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OBTENCIO I CARACTERITZACIO
DE LA RIBONUCLEASA A RECOMBINANT

M. G. Coll, M. Ribé I M. Vilanova
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RESUM
S’ha establert va protocol de purificacid de la ribonucieass de pancrees bovi (RNAasa A)
recombinant expressada en E. cofi  BLZI(DE3). Aquesta soca d’E. eoli ha estat transforma-
da amb un vector d’expressio que conté el ¢cDNA del gen de 1a RNAasa A situat darrere la
seqixncia senyal pelB codificadora per un péptid senyal dexportacid de ia proteina heterdlo-
ga a i’espai periplasmatic de la c&l'lula. Scguint "csmentat protocol s’obtenen al voltant de
30 myg de proteina recombinant pura 1 activa per litte de cultin en menys d’una setmana.

RESUMEN

Se ha estabiceido un protocolo de purificacitn de la ribonucleasa de pancreas bovino (RMNAa-
$a A) recombinante expresada en E. cofi  BL21(DE3). Esta cepa ha sido transformada con un
veetor de expresion que contienc ol cDNA del gen de la RNAase A situado detrés de la
secuencia sefial pell codificadora por un péptide sefal de exportacién de Ja proteina heterd-
loga hacia el espacio periplasmaticn de [a célula. Siguiendo dicho protocolo se obtienen alre-
dedor de 30 mg de proteina recombinante pura ¥ activa por litro de cultivo en menos de una
semana.

ABSTRACT
A purification protocol of recombinant bovine pancreatic ribonuclease (RNAase A) expres-
sed from E. cofi  BL2Z1{DE3) has been established. This E. coli strain was transformed with
an expression plasmid containing the RNAase A cDNA fused to the pelB signal sequence
that codes for a signal peptide exporting the heterologous protein to the periplasma . About
30 mg of pure and active recombinant protein per litre of culture is obtained in less than one
week.
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INTRODUCCIO

Les ribonucleases s6n enzims que catalitzen la degradacié dels acids ribonucleics i
es troben en guasi tots els teixits, animals i vegetals, i en microorganismes.

La ribonucleasa de pancrees bovi (RNAasa A} (EC 3.1.27.5.) ha estat una de les
proteings més ampliament estudiades pel que fa a plegament, estabilitat i quimica
de proteines; enzimologia; i evolucid molecular {Richards i Wyckoff, 1971; Kar-
peisky i Yakovlev, 1581; Blackburn i Moore, 1982; Wlodaver, 1985; Eftink i Bilto-
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nen, 1987; Beintema et al. 1988; Parés et al. 1991}, La RNAasa A va ser cristal-lit-
zada per primera vegada fa gairebé 50 anys (Kunitz, 1940), i aquests cristalls van
ser difractats a 2 A (Fankuchen, 1941). Les estructures de la RNAasa A i de la
RNAasa S, producte de la digestid controlada de la RNAasa A amb subtilisina,
com també la de complexos d’aquestes amb diversos inhibidors i anilegs de subs-
trat, han estat determinades mitjancant estudis de difraccié de raigs X (Wlodaver,
1985). Finalment, la RNAasa A ha estaf una de les primeres proteines estudiades
per ressonancia magnética nuclear tant per a I’elaboraci¢ de ’estructura proteica
com per al plegament proteic (Rico et al. 1989).

Malgrat el gran nombre d’estudis, ¢l paper concret de cada residu del centre
actin de la RNAasa A duraat la catalisi és dubtds. La RNAasa A és una proteina
petita {de massa molecular 13,7 kDa, constituida per una unica cadena polipeptidi-
ca formada per 124 residus, dels guals vuit sén residus de cisteina que formen qua-
tre ponts disulfur) catalitzadora de la hidrdlisi dels enllagos 37-5"-fosfodiester de es
cadenes senzilles de RNA mitjancant una reaccid en dues ctapes. E]l mecanisme de
cathlisi més acceptat és el de Findley et al. (1961, 1962), modificat per Roberts et
al. {1969} i refinat per Usher et al. {1970}, En la primera etapa del mecanisme
(figura 1), anomenada de transfosforilacid, la cadena lateral de la His-12 actua de
base desprotonant el grup 02’ de la molécula de substrat i la cadena lateral de la
His-11% actua d*acid, protonant el grup Q35’R que s’allibera i debilitant I’enllag P-
035, i facilita aixi 1’atac in fine del 02’ sobre el fosfor. Aquestes funcions s'inver-
teixen en |'etapa ¢ hidrotisi on la His-119 actua de base, capta un proté d’una
molécula d’aigua, mentre que la His-12 actua d’&cid, protonant el grup O2’. En les
dues etapes es forma un complex intermediari, on 1’atom de fosfor adopta una con-
figuracié de bipiramide trigonal, estabilitzada principalment per la Lys-41.

