrigiendo los correspondientes 

valores de luminiscencia obtenidos respecto a la supervivencia celular observada en cada condición 

de tratamiento. Para ello se realizaron dos experimentos en paralelo en los que se determinó el estado 

de activación de las caspasas 3/7 mediante el reactivo Caspase-Glo® 3/7, y el nivel de viabilidad 

celular empleando el reactivo WST-1 en las mismas condiciones experimentales. Los resultados 

obtenidos fueron relativizados con respecto a un control no tratado con péptidos. El análisis de los 

resultados se realizó empleando el software GraphPad Prism4 (GraphPad Software, La Jolla, 

California, USA). 
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3.5.5 Ensayos de expresión de proteínas (western blot). 

 

A fin de determinar el nivel de expresión de las proteínas de interés en este estudio a partir de cultivos 

de células in vitro, se llevaron a cabo experimentos de western blot siguiendo el siguiente protocolo. 

 

 

3.5.5.1 Cultivo celular y obtención de extractos de proteína. 

 

Se emplearon placas multipocillo P-6 de fondo plano (VWR®, ref. 734-2323) en las que se sembraron 

250.000 células por pocillo empleando la línea celular deseada en cada caso. Tras incubar a 37ºC 

durante 24 horas, las células fueron tratadas con los péptidos de interés disueltos en medio de cultivo 

en la concentración final adecuada. Se mantuvo el tratamiento con los péptidos durante 48 horas. 

Transcurrido este tiempo, se llevó a cabo la lisis celular y la preparación de extractos celulares. Para 

ello se retiró el medio de los pocillos, y las células fueron resuspendidas en 1ml de PBS frío. Se 

recogieron las células mediante centrifugación a 4ºC y 200 x g durante 8 minutos. El precipitado 

celular obtenido fue resuspendido en 75 µl de tampón RIPA (50 mM Tris pH 7,5; 150 mM NaCl, 

1mM EGTA; 0,5% (v/v) NP-40) suplementado con inhibidores de proteasas (cOMPLETE EDTA-

free, Roche, ref. 5056489001) y fosfatasas (PhosSTOPTM EASYpack, Roche, ref. PHOSS-RO). Tras 

agitar vigorosamente, el lisado se mantuvo en hielo durante 30 minutos agitando cada 10-15 minutos. 

Transcurrido este tiempo, los lisados fueron centrifugados a 14300 x g durante 14 minutos en 

centrífuga refrigerada (4ºC) a fin de eliminar los restos celulares. Se recogió el sobrenadante de cada 

muestra y se congeló a -20ºC hasta su posterior procesamiento. 

 

 

3.5.5.2 Western blot a partir de extractos de proteína. 

 

Los extractos de proteínas fueron cuantificados empleando el reactivo Bradford (BioRad, ref. 

5000006). Se emplearon placas de 96 pocillos y se cuantificó la absorbancia a 595 nm mediante un 

lector de placas multipocillo (Wallac Victor2 1420 Multilabel Counter). Se empleó una recta de 

calibrado realizada con BSA para estimar la concentración de proteína contenida en cada muestra. 

Se utilizaron 15-20 µgr de extracto proteico total que fueron sometidos a una electroforesis SDS-

PAGE en gel de acrilamida al 10% (v/v) (apartado 3.2.3). La electroforesis se llevó a cabo a 90V 

durante 90 minutos empleando geles de 1 mm de grosor. Las proteínas separadas mediante 

electroforesis fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa (AmershamTM Protran®, GE 

Healthcare, ref. GE10600002) en las mismas condiciones mencionadas en el apartado 3.4.8. Al final 

de la transferencia se comprobó la presencia de las proteínas transferidas en la membrana mediante 

tinción reversible con rojo Ponceau S 0,2% (p/v) (Serva, ref. 33427). 

 

La membrana se bloqueó durante una hora a temperatura ambiente y en agitación constante usando 

PBS-Tween 0,1% (v/v) suplementado con un 5% (p/v) de leche desnatada. A continuación, la 

membrana fue incubada con el correspondiente anticuerpo primario a 4ºC durante 16 horas. Se 

realizaron tres lavados a temperatura ambiente con PBS-Tween 0,1% (v/v) a fin de eliminar el exceso 

de anticuerpo. La membrana fue entonces incubada con el correspondiente anticuerpo secundario 

durante 1 hora a temperatura ambiente. Se realizaron otros tres lavados con PBS-Tween 0,1% (v/v). 

Finalmente, la membrana fue revelada según el mismo protocolo descrito en el apartado 3.4.8. Todos 

los anticuerpos tanto primarios como secundarios fueron diluidos en PBS-Tween 0,1% (v/v) 

suplementado con un 5% (p/v) de leche desnatada.   La Tabla 3.14 incluye la información relativa a 

los distintos anticuerpos primarios y secundarios usados en este trabajo (apartados 3.4.8 y 3.5.5.2). 
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Tabla 3.14: Anticuerpos utilizados en los experimentos de western Blot. 

 

            Abreviatura: SCB: Santa Cruz Biotechnology. HRD: horseradish (rábano). His: histidina. 

 

 

3.6 Herramientas bioinformáticas y análisis de datos. 

El análisis de estructuras tridimensionales procedentes del Protein Data Bank (PDB) se realizó 

mediante los programas PyMol (Schrödinger, L. and DeLano, W. 2020) y Chimera Inc.  (Pettersen 

et al. 2004). Para los alineamientos múltiples de secuencias de proteínas se empleó el programa 

ClustalW  (Sievers et al. 2011). Los estudios de predicción de regiones desordenadas se realizaron 

empleando el software IUPred3 (Erdős, Pajkos, y Dosztányi 2021). Los ensayos de actividad 

enzimática, así como los ensayos in vitro de viabilidad y activación de caspasas se analizaron 

mediante el paquete informático GraphPad Prism4 (GraphPad Software, La Jolla California USA). 

Se realizó un test ANOVA seguido de un test Bonferroni para determinar la presencia de diferencias 

estadísticamente significativas entre las distintas condiciones experimentales.  

Los análisis de predicción de regiones de interacción proteína:proteína y proteína:ARN se realizaron 

mediante el software PDBe PISA (Krissinel y Henrick 2007) empleando la información estructural 

correspondiente procedente del PDB. Se utilizó la base de datos BioGrid (Oughtred et al. 2021) para 

la recopilación de información relativa a interactómica de proteínas. Se utilizó el programa 

informático ProtParam (Gasteiger et al. 2005) para calcular el punto isoeléctrico teórico y el peso 

molecular de las distintas construcciones empleadas en este trabajo. Se utilizó el programa de 

modelado Swiss Model  (Waterhouse et al. 2018) para llevar a cabo la predicción de la estructura 

tridimensional de la proteína MAK5 de Chaetomium thermophilum. 

 

 

 

 

 

 

 

Anticuerpo Referencia Proveedor Origen Dilución 

6xHis-HRD Peroxidasa 11965085001.... Roche  Ratón 1/500 

cMyc sc-40 SCB  Ratón 1/300 

p53 sc-126 SCB  Ratón 1/200 

p21/Waf1/Cip1 sc-6246 SCB  Ratón 1/200 

p73 sc-17823 SCB  Ratón 1/200 

caspasa 3 sc-271028 SCB  Ratón 1/1000 

Actina A2066 Sigma Aldrich  Conejo 1/1000 

Secundario ratón-HRD Peroxidasa NXA931 Cytiva  Oveja 1/1000 

Secundario conejo-HRD Peroxidasa NA934 Cytiva  Burro 1/1000 



 

84 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

85 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.   Resultados. 
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4.1 Clonación, expresión y purificación de los factores de ensamblaje ctNOC2, 

ctNOG1 y ctMAK5. 

 

Estudios previos empleando la técnica TAP TAG de purificación en tándem han documentado la 

existencia de interacciones entre los factores de ensamblaje NOC2, NOG1 y MAK5 en el contexto 

del pre-ribosoma de levaduras (Saveanu et al. 2003) (Zisser et al. 2018). Estas evidencias previas nos 

impulsaron a seleccionar estos tres factores de ensamblaje con vistas al diseño de péptidos de 

interferencia específicos. La disponibilidad de información estructural es clave para el diseño eficaz 

de péptidos de interferencia (Orea-Ordóñez et al. 2021). Como se ha explicado en la Introducción 

(apartados 1.1.4.2.2 y 1.1.4.2.3), estos tres factores de ensamblaje han sido estudiados principalmente 

en levaduras (Milkereit et al. 2001) (Brüning et al. 2018) (Klingauf-Nerurkar et al. 2020). Sin 

embargo, para nuestro estudio decidimos emplear los genes correspondientes a las proteínas 

homólogas presentes en Chaetomium thermophilum. Las proteínas de este hongo termófilo presentan 

mayor estabilidad térmica que las de otros organismos  (Perutz y Raidt 1975). Esto supone una 

ventaja clave para la realización de estudios de estructura de proteínas mediante difracción de rayos 

X, razón por la que este organismo ha sido ampliamente utilizado en diversos estudios de 

cristalografía y particularmente en el estudio del ribosoma eucariota mediante crio-microscopía  

(Cheng et al. 2019)  (Kišonaitė et al. 2022).  Ninguna de estos tres factores de ensamblaje (NOG1, 

MAK5 y NOC2) ha sido caracterizado desde el punto de vista bioquímico y biofísico en Chaetomium 

thermophilum,  aunque en el caso de MAK5 sí existen datos disponibles en levaduras (Brüning et al. 

2018). Además, estas proteínas tampoco han sido caracterizadas estructuralmente en Chaetomium 

thermophilum, aunque en el caso de NOG1 existen datos disponibles en levaduras y humanos (Wu 

et al. 2016) (Liang et al. 2020).  

 

 

4.1.1 Clonación, expresión y purificación de ctNOC2. 

 

A partir de la proteína NOC2 de Chaetomium thermophilum (ctNOC2, referencia de UniProt 

G0SD05), generamos la construcción 6xHis-NOC2. Esta construcción se purificó mediante una 

cromatografía de iones inmovilizados (IMAC) consistente en el uso de una columna HisTrap HP, 

seguida de una segunda cromatografía de exclusión molecular (Figura 4.1). La proteína obtenida en 

esta segunda cromatografía fue concentrada, congelada en N2 líquido y almacenada a -80ºC hasta su 

posterior uso. La construcción de interés presenta un perfil de elución formando un solo pico en la 

cromatografía de exclusión molecular. En el correspondiente gel de electroforesis SDS-PAGE 

(Figura 4.1) se aprecia que la proteína purificada tiene el peso molecular esperado (92 KDa 

aproximadamente) (Tabla 3.5). 
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Figura 4.1: Cromatografía de exclusión molecular correspondiente al proceso de purificación de la 

construcción 6xHis-NOC2 mediante una columna Superdex 200 Hiload 16/60. Cromatograma 

representativo mostrando el perfil de elución de la construcción 6xHis-NOC2 junto con el correspondiente gel 

de electroforesis SDS-PAGE al 10% (v/v) en el que se muestran las fracciones resultantes de la cromatografía 

que contienen la proteína de interés (marcadas en rojo). mAu: mili unidades arbitrarias de absorbancia a 280 

nm. M: marcador de pesos moleculares. 

 

4.1.2    Generación de formas truncadas de ctNOC2. 

 

Ante la dificultad de obtener cristales de la construcción 6xHis-NOC2 de Chaetomium 

thermophilum, decidimos llevar a cabo un estudio predictivo de la presencia de regiones 

desordenadas mediante el servidor IUPred (Erdős et al. 2021). Los resultados (Figura 4.2A) muestran 

que esta proteína presenta regiones desordenadas en ambos extremo amino y carboxi-terminal.  

 

En base a estos resultados, decidimos generar una batería de formas truncadas de ctNOC2 en las que 

se eliminó una cantidad variable de aminoácidos del extremo amino-terminal, carboxi-terminal o 

ambos a la vez (Figura 4.2B). Cada una de estas formas truncadas fue clonada en el vector pET28-

NKI/LIC 6His/3C siguiendo el mismo protocolo que en el caso de la construcción 6xHis-NOC2. Las 

diferentes construcciones fueron transformadas por separado en la cepa BL21(DE3) CodonPlus-

RIPL de Escherichia coli. 

 

Sin embargo, solo conseguimos llevar a cabo la expresión y purificación a gran escala de la 

construcción 6xHis-NOC2 (1-771 aa) en la que tan solo se eliminan los 17 últimos aminoácidos de 
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su secuencia (que consta en total de 788 aminoácidos). En el resto de casos no se consiguió obtener 

proteína soluble en ninguna de las condiciones de expresión empleadas (autoinducción, inducción 

mediante IPTG). Estos resultados sugieren que aunque ambos extremos amino y carboxi-terminal 

son regiones potencialmente desordenadas, podrían ser sin embargo esenciales para garantizar la 

estabilidad de la proteína o para garantizar su correcta síntesis empleando Escherichia coli como 

organismo de expresión heteróloga. 

 

 

Figura 4.2: Estudio de regiones desordenadas en la proteína NOC2 de Chaetomium thermophilum y 

diseño de formas truncadas de esta proteína A. Predicción de regiones desordenadas realizada mediante el 

programa IUPred3 (Erdős, Pajkos, y Dosztányi 2021). En el eje X (horizontal) se muestra la secuencia de 

aminoácidos de la proteína de interés, mientras que el eje Y (vertical) muestra la probabilidad de que el 

correspondiente aminoácido forme parte de una región desordenada (Probabilidad de desorden). Las regiones 

en las que esta probabilidad es superior a 0,5 (marcado con una barra horizontal) se consideran intrínsecamente 

desordenadas. B. Diseño de formas truncadas de ctNOC2 realizado de acuerdo a los resultados obtenidos en el 

apartado A. aa: aminoácido. 
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Figura 4.3: Resumen del proceso de purificación de la construcción 6xHis-NOC2 (1-771 aa). Se muestra 

una cromatografía representativa de intercambio catiónico mediante columna HiTrap SP HP y el 

correspondiente gel de electroforesis SDS-PAGE al 10% (v/v). Se muestran las fracciones obtenidas en la 

cromatografía (identificadas con una barra roja). mAu: mili unidades arbitrarias de absorbancia a 280 nm. M: 

marcador de pesos moleculares. 

 

La construcción 6xHis-NOC2 (1-771 aa) fue expresada mediante el protocolo de autoinducción. La  

purificación se llevó a cabo mediante una cromatografía de afinidad en columna HisTrap HP seguida 

de una cromatografía de intercambio catiónico mediante columna HiTrap SP HP (Figura 4.3). En 

esta última cromatografía la proteína muestra un perfil de elución formado por un solo pico. La 

proteína muestra un peso molecular de aproximadamente 90 KDa, de acuerdo con lo esperado (Tabla 

3.5). 

 

 

4.1.3 Clonación, expresión y purificación de ctNOG1. 

 

El gen correspondiente a la proteína NOG1 de Chaetomium thermophilum (ctNOG1, referencia de 

UniProt G0S8F1) fue clonado en el vector pET28-NKI/LIC 6His/3C, así como en su variante 

pMBKI, generándose las construcciones codificantes 6xHis-NOG1 y MBP-NOG1.  

 

Ambas construcciones se purificaron según el protocolo descrito en Materiales y Métodos (apartado 

3.3). Se empleó una cromatografía de afinidad (en columna HisTrap para 6xHis-NOG1, y MBPTrap 

para MBP-NOG1) seguida de una cromatografía de exclusión molecular (Figura 4.4). La proteína 

obtenida en esta segunda cromatografía fue concentrada, congelada en N2 líquido y almacenada a -

80ºC hasta su posterior uso. Como se puede comprobar en la Figura 4.4A, la construcción 6xHis-

NOG1 presenta un peso molecular de aproximadamente 75 KDa, mientras que MBP-NOG1 tiene un 

peso aproximado de 117 KDa (Figura 4.4 B), de acuerdo con el tamaño esperado para ambas 

proteínas (Tabla 3.5). 
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Figura 4.4: Cromatografía de exclusión molecular correspondiente al proceso de purificación de las 

construcciones 6xHis-NOG1 y MBP-NOG1 en una columna Superdex 200 Hiload 16/60 (6xHis-NOG1) 

y Superdex 200 10/300 GL (MBP-NOG1). A. Cromatograma representativo mostrando el perfil de elución 

de 6xHis-NOG1 y el correspondiente gel de electroforesis SDS-PAGE al 10% (v/v) en el que se muestran las 

fracciones resultantes de la cromatografía (marcadas en rojo) B. Cromatograma representativo mostrando el 

perfil de elución de MBP-NOG1 y el correspondiente gel de electroforesis SDS-PAGE al 10% (v/v) en el que 

se muestran las fracciones resultantes de la cromatografía (marcadas en rojo). mAu: mili unidades arbitrarias 

de absorbancia a 280 nm. M: marcador de pesos moleculares. 

 

4.1.4 Clonación, expresión y purificación de ctMAK5 en forma truncada. 

 

La forma completa del factor de ensamblaje MAK5 de Chaetomium thermophilum (ctMAK5, 

referencia de UniProt G0SA42) había sido previamente clonada y purificada en el laboratorio (véase 

Anexo 4 y apartado 4.3). Al igual que en el caso de ctNOC2, realizamos un análisis predictivo de la 

presencia de regiones  desordenadas en esta proteína empleando para ello el programa informático 

IUPred (Erdős, Pajkos, and Dosztányi 2021) (Figura 4.5A). Detectamos así la presencia de una 

región desordenada correspondiente a los aminoácidos 1-200 situados en el extremo amino-terminal 

de ctMAK5. Asimismo, mediante el programa Swiss-model  (Waterhouse et al. 2018) generamos un 

modelo tridimensional de la estructura de la proteína ctMAK5. Los resultados (Figura 4.5B) 

muestran que la estructura de esta proteína puede ser modelada en la región comprendida entre los 

aminoácidos 193 y 617. Para este modelado se empleó como modelo la estructura resuelta del factor 

de splicing Prp28 de levaduras (PDB ID: 4W7S).  
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Este modelo está de acuerdo con la predicción de regiones desordenadas obtenida mediante IUPred, 

según la cual los aminoácidos 1-200 se corresponden con una región intrínsecamente desordenada 

que, por tanto, no resulta fácilmente modelable. Basándonos en ambos resultados decidimos generar 

una forma truncada de la proteína ctMAK5 que incluyera los aminoácidos 192 a 616 de su secuencia, 

eliminando así la región intrínsecamente desordenada presente en su extremo amino-terminal. 

Decidimos eliminar también los aminoácidos 617-767 del extremo carboxi-terminal de la proteína 

que no se incluyen en el modelo generado mediante el programa Swiss-model (Figura 4.5B). Esta 

región también incluye zonas desorganizadas según los resultados obtenidos mediante el programa 

IUPred (Figura 4.5A). Al carecer de ambas regiones desordenadas amino y carboxi-terminal, la 

forma truncada ctMAK5 (192-616 aa) es potencialmente más estable y por tanto más fácil de 

cristalizar. Los resultados obtenidos mediante ensayos de termoflúor mostraron que si bien la forma 

completa de ctMAK5 es estable en un mayor número de condiciones experimentales, la forma 

truncada ctMAK5 (192-616 aa) muestra mayor estabilidad en determinadas condiciones, lo cual 

podría favorecer la formación de cristales (compárese Figura 4.11 y Anexo 5 y véase apartado 5.1.1). 

 

La clonación de esta forma truncada de ctMAK5 se llevó a cabo según el mismo proceso empleado 

en el caso de ctNOC2 y ctNOG1. Se empleó el vector pET28-NKI/LIC 6His/3C, generándose la 

construcción codificante para la proteína truncada 6xHis-MAK5 (192-616 aa). La proteína se expresó 

a gran escala mediante el protocolo de autoinducción.  

 

 

Figura 4.5: Caracterización estructural de la proteína ctMAK5 mediante herramientas bioinformáticas. 

A. Análisis predictivo de la presencia de regiones intrínsecamente desordenadas mediante el programa IUPred3 

(Erdős, Pajkos, and Dosztányi 2021). En el eje X (horizontal) se muestra la secuencia de aminoácidos de la 

proteína ctMAK5, mientras que el eje Y (vertical) muestra la probabilidad de que el correspondiente 

aminoácido forme parte de una región desordenada (Probabilidad de desorden). Las regiones en las que esta 

probabilidad es superior a 0,5 se consideran intrínsecamente desordenadas. B. Modelado de la estructura 

tridimensional de la proteína ctMAK5 realizado mediante Swiss-model (Waterhouse et al. 2018). El modelo 

generado incluye los aminoácidos 193 a 617 de la secuencia de la proteína. Se empleó como modelo la 

estructura resuelta del factor de splicing Prp28 de levaduras (PDB ID: 4W7S). aa: aminoácido. 
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La purificación se llevó a cabo mediante una cromatografía de afinidad en columna HisTrap HP 

seguida de una cromatografía de exclusión molecular. Como se observa en la Figura 4.6, el 

cromatograma de exclusión molecular muestra un pico correspondiente a la proteína de interés, con 

un tamaño aproximado de 50 KDa, de acuerdo con el peso molecular teórico para esta proteína (Tabla 

3.5). Sin embargo, parte de la proteína aparece en forma de agregados durante el proceso de 

purificación. La proteína pura obtenida en la cromatografía de exclusión molecular se concentró, se 

congeló en N2 líquido y se almacenó a -80ºC hasta su uso. 

 

 

 

Figura 4.6: Cromatografía de exclusión molecular mostrando el proceso de purificación de la 

construcción 6xHis-MAK5 (192-616 aa) mediante una columna Superdex 200 Hiload 16/60.  

Cromatograma representativo mostrando el perfil de elución de la construcción 6xHis-MAK5 (192-616 aa) 

junto al gel de electroforesis SDS-PAGE correspondiente al 10% (v/v). Se muestran las fracciones resultantes 

de la cromatografía que contienen la proteína de interés (marcadas en rojo). mAu: mili unidades arbitrarias de 

absorbancia a 280 nm. M: marcador de pesos moleculares. 

 

4.2 Caracterización funcional y biofísica de las construcciones 6xHis-NOC2 (1-771 aa), 

6xHis/MBP-NOG1 y 6xHis-MAK5 (192-616 aa). 

 

Una vez purificadas las construcciones de interés, el siguiente paso que nos planteamos fue 

comprobar su estabilidad y funcionalidad. Para ello empleamos dos aproximaciones 

complementarias. Por un lado, los factores de ensamblaje NOG1 y MAK5 poseen actividad 

enzimática. Como se ha mencionado en la introducción, NOG1 es una GTPasa de la familia Obg 

(Leipe et al. 2002) mientras que MAK5 es una ATPasa de la familia DEAD-box (Brüning et al. 

2018).  
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Por consiguiente, a fin de garantizar la funcionalidad de estas dos proteínas procedentes de 

Chaetomium thermophilum, determinamos in vitro su actividad enzimática mediante el reactivo 

verde malaquita (Baykov, Evtushenko y Avaeva 1988). Por otro lado, la proteína NOC2 de 

Chaetomium thermophilum carece de una actividad enzimática que se pueda cuantificar. A fin de 

estudiar la estabilidad de la forma truncada ctNOC2 (1-771 aa) empleamos la técnica de termoflúor, 

también conocida como DSF (differential scanning fluorimetry) (Pantoliano et al. 2001). Este ensayo 

también se llevó a cabo con las proteínas ctMAK5 (192-616 aa) y ctNOG1 (procedentes de 

Chaetomium thermophilum). 

 

 

4.2.1 Determinación de la actividad enzimática de la construcción 6xHis-MAK5 (192-

616 aa). 

 

De acuerdo con lo esperado, la construcción 6xHis-MAK5 (192-616 aa) muestra actividad ATPasa 

(Figura 4.7A).  

 

Figura 4.7: Evaluación de la actividad enzimática de la construcción 6xHis-MAK5 (192-616 aa).  A. 

Actividad enzimática (AE) de 6xHis-MAK5 (192-616 aa) en presencia de concentraciones crecientes de ATP. 

B. Actividad enzimática (AE) de 6xHis-MAK5 (192-616 aa) en presencia GTP, ATP o ambos en las 

concentraciones indicadas. En (A) y (B) se muestra el valor medio de al menos tres réplicas experimentales ± 

SD. La actividad enzimática se muestra en Unidades/L, siendo una Unidad la cantidad de enzima necesaria 

para catalizar la producción de 1 µmol de fosfato inorgánico por minuto. *** P < 0,001; **** P < 0,0001 con 

respecto al control (enzima sin tratar con ATP/GTP). 
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Se comprobó asimismo que 6xHis-MAK5 (192-616 aa) no muestra actividad enzimática en presencia 

de GTP (Figura 4.7B). En presencia de una mezcla de ATP y una concentración creciente de GTP se 

observa un ligero aumento en la actividad enzimática. Sin embargo, este aumento resulta mucho 

menor que el que se observa en presencia de concentraciones crecientes de ATP (compárese Figuras 

4.7A y 4.7B). 

 

Estos resultados muestran que la construcción 6xHis-MAK5 (192-616 aa) de Chaetomium 

thermophilum cataliza específicamente la hidrólisis de ATP, pero no GTP, actuando por tanto como 

una helicasa específica de ATP. Este resultado está en consonancia con lo que se ha descrito para la 

forma homóloga de esta proteína en levaduras (Brüning et al. 2018). 

 

Los resultados de la Figura 4.7 muestran que la construcción 6xHis-MAK5 (192-616 aa) es 

catalíticamente activa a pesar de haber deleccionado aminoácidos en los extremos amino y carboxi-

terminal. Las proteínas de la familia DEAD-box se caracterizan por la presencia de 9 motivos de 

secuencia característicos que definen su actividad enzimática (Figura 4.8A) (Cordin et al. 2006). De 

entre todos ellos destaca el motivo II donde se localiza la secuencia consenso DEAD por la que se 

nombra a esta familia de proteínas. La forma truncada 6xHis-MAK5 (192-616 aa) de Chaetomium 

thermophilum conserva en su secuencia estos 9 motivos característicos (Figura 4.8B). Esto podría 

explicar la conservación de su actividad catalítica y sugiere que los aminoácidos eliminados en los 

extremos amino y carboxi-terminal no son esenciales para la actividad catalítica de esta proteína. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

96 
 

 

Figura 4.8: Análisis de secuencia de la proteína MAK5 (192-616 aa) de Chaetomium thermophilum en 

relación a otros miembros de la familia DEAD-box A. Representación esquemática de los 9 motivos de 

secuencia característicos de las proteínas de la familia DEAD-box. Tomado de Cordin et al. 2006. Leyenda de 

símbolos: o: S, T; l: I, L,V; x: cualquier aminoácido;  a: F, W, Y; c: D, E, H, K, R; h: A, F, G, I, L, M, P, V, 

W, Y; +: H, K, R; u: A, G. B. Alineamiento de la secuencia correspondiente a MAK5 en Chaetomium 

thermophilum, Saccharomyces cerevisiae y Candida albicans. Se indica con un asterisco el principio (192 aa) 

y el final (616 aa) de la secuencia correspondiente a MAK5 (192-616 aa) de Chaetomium thermophilum, así 

como la presencia de los motivos de secuencia característicos de esta familia de proteínas (siguiendo el mismo 

código de colores que en el apartado A). 
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4.2.2 Actividad enzimática de ctNOG1. 

 

A continuación evaluamos la actividad GTPasa de la proteína ctNOG1. Como se muestra en la Figura 

4.9, la construcción MBP-NOG1 presenta actividad GTPasa. La construcción 6xHis-NOG1 también 

muestra actividad GTPasa (ver Anexo 3). Estos experimentos nos permiten demostrar la 

funcionalidad de ambas proteínas. 

 

 

 
Figura 4.9: Evaluación de la actividad enzimática de  la construcción MBP-NOG1. Se muestra la actividad 

enzimática (AE) de MBP-NOG1 en presencia de concentraciones crecientes de GTP. Se muestra el valor medio 

de al menos seis réplicas experimentales ± SD. La actividad enzimática se muestra en Unidades/L, siendo una 

Unidad la cantidad de enzima necesaria para catalizar la producción de 1 µmol de fosfato inorgánico por 

minuto. * P < 0,05; **** P < 0,0001 respecto a MBP-NOG1 5 µM en ausencia de GTP (control). 

 

 

Hasta la fecha no se ha caracterizado in vitro la actividad catalítica del factor de ensamblaje NOG1. 

Sin embargo, estudios en levaduras y células de ratón empleando un mutante de NOG1 en el motivo 

G3 de su dominio catalítico demuestran que la actividad catalítica de NOG1 podría ser esencial para 

su función en la biogénesis de la subunidad 60S así como para el reciclaje de NOG1 entre el 

citoplasma y el núcleo (Lapik et al. 2007) (Klingauf-Nerurkar et al. 2020).  

 

     

4.2.3      Determinación de la temperatura de fusión de las construcciones 6xHis-NOC2              

(1-771 aa), 6xHis-NOG1 y 6xHis-MAK5 (192-616 aa). 

 

A fin de evaluar la estabilidad térmica de las construcciones 6xHis-NOC2 (1-771 aa), 6xHis-NOG1 

y 6xHis-MAK5 (192-616 aa) procedentes de Chaetomium thermophilum, empleamos la técnica de 

termoflúor, también conocida con DSF (differential scanning fluorimetry) (véase apartado 3.4.1). 

Esta técnica se basa en el empleo del reactivo Sypro™ Orange, capaz de interaccionar con las 

regiones hidrofóbicas de una proteína a medida que esta se desnaturaliza por efecto de una elevación 

progresiva de la temperatura.  Esta interacción se traduce en la emisión de fluorescencia. Dicha 

emisión es detectada y cuantificada a fin de comprobar la estabilidad térmica de la proteína de interés 

en las diferentes condiciones experimentales (véase Tabla 3.7) (Pantoliano et al. 2001). 
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Figura 4.10: Análisis de la estabilidad térmica de la construcción 6xHis-NOC2 (1-771 aa) de Chaetomium 

thermophilum mediante termoflúor. Se muestra la temperatura de fusión (Tm) que presenta esta construcción 

en las distintas condiciones experimentales (A1-D12). Cada condición es ensayada por duplicado obteniéndose 

dos series de datos (Tm1 y Tm2). Se muestra el valor correspondiente a la Tm en cada condición ±SD. 

 
 

Realizamos este ensayo con las construcciones 6xHis-NOC2 (1-771 aa), 6xHis-MAK5 (192-616 aa) 

y 6xHis-NOG1 de Chaetomium thermophilum. Los resultados mostraron que la construcción 

6xHisNOC2 (1-771 aa) es estable en las distintas condiciones empleadas en el ensayo, mostrando 

una temperatura de fusión (Tm) situada en el entorno de los 50ºC en la mayoría de condiciones 

experimentales (Figura 4.10). Esta elevada temperatura de fusión concuerda con el hecho de que se 

trata de una proteína termoestable procedente de un hongo termófilo. La condición C11 de la serie 

Tm2 fue eliminada debido a que no fue posible obtener datos experimentales fiables. La condición 

A5 (150 mM de NaCl, 100 mM de MES pH 6,5) es la que más se asemeja a las condiciones 

experimentales que hemos empleado para la purificación de esta proteína (véase Tabla 3.6). En dicho 

punto experimental, la proteína presenta una temperatura de fusión de 48,74º y 48,93ºC en las dos 

réplicas experimentales respectivamente. Se muestra así que la construcción 6xHis-NOC2 (1-771 aa) 

es estable en las condiciones experimentales empleadas para su purificación. 
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Figura 4.11: Análisis de la estabilidad térmica de la construcción 6xHis-MAK5 (192-616 aa) de 

Chaetomium thermophilum mediante termoflúor. Se muestra la temperatura de fusión (Tm) que presenta 

esta construcción en las distintas condiciones experimentales (A1-D12). Cada condición es ensayada por 

duplicado obteniéndose dos series de datos (Tm1 y Tm2). Se muestra el valor correspondiente a la Tm en cada 

condición ±SD. 

 

Los resultados obtenidos con la construcción 6xHis-MAK5 (192-616 aa) de Chaetomium 

thermophilum son más heterogéneos (Figura 4.11). En algunas condiciones (mostradas en blanco en 

la Figura 4.11) no fue posible obtener datos experimentales fiables. Sin embargo, en la mayoría de 

condiciones sí fue posible calcular la temperatura de fusión (Tm) correspondiente. En algunas de 

estas condiciones (A8, B5, B6 y B9) la proteína muestra baja estabilidad térmica (Tm < 40ºC). Sin 

embargo, en la mayoría de las condiciones la temperatura de fusión se sitúa entre 40 y 50ºC. 

 

El punto experimental C5 (150 mM de NaCl, 100 mM de HEPES pH 7,5 y 5% (v/v) de glicerol), es 

el que más se asemeja a las condiciones empleadas para la purificación de la construcción 6xHis-

MAK5 (192-616 aa). En estas condiciones la proteína es estable, mostrando una temperatura de 

fusión de 53,04 y 49,9 en ambas réplicas experimentales respectivamente. Se muestra así que la 

construcción 6xHis-MAK5 (192-616 aa) es estable en las condiciones empleadas para su 

purificación. 

 

Por último, en el caso de la construcción 6xHis-NOG1 de Chaetomium thermophilum, los resultados 

mostraron que esta proteína presenta estabilidad térmica en las distintas condiciones experimentales 

ensayadas mostrando un valor de Tm situado entre 40ºC y 50ºC (Figura 4.12). En la condición B5 
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(150 mM NaCl, 1X SPG (tampón Glicina, succinato, fosfato) pH 8) no fue posible obtener datos 

experimentales fiables, por lo que se muestra en blanco en la Figura 4.12. La condición A9 (150 mM 

NaCl, 100 mM Tris pH 8) es la que más se asemeja a las condiciones empleadas para la purificación 

de la construcción 6xHis-NOG1 en este trabajo. En dicha condición la temperatura de fusión se sitúa 

en torno a los 45ºC (46,16 y 45,34 ºC en ambas réplicas experimentales). Se puede concluir así que 

la construcción 6xHis-NOG1 es estable en las condiciones experimentales empleadas para su 

purificación.  

 

 

Figura 4.12: Análisis de la estabilidad térmica de la construcción 6xHis-NOG1 de Chaetomium 

thermophilum mediante termoflúor. Se muestra la temperatura de fusión (Tm) que presenta esta construcción 

en las distintas condiciones experimentales (A1-D12). Cada condición es ensayada por duplicado obteniéndose 

dos series de datos (Tm1 y Tm2). Se muestra el valor correspondiente a la Tm en cada condición ±SD 

. 

En resumen, los resultados de este ensayo realizado con las construcciones 6xHis-NOC2 (1-771 aa), 

6xHis-MAK5 (192-616 aa) y 6xHis-NOG1 nos muestran que las tres proteínas conservan su 

integridad en las condiciones empleadas para su purificación. Los elevados valores de temperatura 

de fusión obtenidos concuerdan con el hecho de que las tres proteínas proceden de Chaetomium 

thermophilum, un hongo termófilo con una temperatura óptima de crecimiento de 50ºC  (Gao, Li, y 

Li 2021). 

 

Por otro lado, podemos concluir que la construcción 6xHis-MAK5 (192-616 aa) presenta menor 

estabilidad térmica que las otras dos construcciones empleadas en este ensayo (6xHis-NOG1 y 

6xHis-NOC2 (1-771 aa)) (compárese Figura 4.11 con Figuras 4.10 y 4.12).  



 

101 
 

4.2.4       Cribados de cristalización de las construcciones 6xHis-NOC2, 6xHis-NOC2 (1-771 

aa), 6xHis-NOG1 y 6xHis-MAK5 (192-616 aa). 

 

Una vez comprobada la funcionalidad y estabilidad térmica de las distintas construcciones de interés, 

tratamos de obtener cristales de cada una de ellas con el objetivo de resolver su estructura mediante 

difracción de rayos X. Utilizamos para ello las distintas proteínas de interés en este trabajo (ctNOC2, 

ctNOC2 (1-771 aa), ctNOG1 y ctMAK5 (192-616 aa)) provistas de una etiqueta de 6xHis, a fin de 

minimizar la presencia de elementos exógenos en la estructura final de cada proteína. Las proteínas 

NOC2 y MAK5 no han sido resueltas estructuralmente en ningún organismo, lo cual hace que resulte 

interesante su resolución estructural en Chaetomium thermophilum. Por otro lado,  se dispone de 

estructuras resueltas de NOG1 en Homo sapiens (Liang et al. 2020) y Saccharomyces cerevisiae (Wu 

et al. 2016), obtenidas en ambos casos mediante crio-microscopía electrónica a partir de estructuras 

pre-ribosómicas. Sin embargo, no se dispone de estructuras resueltas de la proteína NOG1 de 

Chaetomium thermophilum. Tampoco se dispone de la estructura resuelta de este factor de 

ensamblaje fuera del contexto pre-ribosómico. 

 

Se realizaron una serie de cribados en los que se probaron distintas condiciones de cristalización, así 

como diferentes concentraciones de cada proteína. Desgraciadamente, estos intentos no dieron 

resultado, no pudiéndose obtener cristales de ninguna de las cuatro proteínas de interés. En las Tablas 

3-10, 3.11, 3.12 y 3.13 se resumen las condiciones de cristalización empleadas con cada proteína de 

interés en los sucesivos cribados. 

De acuerdo con la teoría de diagramas de fases, la aparición de precipitados se corresponde con el 

estadio final del proceso de supersaturación, cuando la proteína está demasiado concentrada para 

formar cristales, mientras que las condiciones situadas en la región lábil menos concentrada 

favorecen la nucleación espontánea (formación de cristales) (Luft, Wolfley, y Snell 2011).  

En el caso de la construcción 6xHis-MAK5 (192-616 aa), al emplear los cribados PACT a 7,5 mg/ml, 

Wizard I y II a 4 mg/ml y JCSG+ a 5,88 mg/ml se observa la aparición de precipitados marrones en 

un porcentaje superior al 30% de condiciones experimentales. Este porcentaje supera el 50% en el 

cribado PACT a 7,5 mg/ml. En cambio, al emplear los cribados JBS I a 3,26 mg/ml, JBS II a 3,1 

mg/ml y MIDAS a 3,1 mg/ml no se observan precipitados. Empleando el cribado Cs I y II a 7,5 

mg/ml se observa una baja cantidad de precipitados (17%). 

 

 

En el caso de la construcción 6xHis-NOG1 observamos la aparición de un 50% de precipitados al 

emplear los cribados de cristalización MIDAS y JBS I ambos a 19,3 mg/ml, mientras que en el caso 

de la construcción 6xHis-NOC2 (1-771 aa) se observó la aparición de un 50% de precipitados en los 

cribados JBS II (25 mg/ml), JBS I (25 y 31,9 mg/ml), Cs I y II (25 mg/ml) e Index (25 mg/ml). Por 

último, en el caso de la construcción 6xHis-NOC2 solamente en el cribado JBS II empleando una 

concentración de 34,18 mg/ml de proteína observamos un porcentaje alto de precipitados (74%). En 

el resto de cribados realizados con esta construcción no se observan precipitados o se observa un 

porcentaje bajo de precipitados (inferior al 50% de condiciones experimentales). Estos resultados 

subrayan la necesidad de llevar a cabo nuevos cribados de cristalización empleando concentraciones 

mayores de las distintas proteínas de interés. 
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4.3 Análisis de las posibles interacciones establecidas entre los factores de ensamblaje 

ctNOC2, ctMAK5 y ctNOG1. 

 

Los distintos factores de ensamblaje ribosómicos establecen entre sí diversas interacciones que son 

esenciales para la correcta maduración del ribosoma  (Milkereit et al. 2001) (Klingauf-Nerurkar et al. 

2020). La interacción entre los factores de ensamblaje NOG1, NOC2 y MAK5 ya ha sido estudiada 

en levaduras empleando el método de purificación en tándem acoplado bien a espectrometría de 

masas o bien a western Blot. Mediante este método se ha validado la interacción entre NOC2 y NOG1 

(Saveanu et al. 2003) (Gavin et al. 2006) (Ohmayer et al. 2013) (Ohmayer et al. 2015) (Zisser et al. 

2018), entre NOC2 y MAK5 (Ohmayer et al. 2015) (Zisser et al. 2018) y entre NOG1 y MAK5 

(Gavin et al. 2002) (Saveanu et al. 2003) (Gavin et al. 2006) (Brüning et al. 2018) (Zisser et al. 2018). 

En el caso de la interacción NOC2-MAK5, ésta también ha sido confirmada en levaduras mediante 

ensayos de doble híbrido (McCann et al. 2015). Sin embargo, hasta la fecha no se ha caracterizado 

la interacción entre las formas homólogas de estas proteínas presentes en Chaetomium thermophilum. 

A fin de corroborar en Chaetomium thermophilum los resultados obtenidos en levaduras decidimos 

llevar a cabo experimentos de interacción in vitro empleando la técnica de interferometría de 

biocapas.  

 

Figura 4.13: Ensayos de interacción entre ctMAK5, 6xHis-NOC2 y 6xHis-NOG1 de Chaetomium 

thermophilum mediante interferometría de biocapas (BLI). Se muestra el resultado del ensayo de 

interacción entre ctMAK5 y 6xHis-NOG1 (A) y entre ctMAK5 y 6xHis-NOC2 (B). En ambos casos se empleó 

una concentración fija de 6xHis-NOG1/NOC2 que fue unida al sensor de Níquel, y concentraciones variables 

de ctMAK5. En la parte superior de cada experimento (A y B) se indica el orden de unión de las distintas 

construcciones al sensor de Níquel. 

 

Para ello las construcciones 6xHis-NOC2 y 6xHis-NOG1 de Chaetomium thermophilum fueron fijadas por 

separado a un sensor de Níquel y se evaluó la capacidad de la proteína ctMAK5 (en su forma completa y sin 

etiqueta) de interaccionar por separado con cada una de ellas (Figura 4.13). Se determinó que no existe 
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interacción in vitro entre 6xHis-NOC2 y ctMAK5 ni entre 6xHis-NOG1 y ctMAK5 en las condiciones 

experimentales empleadas en este estudio. 

La forma completa de MAK5 de Chaetomium thermophilum había sido anteriormente clonada, 

sobre-expresada y purificada en el laboratorio (Guilherme Dim de Oliveira, véase Anexo 4). Esta 

proteína se clonó en el vector pGKI siguiendo el protocolo descrito en el apartado 3.1 de la sección 

de Materiales y Métodos. La sobre-expresión se realizó siguiendo el protocolo de autoinducción 

(apartado 3.2.2), mientras que la purificación (ver Anexo 4) incluyó una cromatografía de afinidad 

en columna GSTrap HP seguida de una cromatografía de intercambio aniónico en una columna 

HiTrap Q HP. Se emplearon los tampones descritos en la Tabla 3.6 para ambas etapas de purificación 

y se siguieron los protocolos descritos en el apartado 3.3 de Materiales y Métodos para la purificación 

de ésta construcción. Previamente a su uso en ensayos de interferometría de bio-capas, la proteína 

fue digerida a fin de eliminar la etiqueta de GST en su extremo amino-terminal (apartado 3.3.7 de 

Materiales y Métodos). 

 

 

4.4   Búsqueda de interacciones entre factores de ensamblaje ribosómicos  que constituyan 

dianas relevantes para el desarrollo de péptidos de interferencia. 

La ausencia de interacción entre las proteínas ctNOC2, ctNOG1 y ctMAK5 en nuestras condiciones 

experimentales (Figura 4.13), nos impide evaluar la eficacia de potenciales péptidos diseñados con 

estas proteínas como diana, al no poder detectar claramente interacciones entre ellas. 

 

 

Tabla 4.1: Resumen de las interacciones establecidas entre factores de ensamblaje                         

en la subunidad pre-60S 

 

 

Proteína 1 Proteína 2 PDB ID 
Superficie de 

interacción (Å
2

) Organismo Referencia 
NOG1 ARX1 3JCT 988,1 Levaduras Wu et al. 2016 
NOG1 RLP24 3JCT 2726,9 Levaduras Wu et al. 2016 
NOG1 NOG2 3JCT 1388,9 Levaduras Wu et al. 2016 
NOG1 NSA2 3JCT 979,7 Levaduras Wu et al. 2016 
NOG1 eIF6 3JCT 2606,2 Levaduras Wu et al. 2016 
NOG1 BUD20 3JCT 875,9 Levaduras Wu et al. 2016 

GTPBP4 eIF6 6LU8 2581,8 Humanos Liang et al. 2020 
GTPBP4 RLP24 6LU8 2582,8 Humanos Liang et al. 2020 
GTPBP4 NOG2 6LU8 467,4 Humanos Liang et al. 2020 

HAS1 Erb1 6C0F 506,3 Levaduras Sanghai et al. 2018 
HAS1 NOP16 6C0F 203,3 Levaduras Sanghai et al. 2018 
HAS1 CIC1 6C0F 791,5 Levaduras Sanghai et al. 2018 
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Ante esta situación, centramos nuestros esfuerzos en la búsqueda de otras interacciones binarias entre 

factores de ensamblaje ribosómicos que constituyan potenciales dianas para el desarrollo de péptidos 

de interferencia.  

 

Para ello utilizamos la información estructural disponible en el Protein Data Bank (PDB). En esta 

base de datos se encuentra disponible una gran cantidad de información estructural derivada de 

partículas pre-ribosómicas en diversos estadíos de maduración resueltas mediante crio-microscopía 

electrónica o difracción de rayos X. Para el análisis de las interacciones establecidas entre distintos 

factores de ensamblaje usamos el programa PDBe PISA (Krissinel y Henrick 2007). Concretamente, 

utilizamos la información depositada en el PDB con el identificador 3JCT, que se corresponde con 

una partícula pre-60S de levaduras en su estadío de maduración nucleoplásmico (Wu et al. 2016). 

Partiendo de esta información estructural, determinamos las distintas interacciones que establece el 

factor de ensamblaje NOG1 de levaduras en el contexto del pre-ribosoma. Los resultados indicaron 

que en levaduras NOG1 establece interacciones con los factores de ensamblaje NOG2, eIF6, RLP24, 

NSA2, BUD20 y ARX1 (Tabla 4.1). 

 

Mientras desarrollábamos este análisis se publicó la resolución estructural de una partícula pre-60S 

aislada de células humanas a partir del factor de exportación nuclear NMD3. Esta partícula se 

corresponde con la subunidad pre-60S en su estadío inmediatamente anterior a su exportación nuclear 

al citoplasma (Liang et al. 2020). Mediante el programa PDBe PISA comprobamos que en esta 

partícula pre-ribosómica también se observa la interacción entre GTPBP4 (la forma homóloga de 

NOG1 en humanos) y eIF6, así como las interacciones GTPBP4-RLP24 y GTPBP4-NOG2 (Tabla 

4.1). 

 

Entre las distintas interacciones que establece tanto el factor de ensamblaje NOG1 de levaduras como 

su forma homóloga GTPBP4 en células humanas nos llamó la atención la interacción establecida 

entre NOG1/GTPBP4 y eIF6, por ser, junto con NOG1/GTPBP4-RLP24 la que presenta una mayor 

superficie de interacción en ambos organismos (Figura 4.5). El análisis de la estructura 

tridimensional de ambas proteínas humanas depositada en el PDB (identificador 6LU8) nos mostró 

que la proteína eIF6 presenta una estructura globular e interacciona con un segmento delimitado de 

la región carboxi-terminal de GTPBP4 (Figura 4.14A). Se consideró esta interacción de especial 

interés para el desarrollo de nuevos péptidos de interferencia, en comparación con la interacción 

NOG1/GTPBP4-RLP24. A diferencia de eIF6, RLP24 presenta una estructura desplegada que hace 

más difíficil el diseño de péptidos de interferencia (Wu et al. 2016) (Liang et al. 2020). 

 

La interacción entre NOG1/GTPBP4 y eIF6 está presente tanto en eucariotas unicelulares 

(Saccharomyces cerevisiae) como pluricelulares (Homo sapiens). Ambas proteínas NOG1/GTPBP4 

y eIF6 se encuentran muy conservadas entre los dos organismos tanto a nivel de secuencia (46% de 

identidad de secuencia en el caso de NOG1/GTPBP4 y 72% en el caso de eIF6) como estructural 

(Wu S et al. 2016) (Liang et al. 2020). Esto último implica que en levaduras y células humanas la 

interacción NOG1/GTPBP4-eIF6 está mediada por las mismas secuencias de aminoácidos en ambos  

factores de ensamblaje, lo cual subraya el grado de conservación de esta interacción. La  información 

estructural disponible en células humanas se corresponde con una partícula pre-ribosómica en su 

estadío de maduración nucleoplásmico inmediatamente previo a su exportación nuclear (Liang et al. 

2020). La información estructural disponible en levaduras también se corresponde con una partícula 

pre-60S  nucleoplásmica (Wu et al. 2016). Se ha descrito en levaduras que ambos factores de 

ensamblaje NOG1 y eIF6 son exportados al citoplasma junto con la partícula pre-60S y allí 

mantienen su interacción hasta que NOG1 se escinde de la subunidad 60S al final de su proceso de 
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maduración y es reciclado al núcleo (Klingauf-Nerurkar et al. 2020). La interacción entre ambos 

factores de ensamblaje, por tanto, se mantiene durante diversas etapas del proceso de maduración de 

la subunidad 60S (núcleo y citoplasma). Estas evidencias en su conjunto nos decidieron a utilizar la 

interacción NOG1/GTPBP4-eIF6 como diana para el desarrollo de péptidos de interferencia. En 

adelante nos referiremos a esta interacción como NOG1-eIF6 para mayor claridad. 

 

Por otro lado, utilizando la entrada 6C0F del PDB, que se corresponde con una partícula pre-60S de 

levaduras en su estadío de maduración nucleolar (Sanghai et al. 2018), obtuvimos información 

relativa a las interacciones establecidas entre otros factores de ensamblaje. Concretamente, nos 

fijamos en el factor de ensamblaje HAS1. Esta proteína establece interacciones con otros factores de 

ensamblaje, entre los que se cuentan Erb1, NOP16 y CIC1. De entre todas ellas nos llamó la atención 

la interacción HAS1-CIC1, por ser la de mayor superficie (Tabla 4.1). El análisis de los detalles 

estructurales de esta interacción mostró que ambas proteínas son globulares y presentan una amplia 

superficie de interacción (Figura 4.14 B).  

 

De manera adicional consultamos la base de datos BioGrid a fin de corroborar la información 

estructural obtenida en el PDB. Esta base de datos recopila información relativa a interactómica de 

proteínas en una gran variedad  de organismos (Oughtred et al. 2021). Gracias a esta base de datos 

obtuvimos evidencias adicionales del establecimiento de las dos interacciones de interés (NOG1-

eIF6 y HAS1-CIC1) tanto en levaduras como en células humanas. Estas evidencias son derivadas de 

experimentos de captura por afinidad acoplados a espectrometría de masas o western blot. Mediante 

esta técnica se ha establecido en levaduras la interacción entre NOG1 y eIF6 (Gavin et al. 2002) 

(Saveanu et al. 2003) (Gavin et al. 2006) (Ohmayer et al. 2013) (Zisser et al. 2018), y entre HAS1 y 

CIC1 (Nissan 2002) (Gavin et al. 2006) (Krogan et al. 2006) (Brüning et al. 2018) (Ismail et al. 

2022). La interacción entre HAS1 y CIC1 también ha sido confirmada mediante ensayos de doble 

híbrido de levaduras (Dembowski et al. 2013). Por otro lado corroboramos el establecimiento de la 

interacción entre los factores de ensamblaje NOG1 y eIF6 en humanos (Ewing et al. 2007)  (Li et al. 

2014). Por último, utilizamos la herramienta bioinformática BLAST (AltschuP et al. 1990)  para 

localizar las proteínas homólogas de HAS1 y CIC1 en humanos.  

 

Estas formas homólogas se corresponden con  las proteínas DDX18 y RSL1D1 respectivamente. 

También en este caso hallamos evidencias de la existencia de la correspondiente interacción en la 

base de datos BioGrid (Marcon et al. 2014) (Huttlin et al. 2021). Basándonos en este conjunto de 

evidencias obtenidas de diferentes bases de datos y que se corresponden tanto a información 

estructural como a datos de estudios de interactómica decidimos seleccionar las interacciones NOG1-

eIF6 y HAS1-CIC1 para el desarrollo de péptidos de interferencia específicos. 
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Figura 4.14: Las interacciones NOG1-eIF6 y HAS1-CIC1 se establecen en el pre-ribosoma de células 

eucariotas. A. Estructura pre-ribosómica correspondiente a la partícula pre-60S de Homo sapiens (Liang et al. 

2020) en su estadio de maduración nucleoplásmico (PDB ID: 6LU8). Se muestran resaltados los factores de 

ensamblaje NOG1 (azul) y eIF6 (verde) respecto al resto de proteínas y moléculas de ARNr presentes 

(marcadas en gris). B. Estructura pre-ribosómica correspondiente a la partícula pre-60S de Saccharomyces 

cerevisiae (Sanghai et al. 2018) en su estadio de maduración nucleolar (6C0F). Se muestran resaltados los 

factores de ensamblaje CIC1 (azul) y HAS (verde) respecto al resto de proteínas y moléculas de ARNr 

presentes (marcadas en gris).  
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4.5 Diseño y evaluación in vitro de un péptido de interferencia dirigido contra la 

interacción entre los factores de ensamblaje NOG1 y eIF6 de Homo sapiens. 

 

 

4.5.1 Diseño y producción del péptido TAT-NOG1 (351-412 aa). 

 

Para el diseño del péptido seleccionamos la secuencia de aminoácidos 351-412 de la proteína NOG1 

de Homo sapiens. Como se muestra en la Figura 4.15B, dicha secuencia se corresponde con la región 

de NOG1 que interacciona con eIF6 en humanos.  

 

 

 

 

Figura 4.15: Diseño de un péptido dirigido contra la interacción entre NOG1 y eIF6 en Homo sapiens. 

A. Estructura tridimensional de los factores de ensamblaje NOG1 (azul) y eIF6 (verde) de Homo sapiens (PDB 

ID: 6LU8). B. Detalle de la interacción entre NOG1 (azul) y eIF6 (verde) (correspondiente a la sección 

recuadrada en el apartado (A)). Se seleccionaron los aminoácidos 351-412 de NOG1 (marcados en rojo) que 

fueron incluidos en la secuencia de interferencia. C. Secuencia del péptido TAT-NOG1 (351-412 aa) y el 

péptido TAT empleados en los ensayos de viabilidad in vitro. Se muestra en negrita la secuencia 

correspondiente al péptido TAT y en rojo la secuencia de interferencia.  

 

A fin de generar un péptido dotado de penetrabilidad celular, es decir, con capacidad de atravesar las 

membranas plasmática y nuclear, utilizamos la secuencia TAT. Esta secuencia procedente del virus 

de la inmunodeficiencia humana (Chauhan et al. 2007), es ampliamente utilizada para la 

internalización de distintos tipos de biomoléculas en células de mamífero incluyendo péptidos y 

proteínas de diverso tamaño  (Fawell et al. 1994). La eficacia de este péptido ha sido demostrada en 

una serie de estudios in vitro e in vivo realizados con diversos tipos de proteínas y líneas celulares    

(Vázquez et al. 2003) (Klein et al. 2004) (Ozaki et al. 2004).  

 

La secuencia de ADN codificante para el fragmento comprendido entre los aminoácidos 351 y 412 

de la proteína NOG1 humana fue sintetizada por la empresa Integrated DNA Technologies (IDT, 
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Coralville, USA) empleando codones optimizados para la expresión en Escherichia coli. En el diseño 

de este ADN codificante se incluyó la secuencia TAT, que fue incorporada en el extremo amino-

terminal del péptido de interferencia (Figura 4.15C). La construcción obtenida se clonó en el vector 

pGKI, que incorpora una etiqueta de GST (Glutation S-transferasa) en el extremo amino-terminal de 

la proteína clonada. Se generó así un plásmido codificante para la construcción GST-TAT-NOG1 

(351-412 aa). 

 

 
 

Figura 4.16: Proceso de purificación de la construcción GST-TAT-NOG1 (351-412 aa) mediante 

cromatografía de exclusión molecular en columna Superdex 200 10/300 GL. Cromatograma representativo 

mostrando el perfil de elución de GST-TAT-NOG1 (351-412 aa) junto con el correspondiente gel de 

electroforesis SDS-PAGE al 15% (v/v) en el que se muestran las fracciones resultantes de la cromatografía que 

contienen la proteína de interés (marcadas en rojo). mAu: mili unidades arbitrarias de absorbancia a 280 nm. 

M: marcador de pesos moleculares. 
 

 

La expresión se llevó a cabo mediante un protocolo de inducción con 1 mM IPTG  durante 3 horas a 

37ºC. El protocolo de purificación incluyó una primera cromatografía de afinidad en una columna 

GSTrap HP seguida de una cromatografía de exclusión molecular en columna Superdex 200 10/300 

GL (Figura 4.16). En esta cromatografía la proteína muestra un peso molecular de 36 KDa, de 

acuerdo con lo esperado (véase Tabla 3.5). Posteriormente el péptido fue sometido a digestión 

empleando la proteasa 3C a fin de eliminar la etiqueta de GST en el extremo amino-terminal. Se 

genera así una proteína con un tamaño aproximado de 9 KDa. Esta proteína contiene un tripéptido 

GPG en su extremo amino-terminal, resultado de la digestión proteolítica con la proteasa 3C. Se 
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confirmó la identidad de la proteína mediante espectrometría de masas MALDI-TOF usando para 

ello el servicio de proteómica e identificación de proteínas de la Universidad de Valencia (Servicio 

Central de Soporte a la Investigación Experimental).  

 

 

4.5.2 Evaluación in vitro del péptido TAT-NOG1 (351-412 aa) empleando células tumorales 

humanas. 

 

Una vez obtenido el péptido TAT-NOG1 (351-412 aa), se procedió a evaluar su capacidad de 

disminuir in vitro la viabilidad de células tumorales humanas. Para ello se empleó la línea celular 

HCT116 derivada de carcinoma de colon (Brattain et al. 1981) en las variantes silvestre y knock out 

para el gen codificante para la proteína p53 (denominadas p53+/+ y p53-/- respectivamente). 

Empleamos también la línea celular Saos2, derivada de osteosarcoma (Rodan et al. 1987) en su 

variante knock out para p53 (células Saos2 p53-/-). Se llevó a cabo un ensayo de viabilidad celular 

basado en la determinación de la actividad de las enzimas deshidrogenasas mitocondriales mediante 

el reactivo comercial WST-1 (Roche) tras 48 y 72 horas de tratamiento.  

 

 

 

Figura 4.17: Evaluación in vitro de la capacidad del péptido TAT-NOG1 (351-412 aa) de alterar la 

viabilidad de células tumorales humanas. Se emplearon las líneas celulares HCT116 p53+/+ (A), HCT116 

p53-/- (B) y Saos2 p53-/- (C) que fueron tratadas durante 48 o 72 horas con las concentraciones indicadas de 

péptido TAT-NOG1 (351-412 aa) o péptido TAT. Se muestra el valor medio de tres réplicas experimentales 

±SD. Se muestran los datos normalizados con respecto al control (constituido por células sin tratar). 
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Asimismo se utilizó un péptido constituido únicamente por la secuencia TAT, a fin de descartar la 

posibilidad de que esta secuencia por sí sola provoque alteraciones en la viabilidad celular.  Los 

resultados mostraron que el péptido TAT-NOG1 (351-412 aa) a una concentración de 300 µM no 

provoca un descenso significativo en la viabilidad en ninguna de las tres líneas celulares empleadas 

(Figura 4.17). Una posibilidad sería aumentar la concentración del péptido TAT-NOG1 (351-412 aa) 

empleada en los experimentos de viabilidad celular. Sin embargo, con vistas al posible uso 

terapéutico del péptido, esta opción no resulta razonable. Decidimos por tanto abandonar esta línea 

de investigación y buscar otras alternativas más prometedoras. 

 

La eficacia del péptido TAT ha sido probada en estudios previos para la internalización de péptidos 

y proteínas de diversos tamaños (Vázquez et al. 2003) (Klein et al. 2004) (Ozaki et al. 2004). Sin 

embargo, en este trabajo no hemos comprobado la penetrabilidad del péptido TAT-NOG1 (351-412 

aa) en células HCT116, por lo que no se puede descartar un fallo en la internalización del péptido. 

Por otro lado, como se señala más adelante (apartado 5.2), cabe la posibilidad de que los factores de 

ensamblaje NOG1 y eIF6 de Homo sapiens no presenten la misma conformación cuando están en 

solución y cuando están formando parte del pre-ribosoma, lo cual condicionaría su capacidad de 

interacción en ambos contextos y con ello la eficacia del péptido TAT-NOG1 (351-412 aa). 

 

 

4.6    Evaluación in vitro de las interacciones entre ctNOG1 y cteIF6 y entre ctHAS1 y 

ctCIC1. 

Ante estos resultados, decidimos comprobar la capacidad de los factores de ensamblaje NOG1 y 

eIF6, así como HAS1 y CIC1 de interaccionar entre sí, de acuerdo con la información estructural 

disponible (Figura 4.14 y Tabla 4.1). Para ello clonamos, sobre-expresamos y purificamos los 

factores de ensamblaje cteIF6, ctCIC1 y ctHAS1 procedentes de Chaetomium thermophilum. A 

continuación, como ya hicimos con los factores de ensamblaje ctNOC2, ctNOG1 y ctMAK5 (192-

616 aa) (apartado 4.2), llevamos a cabo una evaluación de la integridad de las proteínas purificadas 

mediante distintos ensayos funcionales. Finalmente determinamos su capacidad de interacción física 

mediante dos técnicas complementarias. 

 

 

4.6.1 Clonación, sobre-expresión y purificación de ctCIC1, cteIF6 y ctHAS1. 

 

4.6.1.1 Clonación, sobre-expresión y purificación de ctHAS1 y su forma truncada ctHAS1 

(1-320 aa). 