{His-119)

Fig. 1. Mecanisme catali-
tic de la RNAasa A.

(His-119) Esquema dels des-
] placaments electré-
HN, N:’*H_O/H d\ /0 His-12) nics originats
A TP 22 durant la caralisi
o \G\H——-Ni‘\"/}NH acid-base segons el

mecanisme catali-
tic acceptat aciual-
ment. Reproduit de
Fersht (1985).
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Estudis recents sobre el mecanisme de la RNAasa A (Cuchillo et al. 1993, Cuchi-
llo 1 Nogués, 1993} indiquen que no €s correcte considerar la reaccié com un procés
seqiiencial, amb la formacié d’un intermediari associat a I’enzim, siné que Jes dues
etapes, transfosforilacit i hidrolisi, s’haurien de considerar com dos processos catali-
tics separats i U'etapa d’hidrolisi com un procés equivaient a la reaccid inversa de
I’etapa de transfosforilacid.

En la interaccid de Ja RNAasa A amb el seu substrat natural, el RNA, hi participen,
a més del centre catalitic, altres subsetis de fixacié de substrat (Richards i Wyckoff
1971; Blackburn i Moore, 1982; Eftink i Biltonen, 1987; Parés et al. 1991). El model
proposat per a aquesta interaccid s'indica a la figura 2.
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Fig. 2. Representacid esquemitica de la interaccié d'un fragment de RNA amb la RNAasa A,
B, R i p fan referéncia als subsetis per a la ficucio de bases, riboses i fusfats, respecti-
vament. Es defineix p, com el subseti catalitic on es iroba el grup fosfat de Uenlag fos-
fodiester que s’escindeix, B com a seti principal especific per pirimidines i B, com a
subseti secundari de fixacié de bases amb preferéncia per purines. §’indiguen els resi-
dus que podrien participar en cada subseti. Reproduit de Parés et al. (1991).

La dificultat d’cbtenir quantitats considerables de determinats tipus de ribonuciea-
ses, aixi com Dinterés per realitzar estudis d’estructura i funcid de la RNAasza A o
altres RNAases, ha portat diferents autors a considerar el clonatge del gen i ’expressio
heterdloga de la proteina en giiestié. L’expressio de les ribonucieases en sistemes pro-
cariotes ha estat limitada principalment per la seva potencial activitat citotdxica per a
les cél'lules transformades.

De tots els sistemnes descrits a la bibliografia referent al clonatge i expressié de la
RNAasa A, no n’hi ha cap gue permeti obtenir rendiments elevats per pensar ¢n
I’obtencié de mutants d’aquesta proteina per estudiar tant el seu plegament com la
interaccid enzim-substrat, mitjangant la substitucid d'aminoicids que participen en
aquests Processos.
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En aquest treball es descriu un sistema d’obtencid de RNAasa A recombinant que
permmet aconseguir al voltant de 30 mg de proteina pura i activa per litre de cultiv en
menys d'una setmana de treball.

MATERIAL 1 METODES

Material

Per a I’expressid de la RNAasa A recombinant en E. coli s’ha utilitzat la soca
BL21(DE3) (F,ompT,rB",mB (DE3)) (Studier i Moffatt, 1986) de Nevagen (Madison,
W1, EUA). Aquesta soca presenta Ja particularitat que en el gen int del genoma bacte-
riz s’ha inserit el bacteridfag DE3, derivat del fag A, que és portader entre altrcs
regions del prometor fac UVS5, induible per isopropil 3-D-tiogalactopirandsid {IPTG),
i del gen per la RNA polimerasa de T7.