 

El gen correspondiente a la proteína homóloga de HAS1 en Chaetomium thermophilum (ctHAS1, 

referencia de UniProt G0RYU9) fue clonado en el vector pMBKI, derivado del vector pET28-

NKI/LIC 6His/3C. La proteína se sobre-expresó empleando la cepa BL21 (DE3) CodonPlus (RIPL) 

de Escherichia coli mediante el protocolo de autoinducción.   

 

La purificación de la construcción MBP-HAS1 se llevó a cabo mediante una cromatografía de 

afinidad en columna MBPTrap HP de 1ml. Debido a la baja unión de esta proteína a la resina de 

amilosa contenida en la columna MBPTrap, se realizaron tres pases consecutivos del lisado celular 

por la columna. La proteína resultante de esta primera cromatografía se sometió a una segunda 

cromatografía de exclusión molecular.  Como resultado se obtuvo una proteína pura que muestra un 
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perfil de elución formado por un único pico en la cromatografía de exclusión molecular (Figura 4.18). 

El tamaño de esta proteína (aproximadamente 90 KDa) se corresponde con lo esperado (véase Tabla 

3.5). 

 

Como se puede observar en la Figura 4.19B, la proteína HAS1 de levaduras presenta una forma 

globular constituida por dos dominios diferenciados. El dominio carboxi-terminal que comprende 

los aminoácidos 264 al 489 en la estructura resuelta es el que está implicado en la interacción con 

CIC1, mientras que el dominio amino-terminal correspondiente a los aminoácidos 42 a 252 no 

participa en la interacción con CIC1. Los aminoácidos en posición 1-41, 253-263 y 490-505 de HAS1 

no aparecen resueltos en esta estructura (PDB ID: 6C0F). A partir de estas observaciones en 

levaduras decidimos generar una forma truncada de ctHAS1 de Chaetomium thermophilum 

correspondiente a su dominio amino-terminal. Esta forma truncada nos servirá como control negativo 

de interacción con CIC1 (véase Figura 4.27).  

 

 

Figura 4.18: Proceso de purificación de la construcción MBP-HAS1 mediante cromatografía de 

exclusión molecular en columna Superdex 200 10/300 GL. Cromatograma representativo mostrando el perfil 

de elución de MBP-HAS1 junto con el correspondiente gel de electroforesis SDS-PAGE al 10% (v/v) en el 

que se muestran las fracciones resultantes de la cromatografía que contienen la proteína de interés (marcadas 

en rojo). mAu: mili unidades arbitrarias de absorbancia a 280 nm. M: marcador de pesos moleculares. 
 

 

 

Partiendo de las secuencias de ambas proteínas homólogas en Saccharomyces cerevisiae y 

Chaetomium thermophilum realizamos un alineamiento mediante el programa P-BLAST (AltschuP 

et al. 1990), que nos permitió determinar que el aminoácido V252 en HAS1 de levaduras se 

corresponde con V320 en la proteína homóloga de Chaetomium thermophilum. Generamos entonces 

la forma truncada ctHAS1 (1-320 aa) de Chaetomium thermophilum mediante el uso de cebadores 

específicos (véase Tabla 3.3).  

 

Esta forma truncada de ctHAS1 fue clonada generando la construcción 6xHis-HAS1 (1-320 aa) se 

sobre-expresó con éxito en Escherichia coli siguiendo el protocolo de autoinducción y se purificó 

mediante una cromatografía de afinidad en columna HisTrap HP seguida de una cromatografía de 

exclusión molecular (Figura 4.19A). 
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Figura 4.19. Proceso de purificación de la construcción 6xHis-HAS1 (1-320 aa) mediante cromatografía 

de exclusión molecular en columna Superdex 200 10/300 GL. A. Cromatograma representativo mostrando 

el perfil de elución de la construcción 6xHis-HAS1 (1-320 aa) junto al correspondiente gel de electroforesis 

SDS-PAGE al 10% (v/v) en el que se muestran las fracciones resultantes de la cromatografía que contienen la 

proteína de interés (marcadas en rojo). mAu: mili unidades arbitrarias de absorbancia a 280 nm. M: marcador 

de pesos moleculares. B. Estructura tridimensional que muestra la interacción entre CIC1 (azul) y HAS1 de 

levaduras. Se muestra la región carboxi-terminal de HAS1 comprendiendo los aminoácidos 264-489 en verde, 

mientras que la región amino terminal que comprende los aminoácidos 42 a 252 se muestra en color ocre. 

Estructura derivada de la entrada 6C0F del PDB. 
 

 

4.6.1.2 Clonación, sobre-expresión y purificación de ctCIC1. 

Se generó la construcción 6xHis-CIC1 correspondiente a la proteína CIC1 procedente de 

Chaetomium thermophilum (ctCIC1, referencia de UniProt G0S7X0). La purificación de esta 

construcción se llevó a cabo mediante cromatografía de afinidad en una columna HisTrap HP cargada 

de Níquel seguida de una cromatografía de exclusión molecular (Figura 4.20). En esta última 

cromatografía, la proteína se recupera en un solo pico y se comprueba mediante electroforesis SDS-

PAGE que su tamaño es de aproximadamente 50 KDa, de acuerdo con lo esperado (Tabla 3.5). 
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Figura 4.20: Proceso de purificación de la construcción 6xHis-CIC1 mediante cromatografía de 

exclusión molecular en columna Superdex 200 10/300 GL. Cromatograma representativo mostrando el perfil 

de elución de la construcción 6xHis-CIC1 junto con el correspondiente gel de electroforesis SDS-PAGE al 

10% (v/v) en el que se muestran las fracciones resultantes de la cromatografía que contienen la proteína de 

interés (marcadas en rojo). mAu: mili unidades arbitrarias de absorbancia a 280 nm. M: marcador de pesos 

moleculares. 

 

4.6.1.3 Clonación, sobre-expresión y purificación de cteIF6. 

 

La construcción 6xHis-eIF6 correspondiente a la proteína eIF6 de Chaetomium thermophilum (cteIF6, 

referencia de UniProt G0S683)  se sobre-expresó eficazmente mediante 0,2 mM IPTG a 20ºC durante 

12 horas (Tabla 3.5). Su purificación se llevó a cabo mediante cromatografía de afinidad en una 

columna HisTrap HP cargada de Níquel seguida de una cromatografía de exclusión molecular (Figura 

4.21A). 

 

 
 

Figura 4.21: Proceso de purificación de la construcción 6xHis-eIF6 mediante cromatografía de exclusión 

molecular en columna Superdex 200 Hiload 16/60. A. Cromatograma representativo mostrando el perfil de 

elución de la construcción 6xHis-eIF6 junto con el correspondiente gel de electroforesis SDS-PAGE al 10% 

(v/v) en el que se muestran las fracciones resultantes de la cromatografía que contienen la proteína de interés 

(marcadas en rojo).B. Experimento de western blot empleando un anticuerpo anti-Histidina conjugado con 

peroxidasa en el que se comprueba la identidad de la proteína purificada. M: marcador de pesos moleculares. 

mAu: mili unidades arbitrarias de absorbancia a 280 nm. 
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En el gel de electroforesis se observa la proteína de interés como una banda de aproximadamente 26 

KDa, correspondiéndose con el peso molecular esperado para esta proteína (véase Tabla 3.5). La 

identidad de la proteína se comprobó mediante un western blot empleando un anticuerpo anti-His 

conjugado a peroxidasa (Figura 4.21B). 

 

 

 

4.6.2 Evaluación funcional de los factores de ensamblaje ctCIC1, cteIF6, ctHAS1 y ctHAS1 

(1-320 aa). 

 

4.6.2.1 Evaluación de la actividad ATPasa de las construcciones MBP-HAS1 y 6xHis-HAS1 

(1-320 aa). 

Puesto que HAS1 es una ATPasa perteneciente a la familia DEAD-box (Rocak et al. 2005) , llevamos 

a cabo un ensayo de actividad enzimática empleando las construcciones MBP-HAS1 y 6xHis-HAS1 

(1-320 aa) mediante el reactivo verde malaquita (Baykov et al. 1988). Comprobamos así que tanto 

la forma truncada ctHAS1 (1-320 aa) como la forma completa ctHAS1 presentan actividad ATPasa 

(Figura 4.22A, B). La familia de las ATPasas de tipo DEAD-box, a la que pertenecen tanto HAS1 

como MAK5, se caracteriza por la presencia de 9 motivos de secuencia responsables de su actividad 

ATPasa y helicasa (Cordin et al. 2006). Sin embargo, la forma truncada ctHAS1 (1-320 aa) consta 

únicamente de los motivos Q, I, Ia, Ib, II y III, careciendo de los motivos IV, V y VI (Figura 4.22C). 

La ausencia de estos tres motivos de secuencia, sin embargo, no abroga su actividad catalítica (Figura 

4.22B).  

Estudios realizados con la proteína homóloga de HAS1 en levaduras demuestran que su actividad 

ATPasa es dependiente de la presencia de ARN, siendo especialmente estimulada por la presencia 

de ARN ribosómico (Rocak et al. 2005). En este trabajo mostramos que tanto ctHAS1 como su forma 

truncada ctHAS1 (1-320 aa) presentan actividad ATPasa en ausencia de ARN (Figura 4.22 A, B). 

Existe, sin embargo, la posibilidad de que ambas proteínas arrastren consigo ácidos ribonucleicos de 

origen bacteriano durante el proceso de purificación, y que estos actúen estimulando su actividad 

catalítica. Esta posibilidad será investigada en el futuro mediante el tratamiento de la proteína 

purificada correspondiente con enzima ARNasa. 
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Figura 4.22: Evaluación de la actividad ATPasa de las construcciones MBP-HAS1 y 6xHis-HAS1 (1-320 

aa). A. Actividad ATPasa de 6xHis-HAS1 (1-320 aa) en presencia de concentraciones crecientes de ATP. B. 

Actividad ATPasa de MBP-HAS1 en presencia de concentraciones crecientes de ATP.  * P < 0,05;                       

** P < 0,01; *** P < 0,001; **** P < 0,0001 con respecto a MBP-HAS1/6xHis-HAS1 (1-320 aa) en ausencia 

de ATP. En A y B se muestra el valor medio de tres réplicas experimentales ± SD. C. Análisis comparativo de 

la secuencia de HAS1 en los organismos Chaetomium thermophilum, Saccharomyces cerevisiae y Candida 

albicans en el que se muestran los distintos motivos de secuencia característicos de las helicasas de la familia 

DEAD. Con un asterisco rojo se indica el final de la forma truncada HAS1 (1-320 aa). En la parte superior se 

muestra la secuencia consenso de los distintos motivos de secuencia (adaptado de Cordin et al. 2006). Código 

de símbolos: o: S,T; l: I, L,V; x: cualquier aminoácido;  a: F, W, Y; c: D, E, H, K, R; h: A, F, G, I, L, M, P, V, 

W, Y; +: H, K, R; u: A, G. AE: actividad enzimática. Se define una Unidad como la cantidad de enzima 

necesaria para catalizar la producción de 1 µmol de fosfato inorgánico por minuto. 
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4.6.2.2 Análisis de la capacidad de ctCIC1 de interaccionar con ácido ribonucleico (ARN). 

Existen evidencias de que el factor de ensamblaje CIC1 de levaduras interacciona con el ARN 

ribosómico, concretamente en la región ITS2 del pre-ARNr (Granneman, Petfalski, y Tollervey 

2011). También se ha documentado la interacción de HAS1 de levaduras con las especies de ARNr 

18S y 25S, así como de MAK5 de levaduras con el ARNr 25S (Brüning et al. 2018). Por último, el 

factor de ensamblaje NOG1 establece interacciones con las especies de ARNr 25S y 5,8S tanto en 

levaduras (Wu et al. 2016) como en Homo sapiens (Liang et al. 2020) (Tabla 5.1). Partiendo de estas 

evidencias, decidimos caracterizar la capacidad de los factores de ensamblaje ctCIC1, ctHAS1 y su 

forma truncada ctHAS1 (1-320 aa); ctNOG1 y ctMAK5 de Chaetomium thermophilum de 

interaccionar con ácido ribonucleico. Utilizamos para ello un extracto de ácido ribonucleico total 

procedente de Escherichia coli (Figura 4.23A). Analizamos la capacidad de unión de cada uno de 

los factores de ensamblaje por separado mediante un ensayo de cambio de movilidad electroforética 

(EMSA). Los resultados mostraron que la construcción 6xHis-CIC1 interacciona con el ácido 

ribonucleico bacteriano formando al menos dos complejos estables (Figura 4.23B). Se observa la 

aparición en primer lugar de un complejo de tamaño intermedio. A medida que aumenta la proporción 

proteína:ARN, este complejo desaparece para dar lugar a un nuevo complejo de mayor tamaño. Este 

resultado podría indicar la unión de sucesivas moléculas de ctCIC1 a una misma molécula de ARN. 

Este resultado fue confirmado mediante un experimento alternativo utilizando partículas de agarosa 

cargadas de ácidos poliuridílico (PolyU) (Figura 4.23C). En este caso, la presencia de ácido 

poliuridílico libre se asocia a una menor unión de la construcción 6xHis-CIC1 a las partículas de 

agarosa. Por lo tanto, se puede concluir que el factor de ensamblaje ctCIC1 de Chaetomium 

thermophilum muestra capacidad de establecer interacciones inespecíficas con ácidos ribonucleicos. 

Por otro lado, las construcciones MBP-HAS1, 6xHis-HAS1 (1-320 aa), 6xHis-MAK5 (192-616 aa) 

y MBP-NOG1 no mostraron capacidad de unión con ácido ribonucleico en un experimento EMSA 

(véase Anexo 1). Puesto que la integridad funcional de éstas proteínas ya ha sido evaluada mediante 

la determinación de su actividad ATPasa en el caso de MBP-HAS1, 6xHis-HAS1 (1-320 aa) y 6xHis-

MAK5 (192-616 aa) (Figuras 4.7 y 4.22 A,B); y mediante la determinación de la actividad GTPasa 

de MBP-NOG1 (Figura 4.9) se descarta la posibilidad de que este resultado negativo se deba a la 

falta de integridad funcional de las respectivas proteínas. En conjunto, estos resultados sugieren que 

los distintos factores de ensamblaje ribosómicos en los que se enfoca este trabajo presentan distinta 

capacidad de establecer interacciones con ácidos ribonucleicos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

117 
 

 

Figura 4.23: Análisis de la capacidad de la construcción 6xHis-CIC1 de interaccionar con ácido 

ribonucleico. A. Análisis en gel de agarosa al 1% (p/v) de un extracto de ARN total de Escherichia coli. Se 

identifican las bandas correspondientes a las especies de ARN ribosómico 23S, 16S y 5S, características de 

células procariotas (Srivastava y Schlessinger 1990). B. Experimento de movilidad electroforética (EMSA) 

empleando un extracto total de ácidos ribonucleicos de Escherichia coli (ARN) y 6xHis-CIC1 en diferente 

proporción de masa. Se utilizan las proporciones 1:1; 1,3:1; 1,5:1; 1,7:1; 2:1; 2,5:1; 3:1 y 4:1   de proteína:ARN 

en proporción creciente de masa (p:p). C. Estudio de la capacidad de interacción entre la construcción 6xHis-

CIC1 y partículas de agarosa cargadas con ácido poliuridílico (PolyU), en presencia de concentraciones 

crecientes de ácido poliuridílico libre (indicadas en la parte superior de cada pocillo). M: marcador de pesos 

moleculares. ARN: muestra de ARN total de E.coli en ausencia de 6xHis-CIC1. E: fracción obtenida tras la 

elución de la resina. pb: pares de bases. Prot: proteína (6xHis-CIC1). KDa: Kilo Dalton. 

 

 

4.6.2.3 Evaluación de la estabilidad térmica de las construcciones 6xHis-CIC1 y 6xHis-eIF6. 

Las construcciones 6xHis-CIC1 y 6xHis-eIF6 de Chaetomium thermophilum no presentan actividad 

enzimática que pueda ser cuantificada. A fin de comprobar su funcionalidad se sometieron a un 

ensayo de termoflúor de manera análoga a las construcciones 6xHis-NOC2 (1-771 aa), 6xHis-MAK5 

(192-616 aa) y 6xHis-NOG1 también procedentes de Chaetomium thermophilum (Figuras 4.10, 4.11 

y 4.12). 

 

Los resultados mostraron que ambas construcciones son estables en las distintas condiciones 

experimentales empleadas, mostrando una temperatura de fusión  (Tm) situada entre 40 y 50ºC en el 

caso de 6xHis-eIF6 (Figura 4.24), y entre 50 y 60ºC en el caso de 6xHis-CIC1 (Figura 4.25). Estos 
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valores concuerdan con el hecho de que ambas proteínas proceden de Chaetomium thermophilum, 

un hongo termófilo cuya temperatura óptima de crecimiento es de 50ºC (Gao, Li, y Li 2021). En 

ambos casos la ausencia de ciertos puntos experimentales es debida a la imposibilidad de obtener 

datos fiables. Concretamente, esta es la razón de la supresión de los puntos experimentales D5-D12 

en la Figura 4.24, así como los puntos experimentales D4-D12 en la Figura 4.25. 

 

 

 

Figura 4.24: Estudio de la estabilidad térmica de la construcción 6xHis-eIF6 de Chaetomium 

thermophilum mediante termoflúor. Se muestra la temperatura de fusión (Tm) que presenta esta proteína en 

las distintas condiciones experimentales (A1-D4). Cada condición es ensayada por duplicado obteniéndose dos 

series de datos (Tm1 y Tm2). Se muestra el valor de Tm obtenido en cada condición experimental ±SD. 

 

 

La condición C5 (150 mM NaCl, 100 mM Hepes pH 7,5 y 5% (v/v) glicerol) es la que más se asemeja 

a las condiciones experimentales empleadas para la purificación de ambas construcciones. En esta 

condición tanto 6xHis-CIC1 como 6xHis-eIF6 se muestran estables con una temperatura de fusión 

de 57,86/55,78ºC en el caso de 6xHis-CIC1 y de 44,92/45,53ºC en el caso de 6xHis-eIF6. 

Comprobamos así que ambas construcciones son estables en las condiciones empleadas para su 

purificación. 
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En el caso de la construcción 6xHis-eIF6 se observa que las condiciones experimentales B5 (150 

mM NaCl, tampón succinato-fosfato-glicina pH 8) y B12 (150 mM NaCl, tampón MMT pH 9) 

presentan una temperatura de fusión superior a la condición C5, mientras que en el caso de 6xHis-

CIC1 esto sucede con la condición B12 (150 mM NaCl, tampón MMT pH 9). Se decidió sin embargo 

mantener las condiciones experimentales inicialmente empleadas para la purificación de ambas 

construcciones puesto que empleando estas condiciones (tampón  50 mM HEPES pH 7,5; 150 mM 

NaCl, 5% glicerol, 2 mM β-mercaptoetanol) ambas son solubles y presentan buenos rendimientos de 

purificación.  

 

Figura 4.25: Estudio de la estabilidad térmica de la construcción 6xHis-CIC1 de Chaetomium 

thermophilum mediante termoflúor. Se muestra la temperatura de fusión (Tm) que presenta esta proteína en 

las distintas condiciones experimentales (A1-D3). Cada condición es ensayada por duplicado obteniéndose dos 

series de datos (Tm1 y Tm2). Se muestra el valor de Tm obtenido en cada condición ±SD. 
 

 

4.6.3   Análisis in vitro de las posibles interacciones establecidas entre ctNOG1 y cteIF6 y 

entre ctHAS1 y ctCIC1. 

 

Una vez purificadas las proteínas de interés y comprobada su funcionalidad y estabilidad mediante 

las técnicas descritas en los apartados anteriores, llevamos a cabo un análisis in vitro de su capacidad 

de interacción, a fin de validar la información estructural disponible (Figura 4.14 y Tabla 4.1). Para 
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ello empleamos dos técnicas complementarias. En primer lugar llevamos a cabo ensayos de 

precipitación con las proteínas de interés. Los resultados de este primer ensayo fueron 

complementados mediante un experimento de interferometría de biocapa (BLI). 

 

 

4.6.3.1 Análisis de las posibles interacciones establecidas entre ctNOG1 y cteIF6 y entre 

ctHAS1 y ctCIC1 mediante ensayos de precipitación. 

 

Empleando las proteínas purificadas procedentes de Chaetomium thermophilum llevamos a cabo 

ensayos de precipitación a fin de detectar posibles interacciones entre ellas (Figura 4.26). Para ello 

fijamos la primera proteína (MBP-NOG1 o MBP-HAS1) a una resina de amilosa y analizamos la 

capacidad de la segunda proteína (6xHis-eIF6 o 6xHis-CIC1 respectivamente) de interaccionar con 

dicha resina. Tal y como se describe en la sección de Materiales y Métodos (apartado 3.4.5), se 

prepararon muestras correspondientes a cada una de las proteínas implicadas en la interacción (MBP-

NOG1/6xHis-eIF6 y MBP-HAS1/6xHis-CIC1) por separado, así como una muestra correspondiente 

a la elución de la resina en la que cada pareja de proteínas debe interaccionar. Estas muestras se 

visualizaron en una electroforesis en gel SDS-PAGE al 10% (v/v). En ambos casos se detecta en la 

fracción de la elución de la resina una banda correspondiente a la proteína fijada a ella (MBP-

NOG1/MBP-HAS1), así como una débil banda con un tamaño compatible con la proteína implicada 

en cada interacción (26 KDa en el caso de 6xHis-eIF6 y 45 KDa en el caso de 6xHis-CIC1). Al 

analizar esta banda mediante un experimento de western blot empleando un anticuerpo anti-

Histidinas acoplado a peroxidasa detectamos una débil señal en el ensayo realizado con MBP-HAS1 

y 6xHis-CIC1 (Figura 4.26A). Este resultado podría ser indicativo del establecimiento de una 

interacción débil entre ambas proteínas. Por otro lado, en el ensayo realizado con MBP-NOG1 y 

6xHis-eIF6 la técnica de western blot no permite detectar ninguna señal, lo cual es indicativo de que 

no se establece ninguna interacción entre estas dos proteínas en nuestras condiciones experimentales 

(Figura 4.26B). 

 

 

Figura 4.26: Análisis in vitro de las posibles interacciones establecidas entre MBP-HAS1 y 6xHis-CIC1 

y entre MBP-NOG1 y 6xHis-eIF6. A. Experimento de precipitación empleando MBP-HAS1 (indicado como 

ctHAS1) fijado a resina de amilosa y 6xHis-CIC1 (indicado como ctCIC1) como proteína interactuante. B. 

Experimento de precipitación empleando MBP-NOG1 (indicado como ctNOG1) fijado a resina de amilosa y 

6xHis-eIF6 (indicado como cteIF6) como proteína interactuante. M: marcador de pesos moleculares, E: elución 

de la resina correspondiente. KDa: peso molecular en Kilo Dalton. En ambos casos (A y B) la identidad de las 

bandas unidas a la resina (marcadas con un asterisco) se verifica mediante un experimento de western Blot 

empleando un anticuerpo anti-Histidina conjugado con peroxidasa (a fin de detectar la presencia de las 

construcciones 6xHis-CIC1 o 6xHis-eIF6 unidas a la resina en la fracción E). 
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4.6.3.2 Análisis de las posibles interacciones establecidas entre ctNOG1 y cteIF6 y entre 

ctHAS1 y ctCIC1 mediante ensayos de interferometría de biocapas. 

 

A fin de complementar los resultados obtenidos mediante los ensayos de precipitación (Figura 4.26), 

llevamos a cabo un ensayo complementario de interferometría de biocapa (BLI). Para ello utilizamos 

el sistema comercial de interferometría de biocapa BLItz™ (PALL Forté Bio Corp) dotado del 

software de análisis correspondiente. Los resultados mostraron que no puede detectarse interacción 

entre las proteínas 6xHis-NOG1 y cteIF6 (Figura 4.27A), ni entre  6xHis-CIC1 y MBP-HAS1 (Figura 

4.27B). 

 

Figura 4.27: Análisis in vitro de las posibles interacciones establecidas entre 6xHis-NOG1 y cteIF6, entre 

6xHis-CIC1 y MBP-HAS1 y entre 6xHis-CIC1 y ctHAS1 (1-320 aa) mediante interferometría de 

biocapas. A. La construcción 6xHis-NOG1 fue fijada a un sensor de Níquel. Se analizó la capacidad de cteIF6 

(sin etiqueta de 6xHis) de interaccionar con el sensor cargado con 6xHis-NOG1. B. La construcción 6xHis-

CIC1 fue fijada a un sensor de Níquel. Se analizó la capacidad de MBP-HAS1 de interaccionar con el sensor 

cargado con 6xHis-CIC1. C. La construcción 6xHis-CIC1 fue fijada a un sensor de Níquel y se analizó la 

capacidad de interacción de ctHAS1 (1-320 aa) (sin etiqueta de 6xHis). Todas las proteínas empleadas proceden 

de Chaetomium thermophilum. En la parte superior de cada experimento (A, B y C) se indica el orden de unión 

de las distintas proteínas. 
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Como control negativo utilizamos la proteína ctHAS1 (1-320 aa) (sin etiqueta de 6xHis) y evaluamos 

su capacidad de interacción con 6xHis-CIC1. De acuerdo con lo esperado, no se detectó interacción 

entre ambas proteínas (Figura 4.27C), dado que según la información estructural disponible en 

levaduras, la proteína HAS1 interacciona con CIC1 a través de su región carboxi-terminal (Figura 

4.19B).  

 

En vista de los resultados obtenidos en los experimentos de precipitación e interferometría de 

biocapas (Figuras 4.26 y 4.27) se puede concluir que no existe interacción in vitro entre ctNOG1 y 

cteIF6 en las condiciones experimentales empleadas. En cuanto a ctHAS1 y ctCIC1, el ensayo de 

precipitación sugiere la posibilidad de que entre ambas proteínas se establezca una débil interacción 

(Figura 4.26A). Sin embargo, esta interacción no se observa en el correspondiente ensayo de 

interferometría de biocapa (Figura 4.27B). En conjunto, no se puede excluir la posibilidad de que 

ctHAS1 y ctCIC1 interaccionen, si bien dicha interacción sería de carácter débil y posiblemente 

transitorio. En caso de establecerse, este tipo de interacción no resulta idónea para el diseño de 

péptidos de interferencia, por lo que decidimos no priorizar esta línea de investigación.  

 

Por otro lado, la falta de interacción entre las proteínas ctNOG1 y cteIF6 podría explicar los 

resultados negativos obtenidos con el péptido TAT-NOG1 (351-412 aa) en los experimentos in vitro 

con células tumorales (Figura 4.17), en vista de los cuales decidimos no continuar con esta línea de 

investigación. La información estructural disponible (PDB ID: 3JCT y 6LU8) establece que NOG1 

y eIF6 interaccionan en el contexto del pre-ribosoma tanto en levaduras como en células humanas 

(Figura 4.14 y Tabla 4.1). Sin embargo, no hay información disponible acerca de la capacidad de 

estos dos factores de ensamblaje de interaccionar fuera del contexto pre-ribosómico. Las distintas 

hipótesis que podrían explicar estos resultados se detallarán en la sección de Discusión (apartado 

5.2).  

 

 

 

4.7   Diseño y evaluación in vitro de péptidos de interferencia dirigidos contra la interacción 

entre las proteínas Bop1 y WDR12 de Homo sapiens. 

 

4.7.1   Diseño de péptidos de interferencia dirigidos contra la interacción entre las proteínas 

Bop1 y WDR12 de Homo sapiens. 

 

Otra de las interacciones de interés en este trabajo es la establecida entre los factores de ensamblaje 

Bop1 y WDR12 en células humanas. Como se explica en la Introducción (apartado 1.1.4.2.2),  estas 

proteínas son homólogas de los factores de ensamblaje Erb1 y Ytm1 respectivamente, presentes en 

levaduras y Chaetomium thermophilum (Miles et al. 2005) (Orea-Ordóñez et al. 2021). El grupo 

dirigido por el Dr. Bravo ha logrado la resolución estructural mediante difracción de rayos X del 

heterodímero formado por Ytm1 y el dominio carboxi-terminal de Erb1 usando Chaetomium 

thermophilum como modelo experimental (Wegrecki et al. 2015). Estos resultados han permitido 

diseñar una serie de péptidos de interferencia dirigidos contra la interacción entre Erb1 y Ytm1 de 

Chaetomium thermophilum (Figura 4.28). Se determinó la capacidad de cada péptido de bloquear la 

formación de la interacción entre Erb1 y Ytm1 empleando las correspondientes proteínas aisladas   

(Orea-Ordóñez, Masiá, y Bravo 2021). Los péptidos 1 y 3, ambos derivados de la secuencia de Erb1, 

son los que mostraron los mejores resultados en esta etapa preliminar y fueron consecuentemente 

seleccionados para la realización de ensayos con líneas celulares derivadas de tumores humanos. 

Ambos péptidos interaccionan con Ytm1 mediante interacciones establecidas a través de la cadena 
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lateral de residuos de Glu (E) y Arg (R). En el caso del péptido 1 están implicados los aminoácidos 

Glu 481 y Arg 486, mientras que en el caso del péptido 3 están implicados los aminoácidos Arg 784 

y Glu 785 (Figura 4.28C). 

 

 

Figura 4.28: Diseño de péptidos de interferencia dirigidos contra la interacción entre Erb1 y Ytm1 de 

Chaetomium thermophilum. Partiendo de la resolución estructural del heterodímero formado por Erb1 (432-

801 aa) (azul) y Ytm1 (rosa) de Chaetomium thermophilum (Wegrecki et al. 2015), se diseñó una serie de seis 

péptidos de interferencia. Los tres primeros péptidos se corresponden con distintas secuencias de Erb1 (A), 

mientras que los tres últimos se corresponden con distintas secuencias de Ytm1 (B). Tras evaluar in vitro su 

capacidad de bloquear la formación del heterodímero Erb1-Ytm1 se seleccionaron los péptidos 1 y 3 para 

realizar ensayos en células tumorales humanas. C. Visión detallada mostrando los aminoácidos responsables 

de la interacción de los péptidos P1 y P3 con Ytm1. R: Arg, E: Glu. En (A), (B) y (C) los péptidos 1 y 3 se 

corresponden respectivamente con los péptidos P10hs y P11hs usados en este trabajo. PDB ID: 5CXB para 

todas las imágenes. 
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Dado el elevado grado de conservación entre Erb1 de Chaetomium thermophilum y Bop1 de Homo 

sapiens (44% de identidad y 62% de residuos que conservan características físico-químicas 

similares), consideramos viable trasladar los resultados obtenidos con las proteínas de Chaetomium 

thermophilum a células humanas. Para ello se sintetizaron los péptidos P10hs y P11hs, equivalentes 

de los péptidos 1 y 3 respectivamente y constituidos por la secuencia correspondiente de Bop1. Como 

puede comprobarse en la Figura 4.29, las secuencias de Erb1/Bop1 correspondientes a los péptidos 

P10hs y P11hs presentan diversos residuos conservados entre las especies Chaetomium 

thermophilum, Saccharomyces cerevisiae y Homo sapiens. Al igual que en el caso del péptido TAT-

NOG1 (351-412 aa), se adicionó la secuencia TAT en el extremo amino-terminal de cada péptido, a 

fin de dotarlos de penetrabilidad celular. 

 

 

Tabla 4.2: Secuencia de los péptidos de interferencia empleados en este trabajo. 
 

 

Aclaraciones: se marca en negrita la secuencia TAT y en rojo la secuencia de interferencia. La secuencia 

constituida por D-aa aparece subrayada. Se indica la secuencia de Bop1 a la que se corresponde cada péptido. 

 

 

Utilizamos asimismo el péptido TAT como control interno a fin de comprobar que la secuencia TAT 

por sí sola no provoca alteraciones en las células. Los resultados preliminares mostraron la eficacia 

de los péptidos P10hs y P11hs, que fueron capaces de disminuir la viabilidad de la línea celular 

HCT116 derivada de carcinoma de colon (Orea Ordóñez, L. (2022). Estructura y función del 

complejo PeBoW como modelo en el desarrollo de posibles herramientas terapéuticas [Tesis de 

doctorado]. Universidad Politécnica de Valencia). 

 

Decidimos ampliar estos resultados preliminares utilizando una gama más amplia de líneas celulares 

tumorales humanas. En concreto, hemos empleado la línea HCT116 en sus variantes silvestre y knock 

out para p53 (denominadas en adelante HCT116 p53+/+ y p53-/-) así como la línea celular Saos2 en 

su versión knock out para p53 (en adelante Saos2 p53-/-). La línea HCT116 deriva de carcinoma de 

colon (Brattain et al. 1981), mientras que las células Saos2 derivan de osteosarcoma (Rodan et al. 

1987). El objetivo al emplear estas líneas es determinar si el mecanismo por el que actúan estos 

péptidos es dependiente o independiente de p53. Tal y como se explica en la Introducción (apartado 

1.2.2.1), p53 es el principal mediador de los procesos de apoptosis celular derivados de la disrupción 

de la biogénesis ribosómica (Bursac et al. 2014) (Bustelo y Dosil 2018) (Turi et al. 2019). Sin 

embargo, este proceso puede estar mediado por otras proteínas reguladoras como p73 y cMyc 

(apartado 1.2.2.2) (Bursac et al. 2014) (Zhou et al. 2015).  

 

En este estudio utilizamos además una variante retro-inversa del péptido P10hs denominada péptido 

P10hsD (véase Tabla 4.2). Esta variante posee la misma secuencia de interferencia que el péptido 

P10hs, pero compuesta por los isómeros D correspondientes a cada aminoácido. Además, se ha 

invertido la orientación de la secuencia, de manera que el aminoácido que en el péptido P10hs ocupa 

la posición amino-terminal, en el péptido P10hD aparece ocupando la posición carboxilo-terminal, y 

viceversa. Los péptidos retro-inversos mantienen la misma disposición espacial de las cadenas 

laterales de los aminoácidos que los componen pero invierten la orientación del esqueleto 

Péptido Secuencia 

Aminoácidos (Bop1 de Homo 

sapiens) 

PTAT GRKKRRQRRRPQ - 

P11hs GRKKRRQRRRPQIFHPTQPWVF 725-734 

P10hs GRKKRRQRRRPQLWEVATARCVR 439-449 

P10hsD GRKKRRQRRRPQRVCRATAVEWL 449-439 
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hidrocarbonado con respecto al péptido original (Doti et al. 2021). Estos péptidos presentan la 

ventaja de ser más resistentes a la acción de proteasas, lo cual es importante para su aplicación clínica. 

En los ensayos preliminares realizados con el péptido P10hs, se observó una disminución de su 

eficacia a tiempos de incubación largos, lo que podría deberse a la degradación proteolítica de este 

péptido (Figura 4.30D)  (Orea Ordóñez, L. (2022). Estructura y función del complejo PeBoW como 

modelo en el desarrollo de posibles herramientas terapéuticas [Tesis de doctorado]. Universidad 

Politécnica de Valencia). Ante esta situación, decidimos evaluar la eficacia de la variante retro-

inversa del péptido P10hs en comparación con el péptido original.  

 

Para que la estrategia basada en el uso de péptidos retro-inversos resulte eficaz es esencial que el 

péptido interaccione con su proteína diana a través de las cadenas laterales de sus aminoácidos, con 

implicación mínima del esqueleto hidrocarbonado que invierte su orientación (Doti et al. 2021). El 

péptido P10hs es una forma homóloga del péptido P1 derivado de la proteína Erb1 de Chaetomium 

thermophilum (Figura 4.28). Según la información estructural disponible, en C. thermophilum el 

péptido P1 interacciona con Ytm1 a través de las cadenas laterales de sus aminoácidos Glu 481 y 

Arg 486, implicados en el establecimiento de interacciones electrostáticas. Concretamente el 

aminoácido Arg 486 juega un papel clave en la interacción de Erb1 de C. thermophilum con Ytm1 

(Wegrecki et al. 2015). No existen evidencias de la implicación de la cadena hidrocarbonada del 

péptido P1 en su interacción con Ytm1 (Figura 4.28C) (Orea-Ordóñez et al. 2021).  

 

 
Figura 4.29: Alineamiento de la secuencia de Erb1 de Saccharomyces cerevisiae y de Chaetomium 

thermophilum y la secuencia de Bop1 de Homo sapiens. Aparecen marcadas con un recuadro negro las 

secuencias correspondientes a los péptidos P10hs (homólogo del péptido P1 de Chaetomium thermophilum) y 

P11hs (homólogo del péptido P3 de C. thermophilum). Los aminoácidos conservados entre las tres especies 

aparecen resaltados en amarillo. Los aminoácidos implicados en el establecimiento de interacciones 

electrostáticas entre los péptidos P1/P3 y Ytm1 en C. thermophilum aparecen marcados con un asterisco (Orea-

Ordóñez et al. 2021). 
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Estos dos aminoácidos Glu 481 y Arg 486 se encuentran conservados en el péptido P10hs derivado 

de Bop1 (Figura 4.29). Estos datos preliminares avalan el uso de la variante retro-inversa del péptido 

P10hs en este trabajo. Los tres péptidos utilizados en este trabajo, P10hs, P10hsD y P11hs fueron 

sintetizados por la empresa Synpeptide (China). Los péptidos fueron disueltos en PBS estéril y 

almacenados a -20ºC hasta su uso (véase apartado 3.5.2). 

 

 

4.7.2    Evaluación in vitro de la capacidad de los péptidos P10hs, P10hsD y P11hs de 

disminuir la viabilidad de células humanas tumorales. 

 

A fin de probar la eficacia de los péptidos P10hs, P10hsD y P11hs como potenciales fármacos 

antitumorales, se ensayó su efecto sobre la viabilidad de la línea celular HCT116 derivada de 

carcinoma de colon (Brattain et al. 1981) en sus variantes p53+/+ y p53-/- y la línea celular Saos2 

derivada de osteosarcoma (Rodan et al. 1987) en su variante p53-/-. Se empleó el reactivo WST-1 

(Sigma Aldrich).  

 

Los resultados confirmaron la capacidad de los tres péptidos (P10hs, P10hsD y P11hs) de disminuir 

la viabilidad en estas tres líneas celulares tumorales de modo proporcional a la concentración de 

péptido utilizada y el tiempo de incubación empleado. Sin embargo, estos tres péptidos no muestran 

el mismo grado de eficacia. Como se puede ver en la Figura 4.30A, B y C, el más eficaz es el péptido 

P10hsD, y el menos eficaz es el péptido P11hs. La versión retro-inversa del péptido P10hs (péptido 

P10hsD) presenta una eficacia citotóxica superior a la del péptido P10hs. Este resultado sugiere que 

la cadena hidrocarbonada de los péptidos P10hs/P10hsD no juega un papel importante en su 

capacidad de unión a la proteína-diana WDR12, tal y como sugiere la información estructural 

disponible (Figura 4.28C) (Orea-Ordóñez et al. 2021). 

 

Por otro lado, al tratar la línea celular HCT116 p53+/+ con el péptido P10hs a 150 µM, observamos 

un descenso inicial de la viabilidad celular seguido de una recuperación de la viabilidad a partir de 

las 48 horas de tratamiento. En cambio, al utilizar el péptido P10hsD en las mismas condiciones, 

dicho aumento de viabilidad a partir de las 48 horas de tratamiento es significativamente menor 

(Figura 4.30D). Al emplear concentraciones bajas de péptido (50 y 100 µM), se observa una 

recuperación de la viabilidad a partir de las 48 horas al emplear tanto el péptido P10hs como el 

péptido P10hsD. Sin embargo, esta recuperación es menor en el caso del péptido P10hsD (Figura 

4.30D). 

 

Estos resultados sugieren que el P10hs sufre degradación proteolítica, lo cual podría explicar la 

pérdida de eficacia a tiempos largos de tratamiento. Por otro lado, nuestros resultados experimentales 

sugieren que el péptido P10hsD es más resistente a la degradación proteolítica que el péptido P10hs, 

dada su menor pérdida de eficacia a partir de las 48 horas de tratamiento (Figura 4.30D). El uso del 

péptido TAT en las mismas condiciones experimentales no provoca un descenso significativo de la 

viabilidad celular (ver Anexo 2D) . 
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Figura 4.30: Evaluación in vitro de la capacidad de los péptidos P10hs, P10hsD y P11hs de disminuir la 

viabilidad de células humanas tumorales. Se utilizaron las líneas celulares HCT116 p53+/+ (A), HCT116 

p53-/- (B) y la línea celular Saos2 p53-/- (C) que fueron incubadas con los péptidos P10hs, P10hsD y P11hs a 

las concentraciones y tiempos indicados. Se muestra el valor medio de tres réplicas experimentales ± SD. Se 

muestra el porcentaje de supervivencia celular en las distintas condiciones con respecto al control (constituido 

por células sin tratar). * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001 y **** P < 0,0001 con respecto al control. D. La 

línea celular HCT116 p53+/+ fue tratada con los péptidos P10hs o P10hsD empleando distintas 

concentraciones y tiempos de tratamiento. Los resultados fueron normalizados con respecto a un control 

constituido por células sin tratar. Se muestra el valor medio de tres réplicas experimentales ± SD. 
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En todos los experimentos de viabilidad realizados (Figura 4.30) se empleó el péptido TAT como 

control interno, a fin de comprobar que esta secuencia por sí sola no provoca un descenso 

significativo de la viabilidad celular (véase Anexo 2). En algunas condiciones (en células HCT116 

p53+/+ tratadas con P11hs a 400 µM durante 24 horas y en células HCT116 p53-/- tratadas con 

P11hs a 400 µM durante 24 y 72 horas) se da el caso de que el péptido TAT por sí solo muestra una 

mayor citotoxicidad que el péptido P11hs en las mismas condiciones (véase Figura 4.30A y B y 

Anexo 2A y B). Este hecho está en consonancia con la menor eficacia observada del péptido P11hs 

con respecto a los péptidos P10hs y P10hsD (Figura 4.30). También se da el caso de que el 

tratamiento de la línea celular HCT116 p53+/+ durante 24 horas con el péptido TAT a 200 µM resulta 

en aproximadamente el mismo descenso de viabilidad que el tratamiento con el péptido P10hs en las 

mismas condiciones (véase Figura 4.30A y Anexo 2 A). Este resultado podría explicarse por la menor 

eficacia relativa del péptido P10hs con respecto al péptido P10hsD (Figura 4.30). En las demás 

condiciones experimentales los péptidos P10hs, P10hsD y P11hs demostraron ser más eficaces que 

el péptido TAT para provocar descenso en la viabilidad celular. 

 

Por último, los resultados de estos experimentos indican que los tres péptidos desarrollados presentan 

efecto citotóxico independientemente de la expresión de p53. Estos sorprendentes resultados son 

interesantes dada la elevada tasa de inactivación que presenta p53 en los distintos tipos de cáncer 

humano (Joerger y Fersht 2016). 

 

 

4.7.3   Evaluación in vitro de la capacidad de los péptidos P10hs, P10hsD y P11hs de 

promover la apoptosis celular. 

Ante los sorprendentes resultados obtenidos en los ensayos de viabilidad celular (Figura 4.30), 

decidimos evaluar la capacidad de los péptidos P10hs, P10hsD y P11hs de activar los mecanismos 

de apoptosis celular mediada por caspasas. Las caspasas son un conjunto de enzimas cuya activación 

es un signo característico de los procesos de apoptosis celular que actúan por vía extrínseca e 

intrínseca (McArthur y Kile 2018).  

Los resultados preliminares obtenidos en experimentos de citometría de flujo y ensayos de viabilidad 

celular han mostrado que los péptidos P10hs y P11hs actúan provocando apoptosis en la línea celular 

HCT116 p53+/+ mediante activación de las caspasas 3 y 7 (Orea Ordóñez, L. (2022). Estructura y 

función del complejo PeBoW como modelo en el desarrollo de posibles herramientas terapéuticas 

[Tesis de doctorado]. Universidad Politécnica de Valencia). Decidimos ampliar estos resultados 

empleando las líneas celulares HCT116 y Saos2 en su versión knock out para p53. 

Para ello realizamos un ensayo in vitro de activación de caspasas 3 y 7 empleando el reactivo 

Caspase-Glo® 3/7  (Promega). Estas dos enzimas se encuentran en la confluencia de las vías 

intrínseca (mitocondrial) y extrínseca de activación de la apoptosis celular, por lo que su activación 

es proporcional a la activación global del proceso de apoptosis celular (McArthur y Kile 2018). Los 

resultados mostraron una activación de las caspasas 3 y 7 en células Saos2 p53-/- tratadas con los 

péptidos P10hs y P10hsD (Figuras 4.31). En el caso del péptido P10hsD, sin embargo, se observa 

una marcada activación de las caspasas 3 y 7 a concentraciones intermedias (50 y 75 µM), mientras 

que a 100 µM se observa una menor activación (Figura 4.31B).  
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Figura 4.31: Evaluación in vitro de la capacidad de los péptidos P10hs y P10hsD de activar la señalización 

mediada por caspasas en células Saos2 p53-/-. La línea celular Saos2 p53 -/- fue tratada con distintas 

concentraciones de los péptidos P10hs (A) y P10hsD (B) durante 24 horas. Transcurrido este tiempo se 

determinó el estado de activación de las caspasas 3 y 7 mediante el reactivo Caspase Glo® 3/7 (Promega). Los 

resultados se muestran como porcentaje de activación con respecto al control (constituido por células sin tratar). 

Se muestra el valor medio de al menos tres réplicas experimentales ± SD.  * P < 0,05; ** P < 0,01;                       

*** P < 0,001 y **** P < 0,0001 con respecto al control. 

 

Repetimos este experimento empleando la línea celular HCT116 p53-/- y los péptidos P10hs y P11hs. 

Los resultados (Figura 4.32A) mostraron que también en esta línea celular ambos péptidos actúan 

promoviendo la activación de las caspasas 3 y 7.  En este caso se emplean concentraciones de hasta 

150 µM en el caso del péptido P10hs y de hasta 400 µM en el caso del péptido P11hs. Por  último, 

realizamos un estudio de activación de caspasas mediante western blot empleando la línea celular 

HCT116 p53+/+ (Figura 4.32B), en el que se determina que el péptido P10hsD actúa promoviendo 

la activación de la caspasa 3 con la consecuente desaparición de la forma zimogénica pro-caspasa 3. 

Estos resultados preliminares deben confirmarse en futuros experimentos, en los que también se 

evaluará la capacidad del péptido P11hs de activar los mecanismos de apoptosis en células Saos2 

p53-/-, así como la capacidad del péptido P10hsD de provocar apoptosis en células HCT116 p53-/-. 

Todos los ensayos de activación de caspasas fueron realizados corrigiendo los correspondientes 

valores de activación de caspasas respecto a la supervivencia celular observada en cada condición de 

tratamiento. Para ello se realizaron dos experimentos en paralelo en los que se determinó el estado 

de activación de las caspasas 3/7 y el nivel de viabilidad celular empleando las mismas condiciones 

experimentales. En todos los casos se observa que el péptido TAT por sí solo no provoca alteraciones 

significativas en el estado de activación de las caspasas 3 y 7 (véase Figuras 4.31 y 4.32). 

Estos resultados complementan los datos obtenidos en los experimentos de viabilidad celular (Figura 

4.30), en los que se observa la capacidad de los tres péptidos de disiminuir la viabilidad de células 

tumorales humanas independientemente de la expresión de p53. En conjunto, estos datos (Figuras 

4.30, 4.31 y 4.32) sugieren que los péptidos P10hs, P10hsD y P11hs actúan disminuyendo la 

viabilidad y activando los mecanismos de apoptosis en células tumorales humanas de modo 

independiente a la expresión de p53.  
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Figura 4.32: Evaluación in vitro de la capacidad de los péptidos P10hs, P10hsD y P11hs de activar la 

señalización mediada por caspasas en células HCT116 p53+/+ y p53-/-. A. Activación in vitro de caspasas 

3 y 7 en la línea celular HCT116 p53 -/- tratada con distintas concentraciones de los péptidos P11hs y P10hs 

durante 24 horas. Transcurrido este tiempo se determinó el estado de activación de las caspasas 3 y 7 mediante 

el reactivo Caspase Glo® 3/7 (Promega). Los resultados se muestran como porcentaje de activación con 

respecto al control (constituido por células sin tratar). Se muestra el valor medio de tres réplicas experimentales 

± SD.  *** P < 0,001 y **** P < 0,0001 con respecto al control. B. Experimento de western Blot mostrando la 

activación de la caspasa 3 en células HCT116 p53+/+ tratadas con distintas concentraciones de P10hsD durante 

24 horas. Se muestra la disminución de la pro-caspasa 3 (32 KDa) tras el tratamiento de las células con el 

péptido P10hsD. 

 

4.7.4    Estudio de los mecanismos moleculares de actuación de los péptidos P10hs, P10hsD y 

P11hs. 

Ante los sorprendentes resultados obtenidos en los ensayos de viabilidad y activación de caspasas 

(Figuras 4.30, 4.31 y 4.32), decidimos estudiar los mecanismos alternativos a p53 por los que actúan 

estos péptidos. Para ello seleccionamos una serie de proteínas que han sido previamente relacionadas 

con la activación de los mecanismos de apoptosis en respuesta al estrés ribosómico (p21 y p73) así 

como con la promoción de la biogénesis ribosómica (cMyc). La proteína cMyc es uno de los mayores 

promotores de la biogénesis ribosómica actuando en las etapas iniciales de dicho proceso (van 

Riggelen et al. 2010). P73 es un regulador transcripcional perteneciente a la misma familia que p53. 

P73 presenta una serie de isoformas marcadas por la presencia o ausencia de un dominio de 

transactivación (denominado TA por transactivation domain) en su extremo amino-terminal debido 

al uso de dos promotores alternativos, así como por variaciones en su extremo carboxi-terminal 

debidas a procesos de splicing alternativo. Las isoformas de p73 que contienen el dominio TA 
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(denominadas isoformas TAp73) han sido relacionadas con la activación de los procesos de apoptosis 

celular independientes de p53 tras la disrupción de la biogénesis ribosómica (Zhou et al. 2015). La 

expresión de p21 es promovida por p53 y p73, ambos mediadores de la respuesta de estrés ribosómico 

(Lee y Thangue, 1999) (Ramos et al. 2020). Esta proteína ha sido relacionada con el bloqueo tanto 

del ciclo celular y como de los mecanismos de apoptosis (Ćmielová y Řezáčová 2011). Utilizamos 

la técnica de western blot a fin de detectar diferencias en el nivel de expresión de estas proteínas en 

células tratadas con diferentes concentraciones de los péptidos P10hs y  P10hsD.  

 

 
 

Figura 4.33: Estudio de los mecanismos moleculares de acción del péptido P10hsD en la línea celular 

HCT116 p53+/+.  Se trataron las células HCT116 p53 +/+ con distintas concentraciones del péptido P10hsD 

durante 48 horas. Se determinó mediante western Blot el nivel de expresión de las proteínas cMyc, p21 y p53 

(A) y p73 (B). En ambos casos se utilizó actina como control de carga. M: marcador de pesos moleculares. 

KDa: peso molecular en Kilo Dalton. 

 

El péptido P11hs fue descartado para estos experimentos debido a su menor capacidad de afectar a 

la viabilidad celular (Figura 4.30). Los resultados mostraron que no se produce variación en la 

expresión de cMyc en células HCT116 p53+/+ tratadas con P10hsD (Figura 4.33A). En células Saos2 

p53-/- se observa una ligera bajada en la expresión de cMyc tras ser tratadas con el péptido P10hs, 

pero esta disminución no resulta significativa (Figura 4.34B). Por otro lado, p53 no varía su expresión 

a nivel de proteína en células HCT116 p53+/+ tratadas con  el péptido P10hsD (Figura 4.33A). Este 

hecho constituye un indicio de que los péptidos desarrollados actúan por mecanismos independientes 

a la activación de p53. Por último, y de manera sorprendente, se observa una disminución en la 

expresión de p21 en células HCT116 p53+/+ ( Figura 4.33A) y HCT116 p53-/- (Figura 4.34A) 

tratadas con péptido P10hsD. Este efecto se observa más claramente en las células p53 -/- que en las 

p53+/+ (compárese Figuras 4.33A y 4.34A) lo cual podría relacionarse con el hecho de que p53 es 

un promotor de la expresión de p21 (Lee y Thangue, 1999). Estos resultados podrían explicarse por 

el hecho de que p21, además de actuar en el núcleo promoviendo el bloqueo del ciclo celular, actúa 

en el citoplasma inhibiendo la apoptosis celular mediante su interacción con la pro-caspasa 3 y el 

bloqueo de su función (Cazzalini et al. 2010) (Ćmielová y Řezáčová 2011).  
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Figura 4.34: Estudio de los mecanismos moleculares de acción de los péptidos P10hsD y P10hs en células 

knock out para p53.  Se trataron las células HCT116 p53 -/- (A) y Saos2 p53 -/- (B) con distintas 

concentraciones de los péptidos P10hsD y P10hs respectivamente durante 48 horas. Tras este periodo de 

incubación se determinó mediante western blot el nivel de expresión de las proteínas p21 y p53 (A) y cMyc 

(B). En ambos casos se utilizó actina como control de carga. 

 

Por último, observamos que tras el tratamiento de la línea celular HCT116 p53+/+ con distintas 

concentraciones de péptido P10hsD y la hibridazión con un anticuerpo anti-p73 aparecen distintas 

bandas con un tamaño comprendido entre los 68 y los 41 KDa (Figura 4.33B). Concretamente, 

observamos la aparición de una banda con un tamaño aproximado de 45 KDa en los tratamientos con 

P10hsD a 20 y 50 µM y que no se observa en la condición de control (células sin tratamiento). Sin 

embargo, esta banda no se observa en células HCT116 p53+/+ tratadas con P10hsD a 100 µM. 

Además, su tamaño no coincide con el tamaño esperado para p73, cuyas distintas isoformas se sitúan 

en torno a los 73 KDa. Este resultado, por tanto, no nos permite concluir que p73 esté implicado en 

el mecanismo molecular de actuación del péptido P10hsD. Nuestros resultados suguieren que el 

anticuerpo utilizado no resulta adecuado para la detección de las distintas isoformas que presenta 

esta proteína, por lo que nos planteamos repetir el experimento empleando un anticuerpo distinto.  

 

 

 

4.7.5   Estudio del efecto combinado de los péptidos P10hsD y P11hs sobre la línea celular 

HCT116 p53+/+. 

 

A continuación estudiamos el resultado de la combinación de los péptidos P10hsD y P11hs sobre la 

viabilidad de la línea celular HCT116 p53+/+. Para este experimento se descartó el uso del péptido 

P10hs debido a su menor eficacia sobre la viabilidad celular con respecto al péptido P10hsD (Figura 

4.30). Los resultados mostraron que el péptido P10hsD individualmente provoca citotoxicidad al ser 

empleado a elevada concentración (100 µM), pero no a concentraciones más bajas (25, 50 y 75 µM) 

(Figura 4.35A). Estos resultados concuerdan parcialmente con los datos mostrados en la Figura 

4.30A, en la que se observa que tras tratar la línea celular HCT116 p53+/+ durante 48 horas con  20 

ó 50 µM de péptido P10hsD se produce una ligera disminución en la viabilidad celular que, sin 
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embargo, no resulta estadísticamente significativa. En la Figura 4.35A, no se observa disminución 

de la viabilidad celular tras tratar las células HCT116 p53+/+ con P10hsD a 25 y 50 µM. Por otro 

lado, al utilizar el péptido P10hsD a una concentración de 100 µM sí se observa un efecto 

significativo sobre la viabilidad de esta línea celular en ambos experimentos (Figuras 4.30A y 

4.35A).  

 

 

Figura 4.35: Evaluación del efecto combinado de los péptidos P10hsD y P11hs sobre la línea celular 

HCT116 p53 +/+. Esta línea celular fue tratada con distintas concentraciones del péptido P10hsD (A) y con 

péptido P11hs a 300 µM combinado con distintas concentraciones de péptido P10hsD (B) durante 48 horas. 

Transcurrido este tiempo se determinó la viabilidad celular mediante el reactivo WST-1. Se muestra el valor 

medio de tres réplicas experimentales ± SD. Los resultados se muestran como porcentaje de supervivencia con 

respecto al control (constituido por células sin tratar). * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001 y **** P < 0,0001 

con respecto al control o bien entre los tratamientos indicados mediante barras. 

 

 

 

Por otro lado, la combinación de ambos péptidos P11hs a 300 µM y P10hsD a 75 y 100 µM se traduce 

en una disminución de la viabilidad celular considerablemente mayor que la observada con 

cualquiera de los dos tratamientos por separado (Figura 4.35B). Tras realizar el correspondiente 

estudio estadístico mediante el test ANOVA se determinó que existe una diferencia estadísticamente 

significativa de la viabilidad celular (P < 0,0001) entre el tratamiento con P11hs a 300 µM y los 

tratamientos combinados con P11hs 300 µM y P10hsD a las concentraciones de 75 y 100 µM. Este 

resultado sugiere que la combinación de ambos péptidos P10hsD y P11hs implica una mejora 
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significativa en términos de disminución global de la viabilidad celular. Por lo tanto, ambos péptidos 

podrían administrarse de manera simultánea como parte del mismo tratamiento. 

 

 

4.8    Combinación de los péptidos P10hsD y P11hs con fármacos de quimioterapia usados 

en la actualidad. 

 

Como se explica en el apartado 1.2.2 de la Introducción, los fármacos de quimioterapia utilizados en 

la actualidad basan su acción principalmente en provocar daño en el ADN (genotoxicidad). Este 

mecanismo de acción da lugar a importantes efectos secundarios derivados del daño que provocan 

sobre las células sanas del organismo (Partridge, Burstein, y Winer 2001) (van den Boogaard, 

Komninos, y Vermeij 2022). Los péptidos de interferencia evaluados en este trabajo nos ofrecen una 

nueva estrategia terapéutica antitumoral que presenta la ventaja de su carácter no genotóxico. Esta 

propiedad ha sido analizada experimentalmente mediante ensayos de detección de fosforilación de 

la histona H2A.X, un marcador característico de daño al ADN celular (Dickey et al. 2009), en células 

HCT116 p53+/+ tratadas con los péptidos P10hs y P11hs. Los resultados preliminares muestran que 

estos dos péptidos no provocan daño al ADN en esta línea celular (Orea Ordóñez, L. (2022). 

Estructura y función del complejo PeBoW como modelo en el desarrollo de posibles herramientas 

terapéuticas [Tesis de doctorado]. Universidad Politécnica de Valencia).  

 

Tras comprobar la capacidad de estos péptidos, y en especial del péptido P10hsD de disminuir de 

manera significativa la viabilidad de las líneas celulares tumorales HCT116 p53+/+ y p53-/- así como 

Saos2 p53-/- (Figura 4.30), decidimos comprobar el efecto que tienen estos péptidos al ser 

combinados con distintos fármacos de quimioterapia usados en la práctica clínica actual. Elegimos 

para ello los fármacos quimioterapéuticos oxaliplatino y ciclofosfamida. El oxaliplatino es un 

derivado de platino de tercera generación ampliamente utilizado en el tratamiento del cáncer 

colorrectal en sus estadíos avanzados (Boyer et al. 2004) (Toscano et al. 2007) (Jensen et al. 2015). 

La ciclofosfamida es un fármaco antineoplásico utilizado en el tratamiento de diversos tipos de 

cáncer tales como el cáncer de mama, cáncer de ovarios, linfomas y cánceres pediátricos (Emadi, 

Jones, y Brodsky 2009). Ambos fármacos fueron originalmente descritos como genotóxicos, es decir, 

fármacos que actúan provocando daño al ADN celular. La ciclofosfamida es un agente alquilante del 

ADN (Emadi et al. 2009), mientras que el oxaliplatino actúa formando metalocomplejos con el ADN 

(Woynarowski et al. 2000) (Faivre et al. 2003).  

 

El segundo criterio utilizado para la selección de estos fármacos se relaciona con la distinta 

sensibilidad o resistencia que muestran las líneas celulares empleadas en este trabajo. Según los datos 

publicados en la literatura, la línea celular HCT116 (en su variante silvestre) muestra resistencia a la 

acción de la ciclofosfamida (Elmenoufy et al. 2020) (Weilbeer et al. 2022). También está 

documentada la resistencia de la línea celular Saos2 (silvestre) al tratamiento con ciclofosfamida 

(Evdokiou et al. 2002).  Estos datos son corroborados por la información obtenida en la base de datos 

GDSC (Yang et al. 2012). Por otro lado, la expresión de p53 se correlaciona con una mayor 

sensibilidad al oxaliplatino en la línea celular HCT116, mientras que la ausencia de expresión de p53 

(células HCT116 p53-/-) se correlaciona con una mayor resistencia a la acción de este fármaco 

(Boyer et al. 2004) (Toscano et al. 2007). La línea celular Saos2 (en su variante silvestre), se muestra 

resistente a la acción del oxaliplatino, según datos depositados en la base de datos GDSC (Yang et 

al. 2012). 
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Nuestro objetivo experimental consistió en determinar si los péptidos de interferencia desarrollados 

frente a la interacción Bop1-WDR12 son eficaces en el tratamiento in vitro de células tumorales 

humanas resistentes a ciertos fármacos de quimioterapia (ciclosfosfamida). Por otro lado, 

pretendíamos determinar si los mismos péptidos son capaces de actuar en combinación con un 

fármaco quimioterapéutico genotóxico (oxaliplatino) disminuyendo la cantidad de dicho fármaco 

necesaria para provocar un efecto citotóxico. Esta estrategia permitiría disminuir los efectos 

secundarios nocivos derivados del uso de dicho fármaco genotóxico en la práctica clínica.  