El vector d’expressid utilitzat ha estat el pET-22b (+) que conté, entre altres
regions, un promotor del tipus T7 lac reconeixedor de la RNA polimerasa de T7. A
través de les dianes Msc 11 8al [ d’aquest vector s’ha lligat el gen de la RNAasa A
obtingut a partir d’una llibreria de cDNA de pancrees de vaca. En Pesmentada posicid
el gen de la RNAasa A queda situat just al darrere de la seqiiéncia senyal pel B que
codifica per un péptid senyal d’exportaci6, el qual permet exportar la proteina heterd-
loga cap a I'espai peripiasmatic de la cél-lula transfermada. La construecid resultant
s’anomena pBXR (figura 3) i ens ha estat cedida pef Dr. Ronald T, Raines, del Depar-
tament de Bicquimica de la Universitat de Wisconsin-Madison (Wisconsin-EUA).

Mzl Safi

T7 terminator |

Figura 3. Esquema de la
construccid
PBXR.

La RNAasa A no recombinant s’ha obtingut per purificacié de la ribonucleasa
pancreatica bovina comercial de Sigma Chemical Company {Sant Louis, MO,
EUA) mitjancant cromatografiz de bescanvi catidnic seguint el métode descrit per
Alonso et al. (1986).
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Els reactius utilitzats foren de grau analitic. Les dissolucions d’ampicilina i 'IPTG
foren esterilitzades per filtracid utilitzant filtres de (1,22 mm (Millipore). El medi de
cultiv utilitzat fou TB (Terrific broth) (Maniatis et al. 1989) i es va autoclavar.

Totes les dialisis s’han efectuat en tubs de dialisi Spectra/Por; Spectrum, Texas,
EUA, amb una mida d’exclosid de 3500 Da.

Metodes

Electroforesi

Les proteines foren separades per electroforesi discontinua en gels de poliacrilamida al
15% en preséncia de SDS (PAGE 15%-SDS) (0,1% p/v) (Ausubel et al. 1989).
Determinaci6 die la concentracié de proteina

a) Métode de Bradford {1976). El reactiu utilitzat ha estat subministrat per Bio-Rad.

b} Métode espectrofotométric a partir del valor d’absorbancia a 278 nm 1 utilitzant
el coeficient d’extincié molar a aquesta longitud d’ona €,, = 9800 M” ¢m * (Sela i
Anfinsen, 1957).

Determinacio de la seqiséncia N-terminal de ]a RNAasa A recombinant

S’ha realitzat al Servel de Quimica de Proteines del Centro de Investigaciones Bio-
légicas, del CSIC de Madrid, emprant on seqiienciador automatic de proteines Applied
Biosystems 447 A,

Determinacio de I’activitat ribonucleasa

1. Determinacions espectrofotométriques per a la determinacid dels parametres
cinétics de les ribonucleases amb les quals s’ha treballat:

a) Seguiment espectrofotomeétric de la hidrdlisi de citidina 2°,3’-fosfat ciclic
{cCMP) (Sigma, EUA) (Crook et al. 1960, Herries et al. 1962). S*ha utilitzat el
valor de Ag,, = 516,4 M cm-1 (Ards, 1981).

b) Seguiment espectrofoiomatric de la hidrdlisi de poli(C) (Sigma, EUAY mesurant
el decrement d’absorbancia a 294 nm (Boix, 1993).

En ambdds casos s’ha utilitzat un espectrofotdmetre chlet Packard HP 8452 A i

cambra de cubetes termostatitzada a 25°C.

2. Determinacions en placa d’agarosa-RNA.

S’ha utilitzat per detectar les regions d'una cromatografia amb activitat ribonuclea-
sa, ja que permet assajar un elevat nombre de fraccions de manera molt rapida i sensi-
ble. Es van dipositar, de manera ordenada, Jes fraccions de proteina (1 pl) sobre una
placa d’agarcsa de baixa EEO (Ecogen) (0,8% p/v} que conté RNA (Torula Yeast,
tipus V1, Sigma, EUA) (0,5 mg/ml} i amortidor Tris/HC1 0,1 M, pH 8. Les plaques es
van incubar a 37°C durant 12-24 h i llavors es van tenyir amb una solucid de toluidina
0,1% (p/v) en amortidor Tris/HCl 10 mM, pH 8, que s’uneix al RNA. Les fraccions
amb activitat ribonucleasa van aparéixer com una taca blanca sobre un fons blau.

3. Determinacicens electroforétiques en gels PAGE-SDS amb poli(C) revelats per
activitat (Zimogrames) (Brave et al. 1994).