 

Figura 4.36: Evaluación del efecto citotóxico de los fármacos de quimioterapia oxaliplatino y 

ciclofosfamida.  A. Las líneas celulares HCT116 p53 +/+ y p53 -/- se trataron con distintas concentraciones 

de oxaliplatino durante 48 horas. B. Las líneas celulares HCT116 p53 +/+ y Saos2 p53 -/- se trataron con 

distintas concentraciones de ciclofosfamida durante 48 horas. En (A) y (B) se cuantificó la viabilidad celular 

tras el tiempo de tratamiento mediante el reactivo WST-1. Los resultados se muestran como porcentaje de 

supervivencia con respecto al control (constituido por células sin tratar). Se muestra el valor medio de tres 

réplicas experimentales ± SD. C. Las líneas celulares HCT116 p53 +/+ y p53 -/- fueron tratadas durante 48 

horas con las concentraciones indicadas de oxaliplatino. Se determinó el nivel de expresión de las proteínas 

p21, p53 y actina (control de carga) mediante los anticuerpos correspondientes. 
 

 

A fin de abordar estos objetivos experimentales empezamos estudiando el grado de resistencia o 

sensibilidad de las tres líneas celulares utilizadas en este trabajo (HCT116 p53+/+, HCT116 p53-/- y 

Saos2 p53-/-) frente a la acción de la ciclofosfamida y el oxaliplatino. Para ello llevamos a cabo 

ensayos de viabilidad celular en los que tratamos a las distintas líneas celulares con concentraciones 

crecientes de estos dos fármacos quimioterapéuticos durante 48 horas. Se determinó el grado de 

viabilidad celular en cada condición empleando el reactivo WST-1 y se relativizaron los resultados 

con respecto a un control  sin tratar.  
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Los resultados (Figura 4.36A y B) confirmaron los datos disponibles en la literatura (Boyer et al. 

2004)  (Toscano et al. 2007). La línea celular HCT116 se mostró sensible a la acción del oxaliplatino 

de un modo dependiente de la expresión de p53. Así, las células HCT116 p53+/+ mostraron una 

mayor sensibilidad (menor supervivencia) que las células HCT116 p53-/- (Figura 4.36A). Por otro 

lado, la ciclofosfamida no provoca un descenso significativo de la viabilidad celular  en las líneas 

HCT116 p53 +/+ y Saos2 p53-/- (Figura 4.36B). Estos resultados  concuerdan con los datos 

disponibles en la literatura (Evdokiou et al. 2002) (Elmenoufy et al. 2020) (Weilbeer et al. 2022).   

 

En vista de estos resultados seleccionamos las concentraciones de oxaliplatino y ciclofosfamida 

adecuadas para la realización de posteriores experimentos. En el caso del oxaliplatino, decidimos 

tratar a las células HCT116 p53 +/+ con una concentración 2,5 µM de este fármaco, mientras que 

para las células HCT116 p53 -/- seleccionamos la concentración de 15 µM. Esta decisión se basó en 

el hecho de que ambas concentraciones suponen una reducción  de aproximadamente el 50% de la 

viabilidad de las respectivas líneas celulares con respecto a las células control sin tratar (Figura 4.36 

A). La línea celular Saos2 p53 -/- se trató con 15 µM de oxaliplatino, de manera homóloga a las 

células HCT116 p53-/-. En el caso de la ciclofosfamida seleccionamos la concentración de 350 µM 

al ser la concentración a la que se observa una mayor resistencia en ambas líneas celulares testadas 

(HCT116 p53+/+ y Saos2 p53-/-) (Figura 4.36B).  

 

Según la información disponible en la literatura, el oxaliplatino actúa sobre la línea celular HCT116 

silvestre provocando la estabilización de p53 (inhibición de su degradación proteolítica) y el 

consecuente aumento de expresión de p21 (Toscano et al. 2007). Decidimos corroborar este 

mecanismo de acción en nuestras condiciones experimentales. Para ello tratamos la línea celular 

HCT116 en sus variantes p53 +/+ y p53 -/- con las concentraciones apropiadas de oxaliplatino (2,5 

y 15 µM respectivamente) durante 48 horas. Transcurrido este tiempo determinamos mediante 

western blot el nivel de expresión de las proteínas p53 y p21. 

 

Los resultados mostraron que el oxaliplatino actúa en las células HCT116 p53 +/+ induciendo una 

acumulación de p53 y p21, de acuerdo con la información disponible en la literatura (Toscano et al. 

2007). Por el contrario, en la línea celular HCT116 p53 -/- no se observa acumulación de p21 ni de 

p53 (Figura 4.36C). Actualmente se desconocen las vías alternativas por las que actúa el oxaliplatino 

en células HCT116 p53 -/-, aunque se ha apuntado a una posible implicación de las distintas 

isoformas de p73 (Toscano et al. 2007) (San Millán et al. 2015).  

 

 

 

4.8.1     Combinación de los péptidos P10hsD y P11hs con oxaliplatino en células tumorales 

humanas. 

 

Nuestro siguiente paso fue llevar a cabo experimentos de viabilidad celular empleando distintas 

combinaciones de péptidos de interferencia (P10hsD y P11hs) y oxaliplatino en las líneas celulares 

HCT116 p53 +/+ y p53 -/-. El péptido P10hs se descartó para estos experimentos debido a su menor 

eficacia con respecto al péptido P10hsD (Figura 4.30). Se empleó el péptido P10hsD a una 

concentración de 100 µM, y el péptido P11hs a 400 µM. Estas dos concentraciones fueron 

seleccionadas en base a que ambas provocan un descenso significativo de la viabilidad en las líneas 

celulares HCT116 p53 +/+ y p53 -/- (Figura 4.30). 
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Los resultados mostraron que tanto el péptido P10hsD como el péptido P11hs son capaces de actuar 

de forma combinada con el oxaliplatino en células HCT116 independientemente del estatus de p53 

(Figura 4.37). Este tratamiento combinado tiene un efecto sobre la viabilidad celular mayor que 

cualquiera de los dos tratamientos por separado, dando lugar a diferencias estadísticamente 

significativas. En estos y sucesivos experimentos se empleó el péptido TAT como control interno, 

comprobando que éste peptido por sí solo no provoca una alteración significativa de la viabilidad 

celular.  

 

Figura 4.37.  Evaluación del efecto combinado del oxaliplatino y los péptidos P10hsD y P11hs sobre la 

viabilidad celular. Se empleó la línea celular HCT116 p53 +/+ que fue tratada con el péptido P10hsD (A) o 

bien con el péptido P11hs (C) de manera individual o en combinación con oxaliplatino. La línea celular 

HCT116 p53-/- fue tratada con el péptido P10hsD (B) o bien con el péptido P11hs (D) de manera individual o 

en combinación con oxaliplatino. Tras 48 horas de tratamiento se cuantificó el estado de viabilidad celular 

mediante el reactivo WST-1 en los diferentes experimentos. Se muestra el valor medio de al menos 9 réplicas 

experimentales ± SD.  Los resultados se muestran como porcentaje de supervivencia con respecto al control 

(constituido por células sin tratar). * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001 y **** P < 0,0001 al comparar las 

condiciones indicadas mediante barras. OXA = oxaliplatino. 
 

 

Estos resultados sugieren que los péptidos P10hsD y P11hs podrían utilizarse en combinación con el 

oxaliplatino como tratamiento antitumoral, particularmente en el tratamiento del cáncer colorrectal, 

del que derivan las células HCT116 utilizadas en este ensayo (Brattain et al. 1981). El oxaliplatino 

es uno de los fármacos más utilizados en el tratamiento de este tipo de cáncer (McQuade et al. 2017). 

Además, este tratamiento combinado podría ser útil en un contexto tumoral en el que p53 se 
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encuentre ausente o mutado, dada la observada eficacia in vitro en células HCT116 p53-/- (Figura 

4.37 B, D).  

 

Decidimos ampliar estos experimentos empleando la línea celular Saos2 p53 -/-. Los resultados 

(Figura 4.38) muestran que esta línea celular es resistente a la acción del oxaliplatino empleando una 

concentración 15 µM de este fármaco. Este resultado concuerda con la información disponible en la 

base de datos GDSC (Yang et al. 2012) en la que se muestra que la línea celular Saos2 (en su versión 

silvestre) es resistente a la acción del oxaliplatino, con un valor de EC50 calculado de 428,73 µM. 

Cabría esperar que la versión p53 knock out de esta línea celular presentase una resistencia todavía 

mayor a la acción del oxaliplatino, dado el papel central que ejerce p53 en la regulación de la 

apoptosis celular en respuesta a los tratamientos de quimioterapia (Joerger y Fersht 2016).  

 

Por otro lado, los resultados de la Figura 4.38 sugieren que el péptido P10hsD podría resultar efectivo 

en líneas celulares resistentes a ciertos tipos de quimioterapia, como es el caso de las células Saos2 

p53-/- resistentes al tratamiento con oxaliplatino. Se abre así la posibilidad de usar este péptido en 

tumores refractarios a los fármacos de quimioterapia usados en la primera línea de tratamiento (ver 

apartado 4.8.2 y Discusión apartados 5.3.4 y 5.3.5). 

 

 
 

Los resultados obtenidos al combinar oxaliplatino con P10hsD y P11hs en células HCT116 p53 +/+ 

y p53 -/- (Figura 4.37) nos impulsaron a evaluar si efectivamente el uso de estos péptidos sirve para 

disminuir la concentración de oxaliplatino necesaria para alcanzar un efecto citotóxico sobre las 

células tumorales. Para ello realizamos nuevos experimentos de viabilidad celular en los que 

combinamos el péptido P10hsD a una concentración fija (100 µM) con concentraciones decrecientes 

de oxaliplatino en células HCT116 p53+/+ y p53-/-.  

 

Los resultados mostraron que en todas las concentraciones de oxaliplatino empleadas la adición de 

P10hsD disminuye significativamente la viabilidad celular con respecto al tratamiento individual con 

oxaliplatino. Este efecto se observa en ambas líneas celulares HCT116 p53 +/+ y p53-/- (Figura 

4.39). En nuestras condiciones experimentales observamos que el uso del péptido P10hsD permite 

disminuir considerablemente la concentración de oxaliplatino manteniendo el mismo efecto 

citotóxico sobre las células tumorales. En el caso de la línea celular HCT116 p53 +/+, es posible 

disminuir la concentración de oxaliplatino de 2,5 µM a 0,75 µM, es decir, se alcanza una reducción 

del 70%. En la línea celular HCT116 p53 -/- esta reducción alcanza el 67 % (de 15 µM a 5 µM). En 

Figura 4.38: Evaluación del efecto 

combinado del péptido P10hsD y 

el oxaliplatino en la línea celular 

Saos2 p53 -/-. Las células Saos2 

p53-/- se trataron durante 48 horas 

con oxaliplatino 15 µM y/o P10hsD 

100 µM. Tras el tratamiento se 

determinó la viabilidad celular en 

cada condición mediante el reactivo 

WST-1. Se muestra el valor medio 

de nueve réplicas experimentales ± 

SD. **** P < 0,0001 al comparar las 

condiciones indicadas mediante 

barras. OXA = oxaliplatino. 
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ambas líneas celulares se observa una mayor viabilidad celular a medida que disminuye la 

concentración de oxaliplatino empleado individualmente, mientras que al combinar oxaliplatino + 

P10hsD a 100 µM este aumento progresivo de viabilidad no se produce. Este efecto es más evidente 

en las células HCT116 p53+/+ (Figura 4.39A) que en la variante p53-/- (Figura 4.39B). Esta 

diferencia podría deberse al hecho de que la línea celular HCT116 p53+/+ es más sensible al 

tratamiento con oxaliplatino (Figura 4.36A). 

 

Figura 4.39.  Evaluación de la capacidad del péptido P10hsD de disminuir la concentración de 

oxaliplatino necesaria para provocar citotoxicidad. Las líneas celulares HCT116 p53 +/+ (A) y p53 -/- (B) 

fueron tratadas durante 48 horas con oxaliplatino y/o P10hsD en las concentraciones indicadas. Se cuantificó 

la viabilidad celular mediante el reactivo WST-1. Se presenta el valor medio de al menos 6 réplicas 

experimentales ± SD. Los datos se muestran como porcentaje de supervivencia con respecto al control, 

constituido por células sin tratar. * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001 y **** P < 0,0001 entre las condiciones 

experimentales indicadas mediante barras. OXA = oxaliplatino. 
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4.8.2    Combinación del péptido P10hsD con ciclofosfamida en células tumorales humanas. 

 

A continuación llevamos a cabo experimentos análogos a los descritos en el apartado 4.8.1 en los 

que evaluamos el efecto individual y combinado del péptido P10hsD  y la ciclofosfamida sobre la 

viabilidad de las tres líneas celulares utilizadas en este trabajo. El objetivo de este experimento es 

determinar si este péptido de interferencia resulta efectivo en el tratamiento in vitro de un cultivo de 

células tumorales resistentes a la acción de la ciclofosfamida. Los datos disponibles en la literatura 

establecen que ambas líneas celulares HCT116 y Saos2 en su forma silvestre son resistentes al 

tratamiento con ciclofosfamida (Evdokiou et al. 2002) (Elmenoufy et al. 2020) (Weilbeer et al. 

2022). Estos datos fueron corroborados mediante un ensayo de viabilidad celular empleando las 

células HCT116 p53+/+ y Saos p53-/- tratadas con un amplio rango de concentraciones de 

ciclofosfamida (Figura 4.36B). 

 

 

Figura 4.40.  Evaluación del efecto combinado del péptido P10hsD y la ciclofosfamida sobre la viabilidad 

de células tumorales. Las líneas celulares HCT116 p53 +/+ y p53 -/- así como Saos2 p53 -/- fueron tratadas 

con el péptido P10hsD y/o ciclofosfamida durante 48 horas. Se cuantificó la viabilidad celular mediante el 

reactivo WST-1. Se muestra el valor medio de 9 réplicas experimentales ± SD. Los resultados se presentan 

como porcentaje de viabilidad con respecto al control (constituido por células sin tratar). **** P < 0,0001 entre 

los tratamientos indicados mediante barras. CPM = ciclofosfamida. 
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Los resultados (Figura 4.40) mostraron que las tres líneas celulares son resistentes a la acción 

individual de la ciclofosfamida y sensibles a la acción del péptido P10hsD. El tratamiento combinado 

con ciclofosfamida y péptido P10hsD no produce un descenso significativo de la viabilidad celular 

con respecto al uso del péptido P10hsD de manera individual. Estos resultados permiten confirmar 

que el péptido P10hsD podría constituir una potencial herramienta terapéutica alternativa en tumores 

refractarios a determinados fármacos de quimioterapia usados en la clínica. Hemos visto también 

esta situación en la línea celular Saos2 p53 -/- que se muestra resistente al oxaliplatino en nuestras 

condiciones experimentales, pero sin embargo es sensible a la acción del péptido P10hsD (Figura 

4.38).  

 

Dado que la quimio resistencia es uno de los mayores problemas con los que se enfrenta el 

tratamiento oncológico actual (Yuan et al. 2017)(Zheng 2017)(Palliyage, Ghosh, y Rojanasakul 

2020), resulta importante el desarrollo de estrategias terapéuticas alternativas ante este problema. 
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5. Discusión. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

144 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

145 
 

5.1 Evaluación de los factores de ensamblaje ctNOC2, ctNOG1 y ctMAK5 como 

potenciales dianas para el desarrollo de péptidos de interferencia. 

 

5.1.1    Producción y caracterización in vitro de los factores de ensamblaje ctNOC2, 

ctNOG1 y ctMAK5. 

El objetivo de esta tesis doctoral es la búsqueda y evaluación de nuevas estrategias antitumorales 

basadas en el uso de péptidos de interferencia contra interacciones específicas entre factores de 

ensamblaje ribosómicos. Como se ha explicado en la Introducción (apartado 1.1), la biogénesis de la 

subunidad 60S ribosómica implica la participación de más de 200 factores de ensamblaje diferentes 

(Woolford y Baserga 2013), que constituyen potenciales dianas terapéuticas. Para alcanzar este 

objetivo general resulta esencial seleccionar interacciones binarias entre factores de ensamblaje cuya 

disrupción provoque una respuesta terapéutica. 

El primer objetivo de este trabajo ha sido el estudio de los factores de ensamblaje NOC2, NOG1 y 

MAK5 de Chaetomium thermophilum como potenciales dianas para el desarrollo de péptidos de 

interferencia. Estos factores de ensamblaje están implicados en distintas etapas de la biosíntesis de 

la subunidad 60S (Milkereit et al. 2001) (Milkereit et al. 2003) (Chen et al. 2017)  (Brüning et al. 

2018) (Klingauf-Nerurkar et al. 2020) (Ismail et al. 2022).  Diversos estudios de interactómica 

realizados en levaduras documentan la interacción entre estas tres proteínas utilizando el método de 

purificación en tándem (Saveanu et al. 2003) (Ohmayer et al. 2013) (Ohmayer et al. 2015) (Brüning 

et al. 2018) (Zisser et al. 2018). Esta información preliminar nos decidió a considerar estas proteínas 

como candidatas para el desarrollo de péptidos de interferencia.  

Utilizamos Chaetomium thermophilum como organismo modelo para el estudio de estos tres factores 

de ensamblaje. Utilizamos Escherichia coli como organismo de expresión heteróloga. En el caso de 

MAK5, decidimos generar una forma truncada de esta proteína eliminando una serie de aminoácidos 

en sus extremos amino y carboxi-terminal (6xHis-MAK5 (192-616 aa)). El objetivo es generar una 

proteína más estable y por lo tanto más fácilmente cristalizable (Figura 4.5). El mismo objetivo 

justifica la generación de la forma truncada 6xHis-NOC2 (1-771 aa) (Figura 4.2). El programa 

bioinformático Alphafold, especializado en la predicción de la estructura tridimensional de proteínas 

(Jumper et al. 2021) no asigna una estructura tridimensional definida a las regiones 1-191 y 617-767 

de la proteína MAK5 de Chaetomium thermophilum. Lo mismo sucede con los aminoácidos 772-

788 de la proteína NOC2 de C. thermophilum. Estos resultados sugieren que dichas regiones podrían 

corresponderse con regiones desordenadas, de acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo 

mediante el programa IUPred (Erdős et al. 2021)(véase Figuras 4.2A y 4.5A) 

 

Una vez obtenidas las proteínas de interés, las sometimos a una serie de ensayos empleando técnicas 

bioquímicas y biofísicas destinadas a caracterizar su funcionalidad y estabilidad. Comprobamos así 

que las construcciones 6xHis-MAK5 (192-616 aa) y MBP-NOG1 presentan actividad enzimática 

(ATPasa y GTPasa respectivamente) (Figuras 4.7 y 4.9). La proteína 6xHis-NOG1 también presenta 

actividad GTPasa (Anexo 3). La actividad ATPasa de MAK5 ha sido previamente descrita en 

levaduras (Brüning et al. 2018). Sin embargo, hasta la fecha no se ha descrito la actividad enzimática 

de la proteína homóloga de MAK5 en Chaetomium thermophilum. En este trabajo demostramos que 

los aminoácidos 1-191 y 617-767 correspondientes a los extremos amino y carboxi-terminal de esta 

proteína no son esenciales para su actividad enzimática (Figura 4.7). Este resultado concuerda con el 

hecho de que los nueve motivos de secuencia propios de las ATPasas de la familia DEAD, que son 
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responsables de su actividad catalítica (Cordin et al. 2006) están presentes en la construcción 6xHis-

MAK5 (192-616 aa) (Figura 4.8).  

Hasta la fecha no hay datos publicados en relación a la actividad GTPasa in vitro de NOG1. Sin 

embargo, experimentos de mutagénesis dirigida realizados tanto con la proteína NOG1 de ratón 

como con su forma homóloga en levaduras sugieren que dicha actividad enzimática es esencial para 

que NOG1 pueda llevar a cabo su función en el contexto de la biogénesis ribosómica (Lapik et al. 

2007) (Klingauf-Nerurkar et al. 2020). Asimismo, se ha sugerido que el factor de ensamblaje Nsa2 

podría estar implicado en la modulación de la actividad enzimática de NOG1 y su capacidad de 

reciclarse desde el citoplasma al núcleo (Paternoga et al. 2020). En este estudio hemos logrado 

determinar in vitro la actividad catalítica del factor de ensamblaje NOG1 de Chaetomium 

thermophilum (Figura 4.9), demostrando que presenta actividad GTPasa proporcional a la 

concentración de GTP presente en el medio.  Esta actividad enzimática también se observa en el caso 

de la proteína 6xHis-NOG1 (Anexo 3). Estos experimentos demuestran que ambos factores de 

ensamblaje (ctNOG1 y ctMAK5 (192-616 aa)) son funcionales en las condiciones experimentales 

empleadas en este trabajo. 

El factor de ensamblaje NOC2 de Chaetomium thermophilum no posee una actividad enzimática que 

pueda ser cuantificada. Como alternativa para llevar a cabo su caracterización, decidimos estudiar su 

estabilidad mediante la técnica de termoflúor (Pantoliano et al. 2001). Los resultados mostraron que 

la forma truncada 6xHis-NOC2 (1-771 aa) presenta estabilidad térmica en las distintas condiciones 

experimentales empleadas (Figura 4.10).  La condición A5 (150 mM de NaCl, 100 mM de MES pH 

6,5) es la que más se asemeja a las condiciones experimentales que hemos empleado para la 

purificación de esta construcción (50 mM MES pH 6,5; 150 mM NaCl, 5% (v/v) glicerol, 2 mM β-

mercaptoetanol). En dicho punto experimental, la construcción 6xHis-NOC2 (1-771 aa) presenta una 

temperatura de fusión de 48,93º y 48,74ºC en las dos réplicas experimentales respectivamente. Se 

puede concluir por tanto que la construcción 6xHis-NOC2 (1-771 aa) es estable en las condiciones 

experimentales empleadas para su purificación. Sin embargo, este experimento muestra la existencia 

de condiciones experimentales en las que la construcción 6xHis-NOC2 (1-771 aa) alcanza una mayor 

estabilidad térmica (condiciones A3, A8, B4, C4, C7, D5 y D8) mientras que en otros casos la 

estabilidad térmica es menor (condiciones A1 y C10). En el caso de la condición C10, esta menor 

estabilidad podría deberse al empleo de ZnCl2 y CoCl2 como aditivos, los cuales no se emplean en 

ninguna otra condición del ensayo (véase Tabla 3.7). 

Respecto a la baja estabilidad observada en la condición A1 (150 mM NaCl, 100 mM acetato sódico 

pH 4,5), las condiciones B1(150 mM NaCl, tampón 1x SPG pH 4,5) y B7 (150 mM NaCl, tampón 

1x MMT pH 4,5) tienen una composición idéntica con la excepción del tampón empleado en cada 

caso. A diferencia de A1, las condiciones B1 y B7 presentan una mayor estabilidad que se traduce 

en unos valores de temperatura de fusión más elevados (Figura 4.10). Estos resultados sugieren que 

la baja estabilidad observada en la condición A1 podría deberse al empleo de acetato sódico como 

tampón. El análisis de las condiciones en las que 6xHis-NOC2 (1-771 aa) se muestra más estable 

(véase Figura 4.10 y Tabla 3.7) sugiere que el tampón HEPES a pH 7,5 es favorable a la estabilidad 

de esta proteína. Concretamente, las condiciones C1-C7 en las que se obtiene una temperatura de 

fusión en torno a los 50º C, emplean este tampón en combinación con NaCl y glicerol. La elección 

del tampón MES pH 6,5 para la purificación de 6xHis-NOC2 (1-771 aa) estuvo motivada por la 

necesidad de emplear en el proceso de purificación un pH significativamente por debajo del punto 

isoeléctrico teórico de esta construcción, a fin de poder llevar a cabo la cromatografía de intercambio 

catiónico (Figura 4.3). El punto isoeléctrico de la construcción 6xHis-MAK5 (192-616 aa) es de 8,19 

calculado mediante ProtParam (Gasteiger et al. 2005).  En futuros experimentos se considerará el 
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empleo del tampón HEPES pH 7,5 para la purificación de esta proteína, así como el empleo de 

técnicas cromatográficas alternativas, como la cromatografía de exclusión molecular. 

Las construcciones 6xHis-NOG1 y 6xHis-MAK5 (192-616 aa) también fueron sometidas al ensayo 

de termoflúor a fin de determinar las condiciones óptimas que garanticen su estabilidad térmica. En 

el caso de 6xHis-MAK5 (192-616 aa), los resultados mostraron que esta construcción presenta una 

menor estabilidad térmica en comparación con las construcciones 6xHis-NOC2 (1-771 aa) y 6xHis-

NOG1 (compárese Figura 4. 11 con Figuras 4.10 y 4.12). La condición C5 (150 mM de NaCl, 100 

mM de HEPES pH 7,5 y 5% (v/v) de glicerol), es la que más se asemeja a las condiciones empleadas 

para la purificación de 6xHis-MAK5 (192-616 aa) (50 mM HEPES pH 7,5; 150 mM NaCl, 5% (v/v) 

glicerol, 2 mM β-mercaptoetanol). En estas condiciones esta construcción es estable, mostrando una 

temperatura de fusión de 53,04 y 49,9 ºC en ambas réplicas experimentales. Las condiciones C2, C3 

y C4 muestran una estabilidad similar a la condición C5. Estos resultados nos permiten confirmar la 

estabilidad de 6xHis-MAK5 (192-616 aa) en tampón HEPES pH 7,5 empleado en las condiciones 

C2-C5 (véase Tabla 3.7).   

La construcción 6xHis-MAK5 (192-616 aa) muestra sin embargo una mayor estabilidad térmica en 

la condición B12, mientras que en las condiciones A8, B5, B6 y B9 esta construcción muestra menor 

estabilidad (Figura 4.11).  La condición B12 se caracteriza por el empleo del tampón MMT (ácido 

málico, MES y Tris en proporción 1:2:2) a pH 9. Por otro lado, la condición B9 presenta la misma 

composición que la B12 con la excepción de que el pH es de 6,5 en vez de 9 (véase Tabla 3.7). El 

punto isoeléctrico teórico de la construcción 6xHis-MAK5 (192-616 aa) es de 8,82, calculado 

mediante ProtParam (Expasy) (Gasteiger et al. 2005). Estos resultados podrían indicar que esta 

construcción es más estable a un pH cercano a su punto isoeléctrico. Se considerará el uso de estas 

condiciones en futuros experimentos realizados con esta construcción.  

En comparación con la forma completa de MAK5 (construcción GST-MAK5), la forma truncada 

6xHis-MAK5 (192-616 aa) muestra una menor estabilidad global en el experimento de termoflúor 

(compárese Figura 4.11 y Anexo 5). Sin embargo, la construcción 6xHis-MAK5 (192-616 aa) se 

muestra más estable que GST-MAK5 en determinadas condiciones (A4, A5, B10, B12 y C4; ver 

Anexo 7), lo cual podría favorecer la formación de cristales al emplear dichas condiciones en los 

cribados de cristalización (ver más abajo). En la condición C5 (150 mM de NaCl, 100 mM de HEPES 

pH 7,5 y 5% (v/v) de glicerol), que es la que más se asemeja a las condiciones de purificación 

empleadas con ambas construcciones, ambas presentan una buena estabilidad térmica, con valores 

de temperatura de fusión de 53,04/49,9 ºC para 6xHis-MAK5 (192-616 aa) y de 51,73/51,69 ºC para 

GST-MAK5. En conjunto se puede concluir que la delección de regiones específicas en los extremos 

amino y carboxi-terminal de MAK5 no favorece la estabilidad de esta proteína de manera global, 

aunque sí podría favorecerla en determinadas condiciones experimentales.  

Por último, la construcción 6xHis-NOG1 muestra una estabilidad térmica similar en las distintas 

condiciones experimentales empleadas en el ensayo (Figura 4.12). La condición A9 (150 mM NaCl, 

100 mM Tris pH 8) es la que más se asemeja a las condiciones de purificación de la construcción 

6xHis-NOG1 empleadas en este trabajo (50 mM Tris pH 8, 150 mM NaCl, 5% (v/v) glicerol, 2 mM 

β-mercaptoetanol). En esta condición 6xHis-NOG1 muestra una buena estabilidad térmica (Figura 

4.12) con una temperatura de fusión de 46,16 y 45,34ºC en las dos réplicas experimentales 

respectivamente. Se demuestra así la estabilidad de la construcción 6xHis-NOG1 en las condiciones 

empleadas para su purificación. Por otro lado, en las condiciones A1 y C8 la construcción 6xHis-

NOG1 muestra una menor estabilidad térmica con respecto a la condición A9. Estos resultados 
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podrían deberse al uso de MgCl2 (condición C8) y al empleo de un pH demasiado ácido (condición 

A1). 

Los factores de ensamblaje NOC2, NOG1 y MAK5 no han sido resueltos estructuralmente en 

Chaetomium thermophilum, si bien en el caso de NOG1 existen estructuras resueltas de 

Saccharomyces cerevisiae y Homo sapiens (Wu et al. 2016) (Liang et al. 2020). Ante esta falta de 

datos estructurales, llevamos a cabo una serie de ensayos de cristalización empleando diferentes 

cribados comerciales (véase Tablas 4.1, 4.2, 4.3 y 4.4).  

En el caso de la construcción 6xHis-MAK5 (192-616 aa) se empleó el tampón MMT a pH 9 (que 

favorece la estabilidad térmica de esta proteína, véase Figura 4.11) en el cribado PACT. El tampón 

HEPES pH 7,5 (utilizado para la purificación de 6xHis-MAK5 (192-616 aa)) es empleado 

asiduamente en todos los cribados realizados con esta construcción (JBS I y II, Cs I y II, MIDAS, 

PACT, Wizard I y II).  

Las condiciones A4 (150 mM NaCl, 100 mM cacodilato pH 6,5), A5 (150 mM NaCl, 100 mM MES 

pH 6,5), C4 (100 mM HEPES pH 7,5; 500 mM NaCl) y B10/B12 (150 mM NaCl, tampón MMT pH 

7,5/9) favorecen la estabilidad de 6xHis-MAK5 (192-616 aa) con respecto a GST-MAK5 (véase 

Anexo 7). Estas condiciones están incluidas en los distintos cribados de cristalización empleados con 

la construcción 6xHis-MAK5 (192-616 aa) (cribado PACT en el caso de B10/B12; cribados JBS I, 

JBS II, Cs I y II y JCSG+ en el caso de A5; cribados JBS I y II, Cs I y II, MIDAS, PACT, Wizard I 

y II en el caso de C4; cribados Cs I y II, y Wizard I y II en el caso de A4).  

En el caso de la construcción 6xHis-NOC2 (1-771 aa) los resultados del experimento de termoflúor 

muestran que esta proteína es estable en tampón HEPES pH 7,5 (Figura 4.10). Este tampón se utiliza 

ampliamente en los distintos cribados de cristalización realizados con esta construcción, así como 

con su forma no truncada 6xHis-NOC2. Por otro lado, el tampón MES a pH 6,5; utilizado en este 

trabajo para la purificación de la construcción 6xHis-NOC2 (1-771 aa) es utilizado en los cribados 

comerciales JBS I, JBS II, Cs I y II y JCSG+. Los cribados PACT, MIDAS y Wizard I y II emplean 

a su vez el tampón MES pH 6. En cuanto a la construcción 6xHis-NOG1, el tampón Tris a pH 8 

(empleado para la purificación de 6xHis-NOG1 en este trabajo) es utilizado en los cribados 

comerciales MIDAS y PACT; mientras que los cribados JBS I y II, Cs I y II, Index y Wizard I y II 

utilizan el tampón Tris a pH 8,5. Se puede concluir, por tanto, que las condiciones experimentales 

que favorecen la estabilidad de las distintas construcciones empleadas en este trabajo se incluyen en 

los distintos cribados de cristalización utilizados. 