Cromatografies
1. A pressié atmosférica:
a) Cromatografia de bescanvi catidnic emprant una reina del tipus CM-Sepharo-
se CL-6B (Pharmacia, Suécia} empaquetada en una columna (2,5 cm x 20 cm)
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i equilibrada amb amortider Tris/HCL 20 mM, pH 7,8 centenint urea (6M) i 1,4-
ditio-DL-treitol (DTT) (2 mM). El gradient aplicat fou lineal de NaCl {0-0,5 M)} en
¢l mateix amortidor.

2. Pel sistema de cromatografia liguida d’alta efichcia (HPLC) utilitzant un

equip Waters (Millipore Corp., EUA):

a) Cromatografia de bescanvi catidnic emprant una columna Protein-pak CM-
8HR AP-1 (Millipore, EUA) equilibrada amb amortidor Tris/HCI 20 mM, pH
8. El gradient aplicat fou lineal de NaCl {0-1 M) en el mateix amortidor.

b} Cromatografia de fasc inversa emprant una columna Vydac 214.TP C,
(Vydac, EUA) equilibrada amb acetonitril 10% : acid trifluoracetic 0,1%. El
gradient aplicat fou lineal d’acetonitril {10-100%).

En tots tres tipus de cromatogratia les fraccions recollides van ser enregistrades

a 2B0 nm i s’assaja tant la scva activitat, per zimograma, com la seva puresa, per
electroforesi en gels PAGE 15%-3SDS.

RESULTATS I DISCUSSIO

Al cap de 7 hores despiés de la induccid del cultin de cél-lules I’E. coli BLZ1{DE3)
transformades amb el vector d’expressié de la RNAasa A descrit com a pBXR que
havien estat creixent en medi liquid TB suplementat amb ampicilina (50 pg/ml) a
37°C en agitacio constant (250 rpn) es va obscrvar que la major part de la RNAasa A
preduida ne apareixia en el sobrenedant del cultiu en centrifugar-se aquest previ xoc
osmdotic. Per tant, Penzim quedava retingut a la fraccid cel'lular tot i que el sistema
d'expressié emprat estk dissenyat per dirigir ['exportacid de la proteina recombinant a
'espai periplasmatic de la cél'lula, La RNAasa A era produida en una forma insoluble
perd processada, ja que ['analisi dels set primers residus de la seva seqiiéncia N-termi-
nal va indicar que |’escissio entre el péptid senyal i la proteina s’havia produit correcta-
ment, ja que els set primers residus van coincidir amb ¢ls de la RNAasa A comercial.

L’estratepia seguida en 1a purificacid de la RNAasa A recombinant va consistir a
aconseguir solubilitzar la maxima quantitai de proteina a partir de la resuspensié del
sediment cel'lular sotz condicions desnaturalitzants (preséncia d’urea) i reductores
(preséncia de DTT} per tal de reduir els ponts disulfur catre molécules que s’ haguessin
pogut formar i d’aquesta manera desfer els possibles agregats proteics, per posterior-
ment dur a terme ¢l procés de purificacié de la RNAasa A recombinant i, una vegada
pura, sotmetre-la a un procés de replegament i reoxidacié sota condicions dptimes per
a Ja RNAasa A.

El sediment dc les céllules induides a I’expressio del gen de la RNAasa A es va
resuspendre en 500 ml d’amortidor de solubilitzacié (Tris/HCL 20 mM, pH 7,8, conte-
nint urea {(6M}, EDTA (1 mM), PMSF (0,2 mM} 1 DTT {20 mM) i es va incubar
durant 1 hora a 37°C en agitacid constant {250 rpm). Aquest procés es va realitzar
fraccionadament, en tres etapes, per tal de solubilitzar la maxima quantitat de proteina.