Por desgracia, estos cribados de cristalización no arrojaron resultados satisfactorios, no pudiéndose 

obtener cristales de ninguna de las construcciones de interés. Una explicación a este resultado podría 

ser la necesidad de aumentar la concentración de las distintas construcciones empleadas en los 

cribados de cristalización. En este sentido, cabe señalar algunas conclusiones relativas al porcentaje 

de precipitados observado en los distintos cribados de cristalización realizados. La aparición de 

precipitados se corresponde con el estadio final del proceso de supersaturación, cuando la proteína 

está demasiado concentrada para formar cristales, mientras que las condiciones correspondientes a 

la región lábil menos concentrada favorecen la nucleación (formación de cristales) (Luft, Wolfley, 

and Snell 2011). Por esta razón, en este trabajo consideramos un indicio favorable la aparición de 

precipitados en aproximadamente un 50% de las condiciones de cristalización correspondientes a un 

determinado cribado. 

En el caso de la construcción 6xHis-MAK5 (192-616 aa), al emplear los cribados PACT, Wizard I y 

II y JCSG+ se observa la aparición de precipitados en un porcentaje superior al 30% de condiciones 
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experimentales. Este porcentaje sube al 50% en el caso del cribado PACT. En cambio, al emplear 

los cribados JBS I y II y MIDAS no se observan precipitados. Empleando el cribado Cs I y II se 

observa una baja cantidad de precipitados (17%). 

En el caso de la construcción 6xHis-NOG1 observamos la aparición de un 50% de precipitados al 

emplear los cribados de cristalización MIDAS y JBS I, empleando en ambos casos la proteína de 

interés a una concentración de 19,3 mg/ml. En el caso de la construcción 6xHis-NOC2 (1-771 aa) se 

observó la aparición de un 50% de precipitados en los cribados JBS II (25 mg/ml), JBS I (25 y 31,9 

mg/ml), Cs I y II (25 mg/ml) e Index (25 mg/ml). Por último, en el caso de la construcción 6xHis-

NOC2 solamente en el cribado JBS II empleando una concentración de 34,18 mg/ml de proteína 

observamos un porcentaje alto de precipitados (74%). En el resto de cribados realizados con esta 

construcción no se observan precipitados o se observa un porcentaje bajo de precipitados (inferior al 

50% de condiciones experimentales). En su conjunto, estos resultados sugieren la necesidad de 

realizar nuevos ensayos de cristalización empleando mayores concentraciones de las construcciones 

de interés. En el caso de la construcción 6xHis-NOG1, la información estructural disponible en otros 

organismos (Saccharomyces cerevisiae, Homo sapiens) se deriva de experimentos de crio-

microscopía electrónica que permitieron resolver la estructura tridimensional de ésta proteína en el 

contexto pre-ribosómico (Wu et al. 2016) (Liang et al. 2020). Sin embargo, hasta la fecha no se ha 

logrado la resolución estructural de esta proteína fuera del pre-ribosoma. Resulta por tanto relevante 

determinar la estructura que presenta este factor de ensamblaje en su forma aislada, a fin de 

comprobar la presencia de posibles cambios con respecto a la estructura que presenta en el contexto 

pre-ribosómico. 

Actualmente estamos trabajando en la realización de cribados de cristalización empleando mayores 

concentraciones de las distintas construcciones de interés. Paralelamente, nos planteamos la 

búsqueda de ligandos alternativos para los factores de ensamblaje NOG1, eIF6, HAS1 y CIC1, a fin 

de intentar la cristalización de los complejos correspondientes. También nos planteamos la 

posibilidad de utilizar técnicas alternativas tales como SAXS (Small Angle X-ray Scattering) o crio-

microscopía electrónica para la resolución estructural de las proteínas de interés. La primera técnica 

permite obtener envolturas de baja resolución de complejos multiproteicos y proteínas aisladas en 

solución, siendo especialmente útil para monitorizar cambios en el estado de oligomerización de un 

complejo o para el estudio de estructuras con variabilidad conformacional (Tuukkanen, Spilotros, y 

Svergun 2017). La segunda técnica resulta especialmente útil para la cristalización de grandes 

complejos pre-ribosómicos (Wu et al. 2016) (Kater et al. 2017) (Sanghai et al. 2018) (Pöll et al. 

2021), pero su utilidad es menor para el presente caso, que requiere la resolución estructural de 

proteínas aisladas. 

 

5.1.2   Análisis de las posibles interacciones establecidas entre los factores de ensamblaje 

NOC2, NOG1 y MAK5 de Chaetomium thermophilum. 

Una vez evaluada la funcionalidad de las proteínas de interés, nuestro siguiente paso consistió en 

evaluar las posibles interacciones establecidas entre ellas. Para ello llevamos a cabo un experimento 

in vitro empleando la técnica de interferometría de biocapas (BLI). Mediante esta técnica no pudimos 

observar interacciones entre estas tres proteínas en nuestras condiciones experimentales (Figura 

4.13). Nuestros resultados, por tanto, no se corresponden con los datos disponibles en relación al 

comportamiento de estas proteínas en levaduras (Saveanu et al. 2003)  (Ohmayer et al. 2013) 

(Ohmayer et al. 2015) (Brüning et al. 2018) (Zisser et al. 2018). 
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Existen diferentes explicaciones posibles para esta divergencia. La primera de ellas implicaría que 

los tres factores de ensamblaje NOC2, NOG1 y MAK5 de Chaetomium thermophilum no 

interaccionan directamente.  Los resultados obtenidos en levaduras que avalan la interacción entre 

estas tres proteínas han sido obtenidos mediante el método de purificación en tándem (TAP TAG). 

Este método constituye una herramienta muy útil para la identificación de interacciones proteína-

proteína, lo cual ha permitido llevar a cabo estudios masivos empleando el genoma completo de 

Saccharomyces cerevisiae (Gavin et al. 2002) (Gavin et al. 2006). Sin embargo, los resultados 

obtenidos mediante esta técnica no permiten inferir que dos proteínas estén interaccionando 

directamente.  

Esta técnica se basa en la purificación de complejos formados por diversas proteínas que se unen a 

una proteína de interés marcada con una secuencia TAP (Puig et al. 2001), pero no analiza en detalle 

las interacciones que se establecen entre cada una de las proteínas co-purificadas y la proteína de 

interés. Dicha interacción puede estar mediada por otras proteínas o, en el contexto del pre-ribosoma, 

por el ARN ribosómico (Caillet et al. 2019). En el caso de los factores de ensamblaje ctNOC2, 

ctNOG1 y ctMAK5, la observada ausencia de interacción in vitro en nuestras condiciones 

experimentales puede explicarse asumiendo que las tres proteínas sólo interaccionan en el contexto 

del pre-ribosoma. En dicho contexto su interacción podría ser indirecta, estando mediada por otras 

proteínas o factores de ensamblaje ribosómicos, o bien por el ARN ribosómico. En este sentido está 

descrita la capacidad de MAK5 de levaduras de interaccionar in vivo con el ARN ribosómico, 

concretamente con el dominio II del ARNr 25S (Brüning et al. 2018). Por otro lado, NOG1 en el 

contexto del pre-ribosoma de levaduras ejerce una función esencial en la maduración del túnel de 

salida polipeptídico, lo que implica la reorganización espacial de la hélice 74  del ARN ribosómico 

25S (Wilson et al. 2020). Mediante el análisis de estructuras pre-ribosómicas resueltas y depositadas 

en el PDB empleando el programa PDBe PISA (Krissinel y Henrick 2007) hemos determinado la 

capacidad de NOG1 de levaduras y humanos de interaccionar con los ARNr 25S y 5,8S en el contexto 

del pre-ribosoma (Tabla 5.1). 

MAK5 es un factor de ensamblaje nucleolar (Zagulski et al. 2003) (Zisser et al. 2018), mientras que 

NOC2 fue inicialmente descrito como un factor de ensamblaje presente en el nucléolo y el 

nucleoplasma (Milkereit et al. 2001). Sin embargo, en posteriores trabajos NOC2 es considerado un 

factor de ensamblaje nucleolar (Zisser et al. 2018) al que se relaciona con las primeras etapas de 

procesamiento co-transcripcional del pre-ARNr (Khoshnevis et al. 2019). Por su parte, NOG1 se 

distribuye entre el nucléolo, el nucleoplasma y el citoplasma, siendo uno de los factores de 

ensamblaje que se exportan al citoplasma junto con la partícula pre-60S y posteriormente es reciclado 

al núcleo (Zisser et al. 2018) (Klingauf-Nerurkar et al. 2020). Está documentado que NOC2 y MAK5 

co-purifican con NOG1-TAP en experimentos de purificación en tándem (Saveanu et al. 2003), 

mientras que MAK5 co-purifica en experimentos de purificación en tándem que emplean NOC2 

como cebo (Zisser et al. 2018). Se sugiere así que estos tres factores de ensamblaje podrían coincidir 

formando parte de los mismos intermediarios de la partícula 60S durante su maduración inicial en el 

nucléolo, aunque posiblemente no establezcan entre sí interacciones directas. 

Otra posibilidad sería que estos tres factores de ensamblaje presenten una conformación estructural 

distinta fuera y dentro del pre-ribosoma. Esta diferencia conformacional les permitiría establecer las 

interacciones correspondientes en la partícula pre-60S que, sin embargo, no podrían ser reproducidas 

al utilizar las proteínas aisladas en un experimento in vitro como el que hemos realizado en este 

trabajo (Figura 4.13). Esta hipótesis se ve apoyada por el hecho de que en humanos NOG1 presenta 

una extensa región carboxi-terminal desplegada (véase Figura 4.14). Esta región desplegada también 

se observa en la forma homóloga de este factor de ensamblaje en levaduras (Wu et al. 2016). Se ha 
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postulado que esta región flexible experimenta cambios conformacionales durante la maduración de 

la subunidad 60S, concretamente insertándose y posteriormente escindiéndose del túnel de salida 

polipeptídico (Klingauf-Nerurkar et al. 2020). Se ha estipulado que el extremo carboxi-terminal de 

NOG1 juega un papel esencial en la maduración del túnel de salida polipeptídico en levaduras 

(Wilson et al. 2020).  Las estructuras tridimensionales de NOG1 de que se dispone en la actualidad 

han sido obtenidas mediante experimentos de crio-microscopía electrónica empleando la partícula 

pre-60S de levaduras y humanos en sus distintas etapas de maduración (Leidig et al. 2014) (Wu et 

al. 2016) (Kater et al. 2017) (Liang et al. 2020) (Pöll et al. 2021). En estas estructuras el extremo 

carboxi-terminal de NOG1 de levaduras y de su forma homóloga GTPBP4 en Homo sapiens aparece 

en una conformación extendida estableciendo interacciones con diversos factores de ensamblaje y 

proteínas ribosómicas (Wu et al. 2016) (Liang et al. 2020). La Tabla 4.1 ofrece un resumen de las 

interacciones que establece NOG1 y su forma humana homóloga GTPBP4 con otros factores de 

ensamblaje ribosómicos en el contexto de la partícula pre-60S. Además, NOG1 interacciona con las 

proteínas ribosómicas uL3, uL4, uL22, eL19 y eL22 en levaduras (Wu et al. 2016). En Homo sapiens 

se han identificado interacciones entre GTPBP4 y las proteínas ribosómicas  eL3, uL4, uL22, eL19, 

eL22, eL31, eL37 y eL39 (Liang et al. 2020). 

Actualmente no se dispone de información acerca de la estructura que presenta esta proteína fuera 

del pre-ribosoma. Es posible por tanto que este factor de ensamblaje, y en particular su región 

carboxi-terminal, adopte una conformación distinta dentro y fuera del pre-ribosoma, condicionando 

con ello su posibilidad de interaccionar con otros factores de ensamblaje. 

Por último, es posible que la interacción entre los factores de ensamblaje ctNOC2, ctNOG1 y 

ctMAK5 requiera la presencia de determinadas modificaciones post-traduccionales que no son 

introducidas por Escherichia coli, el organismo usado en este trabajo para la expresión heteróloga de 

las construcciones de interés. A pesar de sus múltiples ventajas como organismo de expresión 

heteróloga, una de las desventajas derivadas del uso Escherichia coli es que carece de muchos de los 

sistemas de modificación post-traduccional propios de organismos eucariotas (Sahdev, Khattar, y 

Saini 2008) (McElwain et al. 2022). En contraposición a esto, ciertos estudios establecen que 

Escherichia coli puede llevar a cabo la fosforilación de proteínas heterólogas en residuos específicos 

(Yang y Liu 2004) (Mijakovic 2006).  

No existe información relativa a la presencia de modificaciones post-traduccionales en las proteínas 

NOC2, NOG1 y MAK5 de Chaetomium thermophilum.  Sin embargo, estos tres factores de 

ensamblaje poseen diversos sitios de fosforilación documentados en sus formas homólogas de 

Saccharomyces cerevisiae. Concretamente, NOG1 de levaduras presenta tres sitios de fosforilación 

en Ser 350 (Gnad et al. 2009), Tyr 558 (Holt et al. 2009) y Ser 563 (Holt et al. 2009). Por su parte, 

la proteína NOC2 de levaduras presenta sitios de fosforilación en residuos de Ser en posición 70, 

149, 160,166, 698 y 708 (Gnad et al. 2009) (Holt et al. 2009), así como en Ser 695 (Helbig et al. 

2010).  

Por último, MAK5 en levaduras presenta sitios de fosforilación en Ser 95 (Albuquerque et al. 2008), 

Thr 135 (Holt et al. 2009), Ser 138 (Holt et al. 2009), Ser 436 (Helbig et al. 2010), Ser 575 

(Albuquerque et al. 2008), Ser 678 (Albuquerque et al. 2008), Ser 686 (Helbig et al. 2010) y Ser 688 

(Albuquerque et al. 2008). 

Toda esta información relativa a la modificación post-traduccional de NOG1, NOC2 y MAK5 

procede de estudios de análisis masivo del fosfoproteoma de levaduras basados en el uso de 

espectrometría de masas. Sin embargo, ninguna de estas modificaciones post-traduccionales ha sido 
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hasta ahora estudiada en el contexto de la maduración del ribosoma y se desconoce, por tanto, si 

resultan necesarias para garantizar el correcto funcionamiento de estos tres factores de ensamblaje 

en el proceso de biogénesis ribosomal. En vista de esta posibilidad, se podría abordar en el futuro la 

producción de estas tres proteínas usando células de mamífero, capaces de introducir diversas 

modificaciones post-traduccionales (Wurm 2004) (Walsh 2010) y analizar de nuevo su capacidad de 

interacción. En caso de observar interacciones entre las proteínas obtenidas de este modo, se podría 

considerar la posibilidad de que la introducción de modificaciones post-traduccionales en estos tres 

factores de ensamblaje esté implicada en su capacidad para interaccionar entre sí. Surgiría así la 

necesidad de determinar cuáles son las modificaciones necesarias para el establecimiento de 

interacciones entre estas tres proteínas.   

Por último, hay que tener en cuenta la posible implicación del denominado proceso de crowding o 

saturación molecular en la interacción entre los factores de ensamblaje ctNOC2, ctNOG1 y ctMAK5 

en el contexto intracelular. El citoplasma, núcleo y orgánulos tanto de células procariotas como 

eucariotas se caracteriza por presentar una elevada concentración de macromoléculas (proteínas, 

polisacáridos, ADN, ARN, complejos multiproteicos y ribonucleoproteicos). Se calcula que el núcleo 

de células eucariotas contiene una concentración total de 100-400 mg/ml de biomoléculas, mientras 

que en el interior de los orgánulos nucleares esta concentración se estima en 100-200 mg/ml (Nakano, 

Miyoshi, y Sugimoto 2014). 

Esta situación modifica drásticamente el comportamiento de las proteínas individuales, afectando a 

su estructura, plegamiento, estabilidad conformacional, actividad enzimática, y también a su 

capacidad de establecer interacciones con otras proteínas presentes en el medio intracelular. 

Concretamente, se ha observado que la presencia de una elevada concentración de moléculas en el 

medio intracelular actúa favoreciendo diversas interacciones entre proteínas individuales o 

complejos macromoleculares (Kuznetsova, Turoverov, y Uversky 2014).  Concretamente se ha 

descrito que esta elevada concentración de biomoléculas actúa favoreciendo la interacción entre las 

subunidades 30S y 50S para formar el ribosoma completo 70S en Escherichia coli (Zimmerman y 

Trach 1988). De manera similar, la saturación molecular es responsable de la formación de una gran 

variedad de orgánulos no membranosos tanto en el citoplasma como en el nucleoplasma (Shav-Tal 

et al. 2005) (Kuznetsova et al. 2014). Sería posible, por tanto, que la saturación molecular 

característica del medio intranuclear favorezca la interacción entre los factores de ensamblaje 

ctNOC2, ctNOG1 y ctMAK5 en el contexto de la formación del pre-ribosoma. Estas interacciones, 

sin embargo, no podrían ser reproducidas en un experimento in vitro como el que se ha realizado en 

este trabajo, en el que la concentración de biomoléculas en el medio es mucho menor. 

Una posible manera de modelar las condiciones de saturación molecular que se dan en el medio 

intracelular es mediante la adición al medio experimental de agentes  inertes de saturación tales como 

polietilenglicol (PEG), dextrano, Ficol o proteínas inertes (Kuznetsova et al. 2014). Podría 

considerarse en el futuro emplear esta estrategia para comprobar la posibilidad de que la interacción 

entre los factores de ensamblaje ctNOC2, ctNOG1 y ctMAK5 sea dependiente del proceso de 

saturación molecular. 

 

5.2 Selección y evaluación de otras interacciones binarias entre factores de ensamblaje 

ribosómicos que constituyan potenciales dianas terapéuticas. 

Tal y como se ha descrito en el apartado 4.4 de la sección de Resultados, realizamos una búsqueda 

en el Protein Data Bank (PDB) que nos permitió seleccionar las interacciones establecidas entre los 
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factores de ensamblaje NOG1-eIF6 y HAS1-CIC1 como potenciales dianas terapéuticas para el 

desarrollo de péptidos de interferencia.  Según los datos publicados, estos factores de ensamblaje 

forman interacciones en el seno de la partícula pre-60S de levaduras (Wu et al. 2016) (Sanghai et al. 

2018). En el caso de la interacción NOG1-eIF6, ésta también se ha observado en partículas pre-60S 

de Homo sapiens (Liang et al. 2020). Sin embargo, no hay disponible información acerca de si estas 

interacciones pueden establecerse fuera del pre-ribosoma. 

Utilizando la información estructural disponible en el PDB diseñamos un péptido dirigido contra la 

interacción entre NOG1 y eIF6 en células humanas (péptido TAT-NOG1 (351-412 aa)). Utilizamos 

la secuencia TAT, derivada del virus de la inmunodeficiencia humana (Chauhan et al. 2007)  a fin 

de dotar a este péptido de penetrabilidad celular. Evaluamos in vitro la actividad citotóxica de este 

péptido sobre un cultivo de células humanas tumorales derivadas de carcinoma de colon (línea celular 

HCT116 p53+/+) (Figura 4.17). Los resultados mostraron que el péptido desarrollado no altera el 

crecimiento de esta línea celular en las condiciones experimentales empleadas.  

Ante este resultado decidimos evaluar in vitro la capacidad de interacción de las proteínas implicadas 

(NOG1 y eIF6), así como de la otra pareja de proteínas seleccionada previamente (HAS1 y CIC1). 

Como paso previo llevamos a cabo la clonación, sobre-expresión y purificación de las formas 

homólogas de eIF6, CIC1 y HAS1 de Chaetomium thermophilum (proteínas cteIF6, ctCIC1 y 

ctHAS1). Generamos así las construcciones 6xHis-eIF6, 6xHis-CIC1 y MBP-HAS1. Generamos 

asimismo una forma truncada correspondiente al dominio amino-terminal de ctHAS1 (6xHis-HAS1 

(1-320 aa)) que, según la información estructural disponible en levaduras, se corresponde con la 

región de esta proteína que no está implicada en su interacción con ctCIC1 (Figura 4.19B). Mediante 

ensayos de actividad enzimática comprobamos la funcionalidad de ctHAS1 y su forma truncada 

ctHAS1 (1-320 aa) (Figura 4.22A, B). Comprobamos asimismo mediante la técnica de termoflúor 

que las construcciones 6xHis-eIF6 y 6xHis-CIC1 presentan estabilidad térmica en las condiciones 

empleadas para su purificación (Figuras 4.24 y 4.25 respectivamente).  

La condición C5 del ensayo de termoflúor (100 mM Hepes pH 7,5; 150 mM NaCl, 5% glicerol) es 

la que más se asemeja a las condiciones experimentales empleadas para la purificación de ambas 

construcciones. En esta condición tanto 6xHis-CIC1 como 6xHis-eIF6 se muestran estables con 

temperaturas de fusión de 57,86/55,78ºC en el caso de 6xHis-CIC1 y de 44,92/45,53ºC en el caso de 

6xHis-eIF6.  

En el caso de la construcción 6xHis-eIF6 se observa que las condiciones experimentales B5 (150 

mM NaCl, tampón succinato-fosfato-glicina pH 8) y B12 (150 mM NaCl, tampón MMT pH 9) 

presentan una temperatura de fusión superior a la condición C5, mientras que en el caso de 6xHis-

CIC1 esto sucede con la condición B12 (150 mM NaCl, tampón MMT pH 9). Decidimos sin embargo 

mantener las condiciones experimentales inicialmente empleadas para la purificación de ambas 

construcciones puesto que empleando estas condiciones (50 mM HEPES pH 7,5; 150 mM NaCl, 5% 

glicerol, 2 mM β-mercaptoetanol) ambas son solubles y presentan buenos rendimientos de 

purificación. En futuros experimentos podría considerarse el uso de estas condiciones alternativas en 

las que se observa una mayor estabilidad de cada construcción. 

En el caso de la construcción 6xHis-CIC1 se observa que en las condiciones experimentales A8 (150 

mM NaCl, 100 mM tampón fosfato pH 7,5), B9 (150 mM NaCl, 1x MMT pH 6,5) y C9 (150 mM 

NaCl, 100 mM HEPES pH 7,5 y 1 mM CacCl2) esta proteína es más inestable (presenta una menor 

temperatura de fusión) que en la condición C5. Esto podría deberse al uso de tampón fosfato 

(condición A8) y CaCl2 (condición C9). En ninguna otra condición del cribado de termoflúor (véase 
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Tabla 3.7) se emplean estos dos aditivos. En cuanto a la condición B9, su composición es idéntica a 

la condición B12 (en la que 6xHis-CIC1 muestra la máxima estabilidad) con la excepción de la 

diferencia de pH. Dado el elevado punto isoeléctrico de esta construcción (9,57 calculado mediante 

ProtParam  (Gasteiger et al. 2005) ), los resultados sugieren que un pH similar a su punto isoeléctrico 

favorece la estabilidad de esta proteína en presencia de tampón MMT. Esta situación también se ha 

observado con la construcción 6xHis-MAK5 (192-616 aa) (véase apartado 5.1.1). 

Una conclusión interesante que puede extraerse de los ensayos de termoflúor realizados en este 

trabajo (Figuras 4.10, 4.11, 4.12, 4.24 y 4.25) es que la condición experimental B12 (150 mM NaCl, 

tampón MMT pH 9) favorece la estabilidad térmica de tres de las cinco construcciones empleadas 

(6xHis-MAK5 (192-616 aa), 6xHis-CIC1 y 6xHis-eIF6). En adelante se considerará el uso de estas 

condiciones para la purificación de estas tres construcciones. 

El siguiente paso consistió en analizar la capacidad de las proteínas purificadas de interaccionar in 

vitro empleando para ello dos técnicas complementarias (interferometría de biocapas y ensayos de 

precipitación). Sorprendentemente, los resultados nos indicaron que en las condiciones 

experimentales empleadas no se establece interacción entre las proteínas ctNOG1 y cteIF6 (Figuras 

4.26B y 4.27A). En el caso de las proteínas ctHAS1 y ctCIC1, nuestros resultados sugieren la 

existencia de una interacción débil y transitoria entre estas dos proteínas (Figura 4.26A), que sin 

embargo no se reproduce en un ensayo de interferometría de bio-capas (Figura 4.27B). Esta posible 

interacción debe ser confirmada en futuros experimentos.  

La falta de interacción observada en nuestras condiciones experimentales entre los factores de 

ensamblaje ctNOG1 y cteIF6 podría explicar los resultados negativos obtenidos en los experimentos 

realizados empleando el péptido de interferencia TAT-NOG1 (351-412 aa) sobre la línea celular 

HCT116 (Figura 4.17). La secuencia TAT ha sido utilizada con éxito para la internalización de 

proteínas de diversos tamaños  (Fawell et al. 1994) (Vázquez et al. 2003) (Klein et al. 2004) (Ozaki 

et al. 2004). Recientemente, hemos utilizado con éxito esta secuencia para la internalización en 

células humanas de péptidos de interferencia dirigidos contra la interacción Bop1-WDR12 (Orea 

Ordóñez, L. (2022). Estructura y función del complejo PeBoW como modelo en el desarrollo de 

posibles herramientas terapéuticas [Tesis de doctorado]. Universidad Politécnica de Valencia). Sin 

embargo, no puede descartarse la posibilidad de que el péptido TAT-NOG1 (351-412 aa) no haya 

penetrado correctamente en las células. Serán necesarios experimentos adicionales a fin de 

comprobar la capacidad de este péptido de atravesar las membranas plasmática y nuclear.  

Los resultados obtenidos subrayan la diferencia existente entre el comportamiento que pueden 

presentar determinados factores de ensamblaje fuera y dentro del pre-ribosoma. El pre-ribosoma es 

el contexto en el que se producen las diversas interacciones entre factores de ensamblaje ribosómicos, 

reveladas gracias a los estudios de crio-microscopía electrónica (Wu et al. 2016) (Kater et al. 2017) 

(Sanghai et al. 2018) (Liang et al. 2020). Algunos factores de ensamblaje, como los que conforman 

el complejo PeBoW, son capaces de interaccionar entre sí fuera del contexto del pre-ribosoma (Miles 

et al. 2005). En el caso de los factores de ensamblaje NOG1 y eIF6, la información disponible en la 

bibliografía establece que ambas proteínas interaccionan en la partícula 60S inmadura tanto de 

levaduras como de células humanas (Wu et al. 2016) (Liang et al. 2020). Sin embargo, nuestros 

resultados experimentales empleando las proteínas homólogas de Chaetomium thermophilum 

sugieren que estos factores de ensamblaje no interaccionan fuera del pre-ribosoma (Figuras 4.26 y 

4.27).  



 

155 
 

Una posibilidad que explicaría nuestros resultados es que NOG1 presente una conformación distinta 

cuando está fuera del pre-ribosoma, tal y como se ha apuntado en el apartado 5.1.2.  Más 

concretamente, es posible que la región carboxi-terminal de NOG1 no presente la conformación 

desplegada que muestra una vez que la proteína se une a la subunidad pre-60S en levaduras y células 

humanas (Wu et al. 2016) (Liang et al. 2020). En este sentido, se ha estipulado que también en el 

contexto de la subunidad pre-60S, la región carboxi terminal de NOG1 muestra cierta flexibilidad 

conformacional introduciéndose en el túnel de salida polipeptídico y luego escindiéndose del mismo 

(Klingauf-Nerurkar et al. 2020).  

Por otra parte, el factor de ensamblaje Erb1, implicado en las etapas intermedias de biogénesis de la 

subunidad 60S, también presenta una amplia región amino-terminal desorganizada. En la partícula 

pre-60S, esta región se encuentra desplegada e interaccionando con diversos factores de ensamblaje 

(Kater et al. 2017). Erb1 forma un heterotrímero estable con los factores de ensamblaje Ytm1 y Nop7 

(complejo PeBoW). Este heterotrímero puede formarse tanto dentro como fuera del pre-ribosoma 

(véase apartado 1.1.4.2.2 de la Introducción). Estudios recientes en nuestro laboratorio han permitido 

determinar que la región amino-terminal desorganizada de Erb1 adopta una conformación distinta 

cuando el heterotrímero está fuera del pre-ribosoma. En esta situación dicha región pierde su 

conformación extendida, aunque no pierde su capacidad de interacción con Nop7 (Orea Ordóñez, L. 

(2022). Estructura y función del complejo PeBoW como modelo en el desarrollo de posibles 

herramientas terapéuticas [Tesis de doctorado]. Universidad Politécnica de Valencia). Es posible, 

por tanto, que de manera análoga a lo que sucede con la región amino-terminal de Erb1, la región 

carboxi-terminal de NOG1 presente una conformación distinta dentro y fuera de la subunidad pre-

60S, condicionando con ello su capacidad de interacción con eIF6. Esta explicación basada en la 

variabilidad conformacional de las proteínas de interés también podría aplicarse a la interacción entre 

los factores de ensamblaje HAS1 y CIC1. La interacción entre ambos factores de ensamblaje está 

documentada en el contexto del pre-ribosoma de levaduras (Sanghai et al. 2018), pero no se dispone 

de datos experimentales obtenidos partiendo de las proteínas aisladas.  

Otra posibilidad sería que en el contexto del pre-ribosoma el ARN ribosómico actúe como 

intermediario en las interacciones HAS1-CIC1 y NOG1-eIF6, de modo que estas no puedan 

reproducirse en ausencia de ARN ribosómico. Está descrita en la literatura la interacción in vivo de 

CIC1 de levaduras con la región ITS2 del pre-ARNr (Granneman, Petfalski, y Tollervey 2011), 

mientras que HAS1 de levaduras interacciona in vivo con los ARNr 18S y 25S (Brüning et al. 2018). 

Por último, está descrito que NOG1 en levaduras juega un papel clave en la remodelación del túnel 

de salida polipeptídico, para lo cual debe modular la conformación de la hélice 74 localizada en el 

ARNr 25S (Wilson et al. 2020).  

Estos datos bibliográficos fueron confirmados empleando el servidor PDBe PISA (Krissinel y 

Henrick 2007) a partir de la información estructural depositada en el PDB que se corresponde con la 

subunidad pre-60S de levaduras en sus estadios de maduración nucleoplásmico (3JCT) (Wu et al. 

2016) y nucleolar (6C0F) (Sanghai et al. 2018), así como con la partícula pre-60S de Homo sapiens 

en el momento previo a su exportación al citoplasma (6LU8) (Liang et al. 2020). La Tabla 5.1 

muestra un resumen de las distintas interacciones establecidas entre NOG1/GTPBP4, eIF6, CIC1 y 

HAS1 y las distintas especies de ARN ribosómico. 
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Tabla 5.1: Análisis de las interacciones establecidas entre los factores de ensamblaje 

NOG1/GTPBP4, eIF6, HAS1 y CIC1 y diferentes especies de ARNr. 