El sobrenedant resultant de cada etapa es va reunir i sotmetre al procés de purifica-
¢ié de la RNAasa A recombinant per cromatografia de bescanvi catidnic a pressio
atmosférica en preséncia d'agent desnaturalitzant i reductor. El perfil d’elucié de pro-
teina corresponent, enregistrat & 280 nm, va indicar la preséncia d'un pic central i
majoritari amb activitat ribonucleasa (figura 4}. En les condicions en qué es va portar a
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terme aquesta cromatografia de bescanvi catidnic es va poder separar una fraccid
corresponent a proteina amb activitat ribonucleasa d'altres proteines, la major part de
les quals s’eluiren durant el rentat de la columna. L’analisi electroforética en gels
PAGE 15%-SDS va mostrar la preséncia d’una fnica banda de mobilitat similar a Ja
de 1a RNAasa A comercial 1 Panalisi per zimograma va demostrar que aquesta banda
presentava activitat rihonucleasa, Tot 1 la preséncia de la urea i el DTT, tant en I'amor-
tidor de sclubilitzacid com en el de la cromatografia, va ser possible assajar Vactivitat
de les diferents fraccions, pel métode en placa d’agarosa-RNA i per zimograma, gra-
cies a I'elevada sensibilitat de Jes dues téeniques i al fet que ambdues permeten el
replegament, encara que parcial, de "enzim.

Per tant, a priori semblava que la RNAasa A recombinant estava ja purificada i
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Fig. 4. Perfil d’elucid de proteina enregistrat a 280 nm, corresponent a In cromatografia de
bescanvi catidnic (CM-Sepharose CI-68) a pressié atmosférica en preséncia d'agent
desnaturalitzant | reductor del sobrenedant (300 ml} corresponent al procés de solu-
bilitzacid de fa RNAasa A recombinant d’un cultive £’E. coli BL21 (DE3) transfor-
mat amb el vector pBXR. La fraccio gue presenta activitat ribonucleasa, eluida a un
valor de conductivitat al voltant de 8 mS.cm’, s'ha indicat amb una barra negra
sota el cromatograma { *— ) absorbancia a 280 nm, { 0-0 ) conductivital en mS.car',

es va procedir al procés de replegament i reoxidacié de la proteina mitjancant dues
di&lisis. En la primerz dialisi, contra I’amortidor Tris/HCI 20 mM, pH 7,8 contenint
NaCl {0,1 M}, glutati¢é oxidat (0,2 mM) i glutatié reduit (1 mM}, es va poder elimi-
nar la urea i el DTT provinent de les etapes anteriors, alhora que va permetre el pro-
cés de reoxidacié dels quatre ponts disulfur gracies a la preséncia de la parella redox
glutatid oxidat/glutatié reduit a les concentracions esmentades anteriorment {del
Cardayré et al. 1995). La segona dialisi, contra I’amortidor Tris/HCI 20 mM, pH 7.6,
va permetre acabar d’eliminar la urea i el DTT i alhora la sal i el glutatié. Finalment
es va centrifugar la mostra per tal d’eliminar la fraccié de proteina no soluble, pro-
bablement no replegada, i es va liofilitzar.

Posteriorment es va comprovar la puresa de la proteina sillada en aquesta etapa
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mitjangant dues cromatografies pel sistema de HPLC, una primera de bescanvi
cationic i una segona de fase inversa. En les condicions en qué es van portar a terme
aquestes dues cromatografies es va obtenir un tnic pic amb activitat ribonucleasa
molt ben definit (cromatogrames no inclosos). L’analisi electroforética en gels
PAGE 15%-SDS va mostrar la preséncia d’una tnica banda de mobilitat idéntica a
la de la RNAasa A comercial en cadascun dels casos i I'analisi per zimograma va
demostrar que aquesta banda presentava activitat ribonucleasa.

A les figures 5 i 6 es mostren els resultats corresponents a I"analisi electroforéti-
ca en gel PAGE 15%-SDS tenyit amb blau de Coomassie i en zimograma, respecti-
vament, de les fraccions obtingudes durant el procés de purificacié de la RNAasa A
recombinant. Amb els resultats obtinguts es pot veure que després de la cromatogra-
fia de bescanvi cationic a pressié atmosférica en preséncia d’urea i DTT es detecta
una sola banda, de mobilitat idéntica a la de la RNAasa A comercial, i amb activitat
ribonucleasa per a les diferents fraccions analitzades. Com a conclusié d’aquestes
analisis es pot veure que s’aconsegueix purificar la proteina recombinant en una sola
etapa cromatografica corresponent a una cromatografia de bescanvi cationic a pres-
si6 atmosferica en preséncia d’urea i DTT. Aix0 suposa aconseguir la RNAasa A
recombinant pura en un temps relativament curt, cinc dies, incloent des del creixe-
ment del cultiu cel-lular fins a I’obtencid de la proteina replegada i reduida.

I -

49500 W P

32500
27500 "
18500 S
G wEe
1 2 3 4 5 6 7

Fig. 5. Analisis electroforétiques en gels PAGE 15%-SDS tenyits amb blau de Coomassie
de les fraccions obtingudes en la purificacio de la RNAasa A recombinant. 1) Mar-
cadors de massa molecular pretenyits (fosforilasa b (106000 Da), BSA (80000 Da),
ovoalbiimina (49500 Da), anhidrasa carbonica (32500 Da), inhibidor de tripsina de
soja (27500 Da) i lisozim (18500 Da); 2) fraccid corresponent al procés de solubi-
litzacio de RNAasa A recombinant, 3) fraccié majoritaria amb activitat ribonuclea-
sa corresponent a la cromatografia de bescanvi cationic a pressié atmosférica en
preseéncia d’urea i DTT; 4) fraccié corresponent al sobrenedant de la proteina amb
activitat ribonucleasa després del procés de replegament i reoxidacio amb centrifu-
gacid prévia per tal d’eliminar la fraccié de proteina no soluble; 5) fraccié majo-
ritaria amb activitat ribonucleasa de la cromatografia de bescanvi cationic per
HPLC:; 6) fraccié majoritaria amb activitat ribonucleasa de la cromatografia de
fase inversa per HPLC; 7) RNAasa A comercial.
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Fig. 6. Analisi electroforética en gels PAGE 15%-SDS amb poli(C) revelats per activitat
(zimograma) de les fraccions obtingudes en el procés de purificacié de la RNAasa
A recombinant. Els carrers 1), 2), 3), 4), 5), 6) i 7) es corresponen amb els indicats
a la figura anterior (5).

La taula I mostra d’una manera comparativa els diferents sistemes d’expressio
de la RNAasa A descrits a la bibliografia, com també els rendiments corresponents,
els quals resulten molt inferiors al que s’ha obtingut en aquest procés (al voltant de
30 mg de RNAasa A recombinant pura i activa per litre de cultiu després de la cro-
matografia de bescanvi cationic pel sistema de HPLC).

S’ha caracteritzat la RNAasa A recombinant a nivell cinétic determinant els para-
metres cinetics enfront de dos substrats, poli(C) i cCMP, per tal de comparar-los
amb els de la RNAasa A comercial. La mostra de RNAasa A recombinant assajada
provenia de I'etapa de cromatografia de bescanvi cationic pel sistema de HPLC.
Els resultats d’aquestes analisis s’indiquen a la taula II.

Els parametres cinétics calculats amb el substrat cCMP per a la proteina recombi-
nant sén practicament identics als de la RNAasa A comercial, mentre que els calcu-
lats amb el substrat poli(C) es desvien lleugerament pel que fa a Vmax. Aquestes
desviacions estarien dins del marge d’error experimental d’aquest métode de deter-
minacié de I"activitat ribonucleasa amb un substrat d’elevada massa molecular.

Aquests resultats indiquen que el plegament de la proteina recombinant ha estat
correcte, en adoptar una conformaci6 identica a la de la proteina obtinguda a partir
de pancrees bovi.
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Taula I Comparacié dels parametres cinétics de la RNAasa A recombinant { la RNAasa A
comercial per als substrats cCMP i politC). Ambdés assaigs s'han realitzat en amor-
tidor acetat sodic 0.2 M, pH 5.5 i a 25°C. Per al substrat cCMP s'ha utilitzat una
concentracié final d’enzim de 0.1 pm i de substrat entre 0.1 1 3 mM, § per al substrat
poli{C), una concentracié d'enzim de 5 nh i de substrat entre 0.1 1 2.5 mgimi,

cCMP
Enzim | Km (M) K_(min-1) | K, /Km (M's") x10°
" RNMNAasa A comercial I .42 147 | 537
RNAasa A recombinant 048 145 I 498
Poli (C)
[ Enziea | K (mgrm) [ ReLV,_ /(E] (%} | RelV_JE]/m
RNAasa A comercial (121 160 2054 ;

T i 22 i} .
LRNAasaArccombmdm J__”_O : __.I o J__I_SE

S|
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AGRAIMENTS

Agquest treball ha estat subvencionat per 1’ajut PB93-0872 de la DGICYT del Minis-
teri d’Educaci6 y Ciéncia. Volem agrair a la Fundacié M. F. de Rovirzlta (Barcelo-
na) els diferents ajuts concedits per a I'adquisicié d’equipament de laboratori.
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