Proteína ARNr PDB ID 

Superficie de 

interacción (Å) Organismo Referencia 

NOG1 25S 3JCT 6620,3 Levaduras Wu et al. 2016 

NOG1 5,8S 3JCT 201,5 Levaduras Wu et al. 2016 

CIC1 ITS2 3JCT 2682,4 Levaduras Wu et al. 2016 

eIF6 25S 3JCT 276,5 Levaduras Wu et al. 2016 

GTPBP4 28S 6LU8 5268,7 Humanos Liang et al. 2020 

GTPBP4 5,8S 6LU8 240,3 Humanos Liang et al. 2021 

eIF6 28S 6LU8 171,5 Humanos Liang et al. 2022 

CIC1 ITS2 6C0F 2675,8 Levaduras Sanghai et al. 2018 

HAS1 35S 6C0F 646,6 Levaduras Sanghai et al. 2018 

HAS1 ITS2 6C0F 60 Levaduras Sanghai et al. 2018 

eIF6 35S 6C0F 174,8 Levaduras Sanghai et al. 2018 
 

Se utilizó el servidor PDBe PISA (Krissinel y Henrick 2007) para cuantificar las interacciones 

proteína: ARN de interés utilizando la información estructural depositada en el PDB relativa a 

distintos estadios madurativos de la subunidad 60S en Saccharomyces cerevisiae y Homo sapiens. 

 

Utilizando la información estructural obtenida por Wu S et al. y por Liang X et al. determinamos que 

el factor de ensamblaje NOG1 establece interacciones con los ARNr 25S y 5,8S; mientras que eIF6 

interacciona con el ARNr 25S tanto en levaduras como en Homo sapiens. Por otro lado, CIC1 en 

levaduras interacciona con la región ITS2 (Internal Transcribed Spacer 2) situada entre las especies 

de ARNr 5,8S y 25S. Este resultado está de acuerdo con la información disponible en la literatura  

(Granneman et al. 2011). Por último, HAS1 de levaduras interacciona con el ARNr 35S y más 

concretamente con la región ITS2 en la partícula pre-60S nucleolar (Tabla 5.1). En conjunto, estos 

datos constituyen un indicio de que las interacciones NOG1-eIF6 y HAS1-CIC1 podrían estar 

mediadas por las distintas especies de ARNr en el contexto pre-ribosómico. En el caso de la 

interacción HAS1-CIC1, esta posibilidad se ve reforzada por nuestros resultados experimentales, que 

muestran la capacidad de CIC1 de Chaetomium thermophilum de interaccionar de modo inespecífico 

con ARN total aislado de Escherichia coli, así como con ácido poliuridílico (Figura 4. 23B).  

Otra posible explicación para la falta de interacción observada entre las proteínas ctNOG1 y cteIF6 

y entre ctHAS1 y ctCIC1 es que las condiciones experimentales empleadas no sean las adecuadas 

para observar la interacción entre ambas parejas de proteínas. En este sentido, cabría pensar en la 

posibilidad de usar técnicas alternativas tales como la microcalorimetría (Falconer, Schuur, y 

Mittermaier 2021). No se puede excluir tampoco la posibilidad de que ctNOG1 y/o cteIF6, así como 

ctHAS1 y/o ctCIC1 presenten modificaciones post-traduccionales que resulten esenciales para su 

interacción y que no sean introducidas por Escherichia coli. Como ya se ha mencionado (apartado 

5.1.2), Escherichia coli carece de la maquinaria necesaria para introducir modificaciones post-

traduccionales en las proteínas que produce (Sahdev, Khattar, y Saini 2008) (McElwain et al. 2022), 

aunque estudios recientes apuntan la posibilidad de que esta bacteria pueda llevar a cabo la 

fosforilación de residuos específicos de una proteína heteróloga (Yang y Liu 2004)   . 
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En el apartado 5.1.2 se enumeran las modificaciones post-traduccionales conocidas que presenta 

NOG1 en levaduras. El factor de ensamblaje eIF6 de Saccharomyces cerevisiae presenta dos sitios 

de fosforilación situados en Ser174 y Ser175, que son responsables de la capacidad de esta proteína 

de ser exportada al citoplasma (Ray et al. 2008). Aparte de ello eIF6 de levaduras presenta sitios de 

fosforilación adicionales en Ser 231 (Albuquerque et al. 2008) (Holt et al. 2009) y Ser 233 

(Albuquerque et al. 2008). El factor de ensamblaje CIC1 de levaduras presenta sitios de fosforilación 

en Ser 5, Ser 7, Ser 10, Thr 11, Ser 14 (Smolka et al. 2007), Thr 15, Ser 17 (Gnad et al. 2009), Ser 

359 (Smolka et al. 2007), Ser 365 (Holt et al. 2009) y Ser 366 (Smolka et al. 2007) (Albuquerque 

et al. 2008). Por último, el factor de ensamblaje HAS1 de levaduras presenta fosforilaciones en Ser 

12 (Holt et al. 2009), Ser 14 (Albuquerque et al. 2008) y Ser 427 (Gnad et al. 2009) (Helbig et al. 

2010). El papel de estas modificaciones post-traduccionales no ha sido estudiado aún en el contexto 

de la biogénesis ribosómica y se desconoce, por tanto, la importancia que puedan tener para el 

correcto funcionamiento de los respectivos factores de ensamblaje en dicho proceso.   

Por último, hay que tener en cuenta la posible implicación del fenómeno de crowding o saturación 

molecular en el establecimiento de las interacciones ctNOG1-cteIF6 y ctHAS1-ctCIC1. Tal y como 

se explica en el apartado 5.1.2, este fenómeno puede condicionar el establecimiento de interacciones 

proteína:proteína en el medio intracelular (Kuznetsova et al. 2014). Serán necesarios experimentos 

adicionales empleando distintos agentes de saturación a fin de comprobar esta posibilidad. 

En conjunto, nuestros datos experimentales (Figuras 4.26 y 4.27) junto con la información estructural 

disponible en la literatura sugieren que los factores de ensamblaje NOG1/eIF6 y HAS1/CIC1 

necesitan el contexto del pre-ribosoma para interaccionar de manera estable. Esto nos lleva a 

descartar estas dos interacciones como dianas para el desarrollo de péptidos de interferencia, puesto 

que resulta difícil bloquear mediante esta estrategia interacciones que no se establezcan fuera del 

contexto pre-ribosómico. Una vez dentro del pre-ribosoma, cada factor de ensamblaje establece una 

red de interacciones con diversos elementos, entre los que se encuentran otros factores de ensamblaje, 

proteínas ribosómicas y regiones de ARN ribosómico. La red de interacciones establecidas por 

NOG1 y HAS1 es un ejemplo de ello (Tablas 4.5 y 5.1). Todas estas interacciones actúan de modo 

coordinado haciendo que sea muy difícil intervenir sobre todas ellas, o que la intervención sobre una 

de ellas implique la disociación de un factor de ensamblaje o la alteración de su funcionalidad. 

Además, las interacciones que se establecen entre factores de ensamblaje en el contexto del pre-

ribosoma son de gran afinidad, por lo que resulta muy difícil desplazarlas mediante el uso de péptidos 

de interferencia cuya afinidad por las proteínas de interés será siempre más baja.   

Un ejemplo de ello son los factores de ensamblaje Erb1 y Ytm1 que, junto con Nop7 forman el 

llamado complejo PeBoW (véase apartado 1.1.4.2.2 de la Introducción). Recientemente el grupo 

dirigido por el Dr. Bravo ha diseñado un conjunto de 6 péptidos dirigidos contra la interacción entre 

los factores de ensamblaje Erb1 y Ytm1 en Chaetomium thermophilum. Dichos péptidos se derivan 

de distintas secuencias de Erb1 o Ytm1 implicadas en la interacción establecida entre ambas proteínas 

(Orea-Ordóñez et al. 2021). En base a los resultados de este estudio dos de estos péptidos, derivados 

de la secuencia de Erb1, han sido seleccionados para su uso en experimentos in vitro empleando 

células tumorales humanas (véase apartado 4.7.1 de Resultados y apartado 5.3 de Discusión).  Se ha 

observado que la interacción Erb1-Ytm1 en Chaetomium thermophilum presenta una afinidad mayor 

que la afinidad que presentan estos péptidos seleccionados por Ytm1 (péptidos P1 y P3, véase Figura 

4.28) (Orea-Ordóñez et al. 2021). Por lo tanto, dichos péptidos no pueden ser utilizados para 

desplazar la interacción entre Erb1 y Ytm1 una vez que ésta ya ha sido establecida. Por el contrario, 

su utilidad consiste en evitar que dicha interacción llegue a formarse. Para ello resulta esencial el 

hecho de que la interacción Erb1-Ytm1 se establezca antes de que ambos factores de ensamblaje se 
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incorporen al pre-ribosoma (Miles et al. 2005) (Wegrecki et al. 2015). Las últimas referencias 

bibliográficas establecen que los factores de ensamblaje Erb1 y Ytm1 se asocian y se disocian de la 

subunidad pre-60S en forma de dímero pre-formado (Klinge y Woolford 2019). Los péptidos de 

interferencia desarrollados actuarían por tanto en el estadio extra-ribosómico, evitando la formación 

del dímero Erb1-Ytm1 (o el dímero formado por las proteínas homólogas Bop1 y WDR12 en células 

de mamífero) previamente a su incorporación al pre-ribosoma. Nuestra estrategia basada en el uso 

de péptidos de interferencia no resulta útil, por lo tanto, en el caso de interacciones entre factores de 

ensamblaje que sólo se formen en el contexto del pre-ribosoma. Tal podría ser el caso, según nuestros 

resultados experimentales (Figuras 4.26 y 4.27), de las interacciones NOG1-eIF6 y HAS1-CIC1, 

razón por la que hemos decidido descartarlas como posibles dianas terapéuticas. 

 

5.3 Diseño y evaluación de péptidos de interferencia dirigidos contra la interacción 

entre Bop1 y WDR12 en células humanas. 

Como se ha explicado en la Introducción (apartado 1.1.4.2.2), el complejo PeBoW es un 

heterotrímero estable formado por las proteínas Nop7, Erb1 y Ytm1 en levaduras y por sus 

homólogos Pes1, Bop1 y WDR12 en células de mamífero (Hölzel et al. 2005)  (Miles et al. 2005). 

Este heterotrímero resulta esencial para la correcta maduración de la subunidad 60S, interviniendo 

en las etapas intermedias de su proceso de maduración (Pestov 2001) (Hölzel et al. 2005)  (Miles 

et al. 2005) (Granneman et al. 2011) (Woolford y Baserga 2013).  

 

Diversas razones hacen que el complejo PeBoW resulte una diana interesante para el desarrollo de 

péptidos de interferencia. En primer lugar y como se ha mencionado en el apartado anterior, este 

complejo puede formarse fuera del pre-ribosoma (Miles et al. 2005). El complejo PeBoW puede 

construirse in vitro partiendo de sus componentes aislados Nop7, Erb1 y Ytm1 procedentes de 

levaduras o Chaetomium thermophilum (Wegrecki, M (2015). Structural, biophysical and functional 

characterization of Nop7-Erb1-Ytm1complex and its implications in eukaryotic ribosome biogenesis 

[Tesis de doctorado]. Universidad Politécnica de Valencia) (Orea Ordóñez, L. (2022). Estructura y 

función del complejo PeBoW como modelo en el desarrollo de posibles herramientas terapéuticas 

[Tesis de doctorado]. Universidad Politécnica de Valencia).  El grupo de investigación liderado por 

el Dr. Bravo ha resuelto recientemente la estructura tridimensional del heterodímero formado por 

Ytm1 y el dominio carboxi-terminal de Erb1 usando Chaetomium thermophilum como organismo 

modelo (Wegrecki et al. 2015). En esta estructura ambas proteínas interaccionan a través de sus 

respectivos dominios β-propeller. Recientes publicaciones establecen la importancia funcional de la 

interacción entre Erb1 y Ytm1 para garantizar la correcta maduración de la subunidad 60S 

ribosómica. La introducción de mutaciones puntuales en Erb1 o Ytm1 de levaduras que afectan a la 

formación de esta interacción se traduce en defectos de incorporación de ambos factores de 

ensamblaje a la subunidad pre-60S en formación, provocando defectos en su proceso de maduración 

y finalmente un déficit global de subunidades 60S en relación a las 40S que afecta a la formación del 

ribosoma completo (Miles et al. 2005) (Wegrecki et al. 2015). 

 

Ante estas evidencias, el grupo de investigación dirigido por el Dr. Jerónimo Bravo ha diseñado una 

serie de 6 péptidos de interferencia dirigidos contra la interacción entre Erb1 y Ytm1. Para su diseño 

se ha empleado la información estructural disponible en Chaetomium thermophilum  (Orea-Ordóñez 

et al. 2021). Mediante ensayos in vitro empleando las proteínas Erb1 y Ytm1 de Chaetomium 

thermophilum se determinó la capacidad de cada péptido de prevenir la interacción entre ambas 

proteínas. En base al resultado de este experimento, se seleccionaron dos de estos péptidos 
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(denominados P1 y P3) para realizar ensayos en líneas celulares tumorales humanas (Figura 4.28) 

(Orea Ordóñez, L. (2022). Estructura y función del complejo PeBoW como modelo en el desarrollo 

de posibles herramientas terapéuticas [Tesis de doctorado]. Universidad Politécnica de Valencia). 

Estos dos péptidos son derivados de dos secuencias distintas de Erb1 de Chaetomium thermophilum, 

ambas implicadas en su interacción con Ytm1.  

  

Para la realización de ensayos en células tumorales humanas decidimos utilizar la tecnología de los 

péptidos de penetración celular (denominados CPP por sus siglas en inglés: Cell Penetrating Peptide), 

que se caracterizan por ser capaces de atravesar las membranas celulares  (Habault y Poyet 2019). 

Utilizamos para ello la secuencia TAT derivada del virus de la inmunodeficiencia humana  (Chauhan 

et al. 2007). Para el diseño de los péptidos empleamos las secuencias equivalentes de Bop1 (la 

proteína homóloga de Erb1 en humanos) (Figura 4.29) a las que adicionamos la secuencia TAT en 

su extremo amino-terminal. Se generan así los péptidos P10hs y P11hs (homólogos de P1 y P3 

respectivamente) dirigidos contra la interacción entre los factores de ensamblaje Bop1 y WDR12 

(véase Tabla 4.2). 

 

Los resultados preliminares avalaron la eficacia de los péptidos P10hs y P11hs, demostrando que son 

capaces de inhibir in vitro el crecimiento de las células HCT116, una línea celular derivada de 

carcinoma colorrectal (Brattain et al. 1981). En el caso del péptido P10hs, sin embargo, se observó 

una pérdida de su eficacia a tiempos de incubación largos, que podría ser consecuencia de la 

degradación proteolítica del péptido (Figura 4.30D). Se comprobó, empleando células HCT116, que 

los péptidos P10hs y P11hs activan los mecanismos de apoptosis celular a través de la señalización 

mediada por caspasas. Se determinó experimentalmente que estos péptidos no provocan daño al 

ADN (genotoxicidad), marcando así una diferencia esencial respecto a los tratamientos de 

quimioterapia utilizados actualmente (van den Boogaard et al. 2022). Por último, se comprobó 

mediante experimentos de microscopía de fluorescencia que el péptido P10hs es capaz de atravesar 

las membranas celulares hasta llegar al nucléolo, donde tiene lugar la biogénesis ribosómica (Orea 

Ordóñez, L. (2022). Estructura y función del complejo PeBoW como modelo en el desarrollo de 

posibles herramientas terapéuticas [Tesis de doctorado]. Universidad Politécnica de Valencia). 

 

5.3.1 Los péptidos P10hs, P10hsD y P11hs causan citotoxicidad y muerte celular en 

células tumorales humanas. 

Ante estos prometedores resultados, decidimos ampliar la investigación basada en estos péptidos de 

interferencia. Para ello empleamos el péptido P10hsD además de los ya mencionados péptidos P10hs 

y P11hs. Como se explica en el apartado 4.7.1 de Resultados, este péptido es una variante retro-

inversa del péptido P10hs en el que la secuencia de interferencia está formada por D-aminoácidos en 

lugar de los L-aminoácidos naturales, y se ha invertido la orientación del esqueleto hidrocarbonado 

(véase Tabla 4.2). El objetivo es disminuir la susceptibilidad del péptido P10hs a ser degradado 

proteolíticamente. El péptido P10hsD constituye por tanto una segunda generación del péptido P10hs 

inicial. Un péptido retro-inverso se define como una variante de un péptido natural constituido por 

D-aminoácidos y con un orden de secuencia invertido. De esta manera, la disposición espacial de las 

cadenas laterales de los aminoácidos se mantiene invariable, pero se invierte la orientación de la 

cadena hidrocarbonada del péptido. Para que un péptido retro-inverso constituya una estrategia eficaz 

resulta esencial que su unión a la proteína-diana esté mediada principalmente por las cadenas laterales 

de los aminoácidos que lo forman, y no por el esqueleto hidrocarbonado. Los péptidos retro-inversos 

han ganado un creciente interés en los últimos años como estrategia terapéutica en diversas patologías 
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como procesos tumorales, enfermedades neurodegenerativas y autoinmunes. También se está 

explorando su uso como péptidos antimicrobianos con función antibiótica. Sus principales ventajas 

sobre los péptidos naturales son su mayor resistencia a la degradación proteolítica y menor 

inmunogenicidad. Además, en muchos casos los péptidos retro-inversos muestran una eficacia 

mejorada debido a su mayor penetrabilidad celular y mayor afinidad por la proteína-diana (Doti et al. 

2021). 

 

Los resultados obtenidos en este trabajo (Figura 4.30) mostraron que los tres péptidos P10hs, P10hsD 

y P11hs presentan carácter citotóxico dependiente de su concentración y el tiempo de incubación 

(24, 48 y 72 horas) en las tres líneas celulares empleadas (HCT116 p53+/+, HCT116 p53-/- y Saos2 

p53 -/-). Sin embargo, estos péptidos no muestran una eficacia homogénea. El péptido P10hD 

muestra un mayor efecto citotóxico que el péptido P10hs. Concretamente, se observa que el péptido 

P10hsD a una concentración de 100 µM provoca un efecto citotóxico equivalente al observado con 

el péptido P10hs a 150 µM (Figura 4.30). Por otro lado, el péptido P11hs es el que muestra una menor 

eficacia. En algunas condiciones (en células HCT116 p53+/+ tratadas con P11hs a 400 µM durante 

24 horas y en células HCT116 p53-/- tratadas con P11hs a 400 µM durante 24 y 72 horas) se da el 

caso de que el péptido TAT muestra una mayor citotoxicidad que el péptido P11hs (véase Figura 

4.30 y Anexo 2). Este hecho demuestra la menor eficacia global del péptido P11hs con respecto a los 

péptidos P10hs y P10hsD. Este resultado coincide con los resultados preliminares obtenidos con los 

péptidos P10hs y P11hs en las células HCT116 p53+/+ (Orea Ordóñez, L. (2022). Estructura y 

función del complejo PeBoW como modelo en el desarrollo de posibles herramientas terapéuticas 

[Tesis de doctorado]. Universidad Politécnica de Valencia) 

 

Un factor que podría contribuir a la menor eficacia del péptido P11hs con respecto al péptido 

P10hs/P10hsD en células humanas es el hecho de que los dos residuos del péptido P11hs que 

establecen interacciones electrostáticas con Ytm1 en Chaetomium thermophilum (Arg 784 y Glu 

785) (Orea-Ordóñez et al. 2021)  no están conservados Bop1.  En la secuencia de Bop1 estos residuos 

se corresponden con Thr y Gln respectivamente (Figura 4.29). Por otro lado, el péptido 

P10hs/P10hsD en Chaetomium thermophilum establece interacciones electrostáticas con Ytm1 a 

través de los residuos Glu 481 y Arg 486. Estos dos residuos están conservados en la proteína Bop1 

de Homo sapiens. 

 

Por otro lado, el hecho de que el péptido P10hsD no presente menor capacidad citotóxica que el 

péptido P10hs sugiere que la interacción entre los péptidos P10hs/P10hsD y su proteína diana (Bop1) 

está mediada principalmente por las cadenas laterales de su secuencia de aminoácidos, sin 

participación significativa del esqueleto hidrocarbonado (con orientación invertida entre los dos 

péptidos). Esta hipótesis está de acuerdo con la información estructural disponible en Chaetomium 

thermophilum (Figura 4.28C) (Orea-Ordóñez et al. 2021). La mayor eficacia del péptido P10hD con 

respecto al péptido P10hs podría ser debida a su mayor resistencia frente a la degradación 

proteolítica. En este sentido, al tratar la línea celular HCT116 p53+/+ con el péptido P10hs a 150 

µM, observamos un descenso inicial de la viabilidad celular seguido de una recuperación de la 

viabilidad a partir de las 48 horas de tratamiento. En cambio, al utilizar el péptido P10hsD en las 

mismas condiciones, dicho aumento de viabilidad a partir de las 48 horas de tratamiento es 

considerablemente menor (Figura 4.30D). Estos resultados sugieren que el péptido P10hsD es más 

resistente a la degradación proteolítica que el péptido P10hs. Serán necesarios futuros experimentos 

para confirmar esta hipótesis. 
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Otra conclusión importante es que los tres péptidos actúan de manera independiente a la expresión 

de p53, es decir, son efectivos en la línea celular HCT116 tanto en presencia (p53+/+) como en 

ausencia (p53-/-) de expresión de este factor transcripcional, así como en la línea celular Saos2 p53-

/- (Figura 4.30).  

 

Estos sorprendentes resultados fueron corroborados mediante experimentos de activación de 

caspasas 3 y 7. Estas dos enzimas se encuentran en la confluencia de las vías intrínseca (mitocondrial) 

y extrínseca de activación de apoptosis celular, por lo que su activación es proporcional a la 

activación global del proceso de apoptosis  (McArthur y Kile 2018). En estos experimentos se 

comprobó que los péptidos P10hs y P10hsD provocan la activación de las caspasas 3/7 en la línea 

celular Saos2 p53-/- (Figura 4.31). Asimismo, los péptidos P10hs y P11hs provocan la activación de 

las caspasas 3/7 en la línea celular HCT116 p53-/- (Figura 4.32A), mientras que el péptido P10hsD 

provoca activación de la caspasa 3 en células HCT116 p53+/+ (Figura 4.32B). Resultados previos 

ya han demostrado la capacidad de los péptidos P10hs y P11hs de activar la apoptosis celular mediada 

por caspasas en la línea celular HCT116 p53+/+ (Orea Ordóñez, L. (2022). Estructura y función del 

complejo PeBoW como modelo en el desarrollo de posibles herramientas terapéuticas [Tesis de 

doctorado]. Universidad Politécnica de Valencia). 

 

En conclusión, estos resultados demuestran que los tres péptidos (P10hs, P10hsD y P11hs) actúan en 

células tumorales disminuyendo la viabilidad celular y activando la maquinaria de apoptosis celular 

independientemente de la expresión de p53. En el caso de la línea celular Saos2 p53-/- tratada con el 

péptido P10hsD se obtiene un resultado contradictorio puesto que la activación de las caspasas 3/7 

es mayor a 75 µM que a 100 µM (Figura 4.31B). Serán necesarias futuras investigaciones para 

profundizar en las causas de este resultado. Estos resultados son relevantes puesto que sugieren que 

los péptidos desarrollados, y en especial el péptido P10hsD por ser el más efectivo, podrían ser 

utilizados en tumores en los que la vía de señalización de p53 se encuentre inactiva. 

 

 
 

Figura 5.1: Mutaciones de diverso tipo afectan a la funcionalidad de p53 en el contexto de distintos tipos 

de tumores. A. Distribución de los distintos tipos de mutaciones somáticas de p53 asociadas a tumores según 

la Agencia Internacional para la Investigación en Cáncer (17 de noviembre de 2013 (http://p53.iarc.fr/) B. 

Distribución relativa de mutaciones con cambio de sentido de acuerdo con la misma base de datos. Figura 

adaptada de Joerger y Fersht 2016. 

 

 

Como se explica en el apartado 1.2.2.1 de la Introducción, p53 ejerce un papel esencial en la 

activación de la apoptosis celular en respuesta a diversos estímulos, entre los que se encuentra el 

estrés ribosómico (Bursac et al. 2014) (Turi et al. 2019).  
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La inactivación funcional de p53 es un problema recurrente en el tratamiento clínico de diversos 

tipos de tumores. Hasta la fecha se han identificado cientos de mutaciones que afectan a este 

regulador transcripcional provocando alteraciones en su funcionalidad. La inactivación funcional de 

p53 debida a mutaciones presenta distinta incidencia según el tipo de tumor: desde < 5% en el cáncer 

de cérvix hasta > 90% en el cáncer ovárico. La mayor parte de las mutaciones son de cambio de 

sentido, implicando la sustitución de un aminoácido, y afectan al dominio de unión al ADN (Figura 

5.1)   (Leroy, Anderson, y Soussi 2014) (Joerger y Fersht 2016). Dada la capital importancia que 

tiene p53 en el control del desarrollo tumoral, se han desarrollado diversas estrategias terapéuticas 

orientadas a recuperar la funcionalidad de p53 mutado o bien potenciar la funcionalidad de p53 en 

ausencia de mutaciones (Joerger y Fersht 2016). La inactivación de la cascada de señalización 

transcripcional regulada por p53 constituye un marcador pronóstico en diversos tipos de cáncer 

(Schaafsma et al. 2022). En este contexto, el desarrollo de fármacos antitumorales que actúen por 

vías independientes a p53 representa una clara ventaja clínica. Se han descrito mecanismos 

moleculares de apoptosis independientes a p53, tales como los mediados por p73 y p63 (Gressner et 

al. 2005) (Zhou et al. 2015). Estos mecanismos constituyen dianas terapéuticas alternativas en el 

desarrollo de fármacos antitumorales. Hasta la fecha se han desarrollado diversos fármacos de 

quimioterapia que actúan por mecanismos moleculares independientes a p53 (Park et al. 2017)  

(Abdelaal et al. 2022)  (Kwon et al. 2022) (Takahashi, Shinomiya, y Nagahara 2022). 

 

5.3.2     Posibles mecanismos alternativos de actuación de los péptidos P10hs y P10hsD. 

Ante estos resultados inesperados, decidimos investigar las vías alternativas por las que podrían 

actuar los péptidos P10hs, P10hsD y P11hs. Para ello analizamos el nivel de expresión de una serie 

de proteínas que actúan como mediadoras en los procesos de apoptosis celular y biogénesis ribosomal 

y que pueden constituir vías alternativas a la intervención de p53 en dichos procesos. p73 es una 

proteína perteneciente a la misma familia que p53. Las isoformas de p73 que contienen su dominio 

de transactivación (TAp73) comparten con p53 sus funciones onco-supresoras y pro-apoptóticas, 

mientras que las isoformas que carecen de dicho dominio (ΔNp73) actúan como antagonistas de p53 

y TAp73  (Ramos et al. 2020). p21 es un inhibidor de kinasas dependientes de ciclinas que actúa 

promoviendo la parada del ciclo celular y bloqueando la apoptosis. El gen codificante para p21 

constituye una diana transcripcional tanto de p53 como de las isoformas TAp73 (Ćmielová y 

Řezáčová 2011) (Bursac et al. 2014) (Zhou et al. 2015)  (Ramos et al. 2020).   

cMyc es una oncoproteína que constituye uno de los promotores más conocidos de la biogénesis 

ribosómica.  Esta proteína actúa en las primeras etapas de este proceso, promoviendo la actividad de 

las ARN Polimerasas I, II y III (van Riggelen et al. 2010). Ante la disrupción de la biogénesis 

ribosómica, las proteínas ribosómicas RPL5/uL18 y RPL11/uL5 actúa inhibiendo las funciones de 

cMyc en un mecanismo de retroalimentación negativa. Para ello actúan sobre la estabilidad del 

ARNm codificante para cMyc y, en el caso de RPL11/uL5, sobre la funcionalidad de la proteína 

traducida (Dai et al. 2010) (Bursac et al. 2014) (Liao et al. 2014). Por esta razón consideramos 

relevante determinar el nivel de expresión de cMyc como indicador general del estado de activación 

de la biogénesis ribosómica. Sería posible que al bloquear aguas abajo la biogénesis ribosómica 

mediante nuestros péptidos de interferencia se produjese la inactivación de cMyc por un mecanismo 

de retroalimentación negativa posiblemente mediado por las proteínas ribosómicas RPL5/uL18 y 

RPL11/uL5.  
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Esta situación, sin embargo, no se corresponde con nuestros resultados experimentales, que muestran 

que cMyc no experimenta un cambio significativo en su nivel de expresión tras el tratamiento de la 

línea celular HCT116 p53+/+ con el péptido P10hsD (Figura 4.33A) o de la línea celular Saos2 p53 

-/- con el péptido P10hs (Figura 4.34B).  Este resultado podría explicarse asumiendo que no existe 

una conexión funcional entre el punto de la biogénesis ribosómica en el que actúan los péptidos de 

interferencia (etapa intermedia de la biogénesis de la subunidad 60S) y la etapa en la que actúa cMyc 

(primeras etapas de la biogénesis ribosómica). También podría deberse a que se necesite una ventana 

temporal distinta para observar variaciones en el nivel de expresión de cMyc. En este trabajo 

comprobamos el nivel de expresión de cMyc (junto con p21 y p73) tras 48 horas de tratamiento 

(Figuras 4.33 y 4.34). En futuros experimentos podría emplearse una ventana temporal más corta (12 

o 24 horas) a fin de detectar posibles cambios en el nivel de expresión de cMyc.  

Los resultados obtenidos con la proteína p73 no nos permiten alcanzar conclusiones definitivas. 

Empleando un anticuerpo anti-p73 capaz de detectar las distintas isoformas de esta proteína, 

observamos la aparición de una multitud de bandas con un tamaño comprendido entre 68 y 41 KDa 

en células HCT116 p53+/+ tratadas con el péptido P10hsD (Figura 4.33B). Concretamente, 

observamos la aparición de una banda con un tamaño aproximado de 45 KDa en los tratamientos con 

P10hsD a 20 y 50 µM, que no se observa en la condición de control (células sin tratamiento). Sin 

embargo, esta banda no se observa en células HCT116 p53+/+ tratadas con P10hsD a 100 µM. 

Además, su tamaño no coincide con el tamaño esperado para p73, cuyas distintas isoformas se sitúan 

en torno a los 73 KDa. Este resultado no nos permite concluir que p73 esté implicado en el 

mecanismo molecular de actuación del péptido P10hsD. Nuestros resultados suguieren que el 

anticuerpo utilizado no resulta adecuado para la detección de las distintas isoformas que presenta 

esta proteína. Nos planteamos, por tanto, repetir este experimento empleando un anticuerpo anti-p73 

más adecuado. 

Por último, se observa que el tratamiento de las células HCT116 p53+/+ y p53-/- con concentraciones 

crecientes de péptido P10hsD implica una disminución en el nivel de expresión de p21 en nuestras 

condiciones experimentales (Figuras 4.33A y 4.34A). Este efecto se ve con mayor claridad en las 

células HCT116 p53-/- (Figura 4.34A). Una posible explicación a este resultado es el hecho de que 

p21, a pesar de ser una diana transcripcional de p53 y p73, es una proteína con funciones anti-

apoptóticas que actúa en el citoplasma interaccionando con la pro-caspasa 3 y bloqueando su 

procesamiento para formar la caspasa 3  (Cazzalini et al. 2010) (Ćmielová y Řezáčová 2011).  Según 

datos publicados en la literatura, la degradación de p21 tras el daño al ADN mediado por radiación 

UV se relaciona con la activación de la apoptosis celular mediada por las caspasas 3 y 9 (Suzuki 

et al. 2013). Asumiendo que p21 actúa como antagonista de la apoptosis celular mediada por 

caspasas, la observada disminución en la expresión de esta proteína tras el tratamiento de las células 

HCT116 p53 +/+ y p53 -/- con el péptido P10hsD (Figuras 4.33A y 4.34A) sería consistente con el 

resultado obtenido en el experimento de activación de la caspasa 3 empleando células HCT116 

p53+/+ (Figura 4.32B). En este experimento se observa que el tratamiento con el péptido P10hsD 

provoca la activación (y consecuente desaparición) de la pro-caspasa 3. También sería consistente 

con la observada activación de los mecanismos de apoptosis mediados por caspasas 3/7 en células 

Saos2 p53-/- tratadas con el péptido P10hsD (Figura 4.31B). 

En conjunto, nuestros resultados preliminares (Figuras 4.31B, 4.32B, 4.33A y 4.34A) sugieren que 

no existe un acoplamiento entre el bloqueo de la biogénesis ribosómica mediado por el péptido 

P10hsD y el bloqueo del ciclo celular mediado por p21. La observada disminución en la viabilidad 

celular tras el tratamiento con P10hsD (Figura 4.30) estaría, por tanto, principalmente mediada por 

la activación de los mecanismos de apoptosis celular (Figuras 4.31B y 4.32B) y no por la activación 
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de los mecanismos de bloqueo del ciclo celular mediados por p21. En futuros experimentos 

abordaremos el efecto ejercido por los péptidos P10hs y P11hs sobre la expresión de p21, a fin de 

comprobar si comparten el mecanismo de actuación del péptido P10hsD.  

 

5.3.3   Los péptidos P10hsD y P11hs pueden actuar de modo combinado. 

La combinación de los péptidos P10hsD y P11hs en el tratamiento de la línea celular HCT116 p53 

+/+ produce un efecto aditivo, es decir, el uso combinado de los dos péptidos provoca un descenso 

de la viabilidad celular que equivale aproximadamente a la suma del efecto observado al usar los dos 

péptidos por separado en las mismas condiciones experimentales (Figura 4.35). Puesto que ambos 

péptidos están dirigidos contra la misma diana (interacción Bop1-WDR12), no es esperable un 

comportamiento sinérgico entre ambos. Se concluye así que los péptidos P10hsD y P11hs son 

capaces de actuar de manera complementaria. 

 

5.3.4    Los péptidos P10hsD y P11hs pueden actuar in vitro en combinación con 

oxaliplatino. 

A pesar de sus innegables beneficios, los fármacos quimioterapéuticos usados actualmente en la 

práctica clínica presentan el inconveniente de generar numerosos efectos secundarios adversos, lo 

cual es principalmente debido a la genotoxicidad que provocan sobre las células sanas del organismo    

(Partridge et al. 2001)  (van den Boogaard et al. 2022). Además, uno de los principales obstáculos a 

los que se enfrenta la quimioterapia actual es la generación de resistencias en los tumores (Ramos, 

Sadeghi, y Tabatabaeian 2021). Surge así la necesidad de buscar estrategias destinadas a eliminar o 

atenuar estos dos obstáculos manteniendo los beneficios que representa el uso de la quimioterapia en 

el tratamiento del cáncer.  

Una estrategia interesante para alcanzar estos objetivos consiste en el uso de otros compuestos que 

actúen como co-adyuvantes. Se trata de compuestos que actúan de manera sinérgica con un 

determinado fármaco de quimioterapia potenciando sus efectos antitumorales y atenuando sus 

efectos adversos. Esto permite disminuir la dosis de quimioterapia manteniendo su carácter 

citotóxico sobre las células cancerosas y disminuyendo tanto los efectos secundarios adversos como 

la aparición de resistencias. Se han descrito numerosos compuestos que pueden actuar como co-

adyuvantes con distintos fármacos de quimioterapia para el tratamiento de diversos tipos de tumores. 

La mayoría de estos compuestos son derivados de productos naturales con especial énfasis en los 

productos derivados de plantas, conocidos como fitoquímicos.   

Los compuestos fitoquímicos tanto naturales como sus derivados sintéticos son un campo de 

investigación emergente en el ámbito de la oncología (Choudhari et al. 2020). Diversos estudios in 

vitro e in vivo demuestran que estos compuestos pueden ser combinados con distintos fármacos 

quimioterapéuticos contribuyendo a potenciar sus efectos citotóxicos sobre las células tumorales y a 

disminuir sus efectos secundarios nocivos, así como la aparición de resistencias (Pinmai et al. 2008) 

(Knežević et al. 2011) (Singh et al. 2019). 

Un ejemplo de ello son la curcumina y el resveratrol, dos polifenoles presentes naturalmente en la 

dieta con propiedades antioxidantes. Ambos presentan actividad anti-tumoral y limitada toxicidad 

sobre los tejidos sanos. Diversos estudios preclínicos realizados tanto in vitro como in vivo en 

modelos de ratón avalan su capacidad de actuar de manera sinérgica con diversos fármacos 



 

165 
 

quimioterapéuticos tales como el docetaxel, el paclitaxel, la doxorubicina, el cisplatino o el 

oxaliplatino. Ambos compuestos, curcumina y resveratrol han entrado en fase de ensayos clínicos  

(Patra et al. 2021). 

Una vez que hemos comprobado la capacidad de los péptidos P10hs, P10hsD y P11hs de disminuir 

in vitro la viabilidad de células tumorales humanas (Figura 4.30), nos planteamos la posibilidad de 

usar estos péptidos en combinación con fármacos quimioterapéuticos usados actualmente en la 

clínica. Dado que la línea celular HCT116 utilizada en este estudio se deriva de cáncer colorrectal 

(Brattain et al. 1981), seleccionamos el fármaco de quimioterapia oxaliplatino para nuestro estudio. 

El oxaliplatino, un derivado de platino de tercera generación, es uno de los principales fármacos 

usados en el tratamiento clínico del cáncer colorrectal junto con el irinotecan y las fármacos 

pertenecientes al grupo de las fluoropirimidinas (5-fluorouracilo, capecitabidine, leucovorin)  

(McQuade et al. 2017). Los primeros estudios realizados con el oxaliplatino estipularon que es un 

fármaco genotóxico, que actúa formando metalocomplejos con el ADN genómico (Faivre et al. 

2003). Sin embargo, de manera sorprendente, las últimas investigaciones establecen que el principal 

mecanismo de acción del oxaliplatino es la inhibición de la biogénesis ribosómica, concretamente la 

inhibición de la actividad de la ARN Polimerasa I (Burger et al. 2010) (Bruno et al. 2017) (Sutton y 

DeRose 2021). 

La eficacia clínica del oxaliplatino se ve menoscabada por la aparición de resistencias y efectos 

secundarios nocivos, entre los que destaca la neurotoxicidad (Kang et al. 2021). Una estrategia para 

superar estos obstáculos es el uso de co-adyuvantes que potencien la actividad citotóxica del 

oxaliplatino y mitiguen sus efectos secundarios adversos. Con este objetivo se han desarrollado 

diversas investigaciones en los últimos años que se han traducido en avances significativos en el 

desarrollo de nuevos tratamientos oncológicos. 

La β-criptoxantina, un carotenoide presente en las frutas cítricas y otros alimentos actúa de manera 

sinérgica con el oxaliplatino potenciando sus efectos antitumorales tanto in vitro (utilizando la línea 

celular HCT116) como in vivo en un modelo de ratón de cáncer colorrectal. Significativamente, este 

efecto se observa tanto en la línea celular HCT116 silvestre como en su variante knock out para p53. 

El tratamiento combinado con β-criptoxantina y oxaliplatino permite disminuir la concentración de 

oxaliplatino necesaria para alcanzar el mismo efecto citotóxico, lo cual puede contribuir a limitar sus 

efectos secundarios adversos. Además, la β-criptoxantina podría contribuir a disminuir la 

genotoxicidad provocada por el oxaliplatino en células sanas. Estos efectos beneficiosos de la β-

criptoxantina se relacionan con su capacidad de modular la expresión transcripcional de las diversas 

isoformas de p73 (San Millán et al. 2015). 

De manera similar, la mahanina, un alcaloide vegetal extraído de Murraya koenigii y Micromelum 

minsutum posee actividad antiproliferativa en la línea celular HCT116 independientemente del 

estatus de p53. El uso combinado de mahanina y 5-fluorouracilo para el tratamiento la línea celular 

HCT116 en sus variantes p53+/+ y p53-/- muestra un efecto sinérgico que potencia los efectos del 

5-FU. Al igual que la β-criptoxantina, la mahanina no presenta toxicidad sobre las células no 

tumorales (Das et al. 2014).  

En base a estos antecedentes descritos en la bibliografía, decidimos comprobar si los péptidos de 

interferencia utilizados en este trabajo pueden usarse como co-adyuvantes del oxaliplatino en la línea 

celular HCT116.  

Según datos publicados en la literatura (Boyer et al. 2004), la línea celular HCT116 p53+/+ es más 

sensible a la acción del oxaliplatino que la variante HCT116 p53-/-. Esta mayor sensibilidad está 
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mediada por la activación de la vía de señalización p53-p21 (Toscano et al. 2007).  En vista de esta 

información, realizamos un experimento de control en el que comprobamos que la línea celular 

HCT116 p53+/+ es más sensible a la acción del oxaliplatino que la variante HCT116 p53-/- en 

nuestras condiciones experimentales (Figura 4.36A). Por otro lado, comprobamos mediante western 

blot que en la línea celular HCT116 p53+/+ el oxaliplatino actúa provocando un incremento en la 

expresión tanto de p53 como de p21 mientras que en la línea celular HCT116 p53-/- no se observa 

expresión de ninguno de estos dos mediadores (Figura 4.36C). En la actualidad se considera que la 

vía p53-p21 constituye el principal mediador del efecto citotóxico del oxaliplatino y no se conoce 

con exactitud el mecanismo de acción del oxaliplatino en líneas celulares en las que p53 se encuentre 

ausente o mutado (Boyer et al. 2004) (Toscano et al. 2007). 

A continuación, realizamos ensayos de viabilidad celular en los que tratamos a las células HCT116 

p53+/+ y p53-/- con los péptidos P10hsD/P11hs y con oxaliplatino bien de manera individual o bien 

combinando ambos tratamientos. Los resultados mostraron que la combinación de P10hsD/P11hs + 

oxaliplatino en ambas líneas celulares resulta en un mayor descenso de la viabilidad celular que con 

cualquiera de los dos tratamientos por separado (Figura 4.37). Se observa que la combinación de 

ambos tratamientos tiene un efecto aditivo. La ausencia de sinergia entre ambos tratamientos podría 

explicarse por el hecho de que tanto los péptidos P10hsD/P11hs como el oxaliplatino actúan sobre 

el mismo proceso celular (biogénesis ribosomal). El oxaliplatino actúa principalmente mediante la 

activación de p53 y sus dianas transcripcionales (Toscano et al. 2007) (Figura 4. 36C), mientras que 

los péptidos P10hsD y P11hs actúan por vías independientes a p53 según nuestros resultados 

experimentales (Figuras 4.30, 4.31B, 4.32A y 4.34A). El tratamiento combinado con péptido 

P10hsD/P11hs + oxaliplatino implica por tanto la activación simultánea de vías de señalización 

dependientes e independientes de p53. Esto constituye una posible explicación al efecto aditivo 

observado al combinar ambos tratamientos. (Figura 4.37).  

Por otro lado, hemos comprobado que el uso del péptido P10hsD a una concentración 100 µM junto 

con oxaliplatino en la línea celular HCT116 p53 +/+ permite disminuir de 2,5 µM a 0,75 µM 

(reducción del 70%) la concentración de oxaliplatino manteniendo el mismo efecto citotóxico sobre 

las células (disminución de la viabilidad celular en aproximadamente un 50%) (Figura 4.39A). En la 

línea celular HCT116 p53 -/- el uso de P10hsD en combinación con oxaliplatino permite disminuir 

la concentración de oxaliplatino de 15 a 5 µM (reducción de un 67%) (Figura 4.39B). En ambas 

líneas celulares se observa una correlación inversa entre viabilidad celular y concentración de 

oxaliplatino, mientras que al combinar oxaliplatino + P10hsD a 100 µM la viabilidad se mantiene 

constante. Este efecto es más evidente en las células HCT116 p53 +/+ que en las p53 -/- (compárese 

Figura 4.39A y B). Esto puede explicarse por el hecho de que la línea celular HCT116 p53+/+ es 

más sensible que la variante p53-/- a la acción del oxaliplatino (Figura 4.36A) (Boyer et al. 2004) 

(Toscano et al. 2007). 

Vistos los anteriores resultados en relación a la eficacia del tratamiento con oxaliplatino en células 

HCT116 bien de manera individual o combinada con los péptidos P10hsD/P11hs (Figuras 4.36A, C, 

4.37 y 4.39), nos planteamos comprobar el efecto del tratamiento combinado P10hsD + oxaliplatino 

en la línea celular Saos2 p53-/- derivada de osteosarcoma (Rodan et al. 1987). Evaluamos el efecto 

de ambos compuestos de manera individual y combinada. Los resultados (Figura 4.38) mostraron 

que el oxaliplatino no es efectivo en el tratamiento de esta línea celular tumoral. Este resultado 

concuerda con la información disponible en la base de datos GDSC (Yang et al. 2012), según la cual 

el oxaliplatino muestra un valor de EC50 de 428,73 µM en la línea celular Saos2 silvestre. En nuestro 

sistema experimental, la ausencia de p53 en las células Saos2 p53-/- podría contribuir a aumentar 

todavía más la resistencia de esta línea celular frente a la acción del oxaliplatino en comparación con 
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la variante silvestre. Por otro lado, en este experimento el péptido P10hsD muestra eficacia citotóxica 

en esta línea celular, de acuerdo con los datos de la Figura 4.30C. El tratamiento combinado con 

oxaliplatino y P10hsD muestra el mismo efecto citotóxico que el tratamiento con P10hsD solo, de 

acuerdo con el hecho de que el oxaliplatino no resulta eficaz en esta línea celular (Figura 4.38).  

En resumen, los resultados preliminares in vitro obtenidos en este estudio sugieren la posibilidad de 

utilizar los péptidos P10hs, P10hsD y P11hs como fármacos antitumorales. Hemos determinado que 

los péptidos P10hsD y P11hs pueden utilizarse tanto de manera individual como en combinación con 

oxaliplatino contribuyendo a disminuir notablemente la concentración necesaria de este fármaco de 

quimioterapia para provocar un efecto citotóxico sobre la línea celular HCT116 derivada de cáncer 

colorrectal (Figuras 4.37 y 4.39). Esta estrategia contribuiría a disminuir los efectos secundarios 

asociados al uso del oxaliplatino en el tratamiento de este tipo de cáncer  (Kang et al. 2021).  Por 

otro lado, hemos observado que el péptido P10hsD podría ser eficaz en un contexto de quimio 

resistencia de una línea celular tumoral (Saos2 p53-/-) frente al oxaliplatino (Figura 4.38). 

Estos resultados están siendo ampliados mediante el uso de una serie de líneas celulares 

representativas de diferentes tipos de tumores, a fin de avalar la eficacia de los péptidos P10hs, 

P10hsD y P11hs en distintos contextos tumorales. Surge asimismo la necesidad de confirmar los 

resultados obtenidos in vitro mediante un modelo in vivo de desarrollo tumoral. Estos dos objetivos 

constituyen nuevas líneas de investigación que se planean llevar a cabo. 

 

5.3.5    El péptido P10hsD es eficaz en el tratamiento in vitro de líneas celulares resistentes a 

la acción de la ciclofosfamida. 

Como ya se ha mencionado, la quimio resistencia es uno de los mayores problemas a los que se 

enfrentan los tratamientos antitumorales actuales, y una de las principales causas de la aparición de 

recidivas en los pacientes oncológicos (Yuan et al. 2017) (Zheng 2017) (Palliyage, Ghosh, y 

Rojanasakul 2020). En la actualidad se tiene un conocimiento incompleto de los mecanismos 

celulares y moleculares que rigen la aparición de quimio resistencias. Sin embargo, hasta la fecha se 

han propuesto diversos mecanismos, tales como la sobre-expresión de transportadores en la 

membrana plasmática de las células cancerosas encargados de expulsar determinados fármacos de 

quimioterapia, el proceso de transición epitelio-mesénquima, mecanismos de inactivación química 

de los fármacos de quimioterapia, cambios epigenéticos en las células cancerosas que afectan a la 

expresión de determinados genes o alteraciones genéticas en las moléculas diana de los fármacos de 

quimioterapia (Palliyage et al. 2020).  

A nivel molecular se ha relacionado el desarrollo de quimio resistencias con alteraciones en los 

procesos de señalización mediados por diversas onco-proteínas (EGFR, Akt, Erk1/2, NF-κB) y 

proteínas supresoras de tumores (p53), así como con alteraciones en los procesos de reparación del 

ADN, funcionamiento mitocondrial y autofagia. Otro factor importante en el desarrollo de quimio 

resistencias son las llamadas células madre cancerosas, una subpoblación de células cancerosas 

indiferenciadas con capacidad de promover el desarrollo tumoral y la formación de nuevos tumores. 

Estas células se caracterizan por su carácter quimio resistente mediado por la presencia de 

transportadores de membrana especializados en el transporte reverso de fármacos de quimioterapia 

del citoplasma al exterior celular. Por último, recientes investigaciones han puesto al descubierto el 

papel ejercido por los exosomas en el desarrollo de quimio resistencias (Zheng 2017). 
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A la vista de los resultados positivos conseguidos en los ensayos de combinación de los péptidos 

P10hsD/P11hs y oxaliplatino, decidimos comprobar si el péptido P10hsD resulta eficaz en el 

tratamiento in vitro de células tumorales quimio resistentes. En este estudio preliminar se descartó el 

uso del péptido P11hs debido a su menor eficacia citotóxica en relación con el péptido P10hsD 

(Figura 4.30A,B y C). Seleccionamos la ciclofosfamida, un fármaco de quimioterapia ampliamente 

utilizado en el tratamiento de diversos tipos de cáncer, siendo uno de los primeros fármacos 

desarrollados para el tratamiento oncológico (Ahlmann y Hempel 2016). El mecanismo de acción de 

la ciclofosfamida implica la producción de daño al ADN, considerándose por tanto un fármaco 

genotóxico (Hengstler et al. 1997). A diferencia del oxaliplatino, la acción de la ciclofosfamida no 

se ha relacionado con alteraciones en la biogénesis ribosómica (Burger et al. 2010). 

Según la información disponible en la literatura, las líneas celulares HCT116 y Saos2 (ambas en su 

variante silvestre) son resistentes in vitro al tratamiento con ciclofosfamida (Evdokiou et al. 2002)  

(Elmenoufy et al. 2020) (Weilbeer et al. 2022). Estos datos concuerdan con la información disponible 

en la base de datos GDSC (Yang et al. 2012), especializada en determinar el patrón de 

sensibilidad/resistencia de distintas líneas celulares tumorales frente a distintos fármacos de 

quimioterapia. 

Utilizamos las tres líneas celulares disponibles en el laboratorio, HCT116 p53+/+, HCT116 p53-/- y 

Saos2 p53-/- para la realización de ensayos de viabilidad empleando el péptido P10hsD, 

ciclofosfamida o bien la combinación de ambos tratamientos. Utilizamos una concentración de 

ciclofosfamida (350 µM) a la que no se observa una inhibición significativa de la viabilidad celular 

en las líneas HCT116 p53+/+ y Saos2 p53-/- (Figura 4.36B). Los resultados (Figura 4.40) mostraron 

que las tres líneas celulares se muestran resistentes a la acción de la ciclofosfamida, pero sensibles a 

la acción del péptido P10hsD. El tratamiento combinado P10hsD + ciclofosfamida no produce un 

descenso significativo de la viabilidad celular con respecto al tratamiento con P10hsD solo, de 

acuerdo con el hecho de que la ciclofosfamida no resulta efectiva en estas tres líneas celulares. Se 

trata de un resultado análogo al obtenido al tratar la línea celular Saos2 p53-/- con oxaliplatino y 

P10hsD de manera individual o combinada (Figura 4.38). 

En resumen, en este trabajo observamos que la línea celular Saos2 p53-/- muestra resistencia in vitro 

al tratamiento con oxaliplatino y ciclofosfamida, mientras que se muestra sensible a la acción del 

péptido P10hsD (Figuras 4.38 y 4.40C). Por otro lado, las líneas celulares HCT116 p53+/+ y p53-/- 

son resistentes in vitro a la acción de la ciclofosfamida, pero se muestran sensibles en las mismas 

condiciones experimentales a la acción del péptido P10hsD (Figura 4.40A y B). En conjunto, estos 

resultados sugieren que el péptido P10hsD podría ser efectivo para el tratamiento de células 

tumorales que se muestran resistentes a la acción del oxaliplatino y la ciclofosfamida. Como se 

explica más arriba, la quimio resistencia es uno de los mayores problemas a los que se enfrenta en la 

actualidad la terapia antitumoral. Muchos pacientes oncológicos sometidos a tratamiento 

quimioterápico acaban sufriendo recidivas. Los tumores recidivantes con frecuencia han desarrollado 

resistencia al tratamiento con uno o varios fármacos de quimioterapia (Yuan et al. 2017) (Zheng 

2017) (Palliyage, Ghosh, y Rojanasakul 2020) 

Nuestros resultados preliminares sugieren que el péptido P10hsD podría utilizarse en el tratamiento 

de estos tumores recidivantes. Estos resultados, sin embargo, deben ser ampliados en futuros 

experimentos in vitro empleando diversas líneas celulares y los correspondientes fármacos de 

quimioterapia a los que se muestran resistentes, así como mediante estudios in vivo empleando 

modelos murinos. 
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5.4   Perspectivas futuras. 

El desarrollo de esta tesis doctoral nos ha permitido demostrar el potencial terapéutico que puede 

derivarse del uso de péptidos de interferencia dirigidos contra interacciones específicas entre factores 

de ensamblaje ribosómicos. Concretamente, hemos demostrado mediante ensayos in vitro la 

capacidad citotóxica de tres péptidos (P10hs, P10hsD y P11hs) dirigidos contra la interacción entre 

los factores de ensamblaje Bop1 y WDR12, implicados en la biogénesis de la subunidad mayor (60S) 

del ribosoma de células humanas. Dada la elevada cantidad de factores de ensamblaje implicados en 

este proceso (más de 200 descritos hasta la fecha), se trata de una estrategia con un elevado potencial 

para el desarrollo de futuros fármacos antitumorales (Kressler et al. 2017).  

Los resultados presentados en este trabajo nos impulsan a continuar la investigación con estos 

péptidos de interferencia, y en especial con el péptido P10hsD, que es el que ha mostrado la mayor 

capacidad citotóxica. Nuestras perspectivas futuras incluyen la continuación de los ensayos in vitro 

destinados a probar la eficacia de los péptidos P10hs, P10hsD y P11hs en distintas líneas celulares 

tumorales y su posible uso combinado con distintos fármacos de quimioterapia. Una vez probada la 

eficacia in vitro de estos péptidos, se pretende comprobar su eficacia in vivo mediante el 

establecimiento de modelos murinos de desarrollo tumoral. Por último, nos planteamos explorar vías 

alternativas para la administración de los péptidos desarrollados como es el uso de nanopartículas de 

silicio, estrategia recientemente utilizada en el grupo de investigación dirigido por el Dr. Bravo (de 

la Torre et al. 2018). 
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6. Conclusiones. 
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1. La información estructural relativa al comportamiento de los factores de ensamblaje en el contexto 

del pre-ribosoma eucariota no puede extrapolarse al comportamiento que presentan los mismos 

factores de ensamblaje fuera del pre-ribosoma. 

 

2. El diseño efectivo de péptidos de interferencia dirigidos contra interacciones específicas entre 

factores de ensamblaje ribosómicos debe focalizarse en interacciones binarias que se establezcan 

antes de que las proteínas implicadas entren a formar parte del pre-ribosoma. 

 

3. Los péptidos de interferencia P10hs, P10hsD y P11hs derivados de la secuencia de Bop1 y dirigidos 

contra la interacción Bop1-WDR12 muestran actividad citotóxica y pro-apoptótica en las líneas 

celulares tumorales HCT116 y Saos2, derivadas de cáncer colorrectal y osteosarcoma 

respectivamente. El péptido P10hsD es el que muestra mayor eficacia. 

 

4. La acción citotóxica de los péptidos P10hs, P10hsD y P11hs es independiente de la señalización 

mediada por el supresor tumoral p53. 

 

5. Los péptidos de interferencia P10hsD y P11hs pueden usarse in vitro en combinación con el fármaco 

quimioterapéutico oxaliplatino sobre la línea celular HCT116 en sus variantes silvestre y knock out 

para p53. En el caso del péptido P10hsD, esta estrategia permite disminuir la concentración de 

oxaliplatino necesaria para alcanzar un efecto citotóxico sobre esta línea celular. Estos resultados 

sugieren la posibilidad de utilizar los péptidos P10hsD y P11hs como co-adyuvantes en la práctica 

clínica, a fin de disminuir los efectos adversos asociados al uso del oxaliplatino. 

 

6. El péptido P10hsD muestra eficacia in vitro en un contexto de quimio resistencia. Concretamente, 

hemos demostrado la eficacia de este péptido sobre la línea celular tumoral HCT116 en sus variantes 

silvestre y knock out para p53 que se muestran resistentes a la acción de la ciclofosfamida, y sobre 

la línea celular tumoral Saos2 knock out para p53 que se muestra resistente a la acción de los fármacos 

ciclofosfamida y oxaliplatino. 
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7. Anexo. 
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Anexo 1: Estudio de la capacidad de interacción de distintos factores de ensamblaje ribosómicos con el 

ácido ribonucleico extraído de Escherichia coli.  Se realizó un ensayo de movilidad electroforética para 

determinar la capacidad de las construcciones MBP-HAS1 (A), 6xHis-HAS1 (1-320 aa) (B), 6xHis-MAK5 

(192-616 aa) (C) y MBP-NOG1 (D) de interaccionar con una muestra de ácido ribonucleico total extraído de 

Escherichia coli. Se emplearon distintas proporciones de proteína y ARN en relación de masa (p:p). M: 

marcador de pesos moleculares. ARN: muestra de ARN total de Escherichia coli en ausencia de proteína. 
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Anexo 2: Estudio de viabilidad celular tras el tratamiento con el péptido TAT a diferentes 

concentraciones. Las líneas celulares HCT116 p53+/+ (A), HCT116 p53-/- (B) y Saos2 p53-/- (C) fueron 

tratadas con el péptido TAT durante 24, 48 y 72 horas. Transcurrido este tiempo se determinó la viabilidad 

celular mediante el reactivo WST-1. Se muestra el valor medio de 3 réplicas experimentales ± SD. Los 

resultados se presentan como porcentaje de viabilidad con respecto al control (constituido por células sin tratar). 

D. La línea celular HCT116 p53+/+ fue tratada con el péptido TAT durante 24 y 72 horas. Se muestra el valor 

medio de dos réplicas experimentales ± SD. Los resultados se presentan como porcentaje de viabilidad con 

respecto al control (constituido por células sin tratar). 
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Anexo 3. Cuantificación de la actividad enzimática de la construcción 6xHis-NOG1 en presencia de GTP. 

Se emplearon concentraciones crecientes y proporcionales de enzima (6xHis-NOG1) y GTP manteniendo una 

proporción molar enzima:GTP de 1:300 en todos los casos.  Se muestra el valor medio de tres réplicas 

experimentales ± SD. Los resultados se muestran en Unidades/L, siendo 1 Unidad la cantidad de enzima capaz 

de catalizar la producción de 1 µmol de fosfato inorgánico (Pi) por minuto. AE: actividad enzimática. 
 

 

Anexo 4. Resumen del proceso de purificación de la construcción GST-MAK5 de Chaetomium 

thermophilum. A. Electroforesis SDS-PAGE al 10% (v/v) mostrando las fracciones resultantes de la 

cromatografía de afinidad en columna HisTrap HP realizada con esta construcción. B. Electroforesis SDS-

PAGE al 10% (v/v) de acrilamida mostrando las fracciones resultantes de la cromatografía de intercambio 

aniónico en columna HiTrap Q HP realizada con las muestras resultantes de la cromatografía de afinidad. 
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Anexo 5.  Análisis de la estabilidad térmica de la construcción GST-MAK5 de Chaetomium thermophilum 

mediante termoflúor. Se muestra la temperatura de fusión (Tm) que presenta esta proteína en las distintas 

condiciones experimentales (A1-D12). Cada condición es ensayada por duplicado obteniéndose dos series de 

datos (Tm1 y Tm2). Se muestra el valor de Tm obtenido en cada condición ±SD. 
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Inserto Tm (Cº) 

ctNOC2 63 

ctNOC2 (1-771 aa) 60 

ctNOG1 63 

ctMAK5 60 

ctMAK5 (192-616 aa) 57 

ctHAS1 60 

ctHAS1 (1-320 aa) 62 

cteIF6 62 

ctCIC1 62 

hsTAT-NOG1 (351-412 aa) 60 

 

Abreviaturas:  ct: Chaetomium thermophilum, hs: Homo sapiens. 

 

Anexo 6: Tabla-resumen mostrando el valor de temperatura de fusión (Tm) empleado para la 

amplificación mediante PCR de los distintos insertos de interés empleados en este estudio (véase 

apartado 3.1.2). 

 

 

Condición 6xHis-MAK5 (192-616 aa) GST-MAK5 

A4 51,25/51,72 ºC 48,62/49,47ºC 

A5 52,25/53,79ºC 50,68/50,62ºC 

B10 53,81/53,18ºC 49,41/49,82ºC 

B12 60,76/60ºC 47,07/47,48ºC 

C4 53,02/53,31ºC 49,85/49,92ºC 

 

Anexo 7: Tabla-resumen mostrando el valor de temperatura de fusión (Tm) obtenido al utilizar las 

construcciones 6xHis-MAK5 (192-616 aa) y GST-MAK5 en un ensayo de termoflúor en diferentes 

condiciones experimentales. En la Tabla 3.7 se indica la composición de los tampones empleados en las 

distintas condiciones experimentales (A4, A5, B10, B12 y C4). Se muestran en cada caso los dos valores de 

Tm obtenidos en las dos réplicas experimentales realizadas. 
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