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RESUMEN

El  clonamiento  y  la  sobreexpresi6n  de  genes  en   bacterias  produce

generalmente  cuerpos  de  inclusi6n  (Cl),  que  constituyen  un  problema  serio

para la obtenci6n y purificaci6n de protefnas sobreproducidas. Por esto, ha sido

habitual   incluir  ciclos   de   desnaturalizaci6n   y   renaturalizaci6n   de   proteinas

aisladas  desde   CI,   Io  cual   generalmente  conduce  a   un   bajo   rendimiento.

Grandes esfuerzos  se  han  desplegado  para disefiar estrategias que  permitan

obtener  las  protefnas  en  forma  soluble  en  EscherI.cht.a.  co/i..  Sin  embargo,  el

problema   persiste,   pues   atin   se   desconocen   varios   de   los   factores   que

participan en la formaci6n de los Cl.

En esta Tesjs se propuso estudiar en forma sistematica los factores mss

importantes que contribuyen a la producci6n de CI  en Eschen.chf.a co/r.,  usando

como  modelo  experimental   la  sobreproducci6n   de  algunos  polip6ptidos   C-

terminal  de  distinto  tamafio  y  la  cadena  polipeptidica  completa  de  or-  y  P-

tubulina. El modelo resulta apropiado, pues estas proternas que se producen en

forma  soluble  ;.n  vitro  en  un  sistema  de  reticulocitos  de  conej.o,  en  E.  co//.  Io

hacen en forma insoluble.  EI criterio utiljzado para construir los polip6ptidos C-

termjnal se bas6 en la particjpaci6n de estos en m6dulos o dominjos en ambas

proteinas.Asi,encadaunadeellassehandefinidotresdominiosestructurales,

que se localizan secuencialmente entre los aminoacjdos 1  al  120,170 al 260 y
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295  al  430,  respectivamente.  Ademas,  el  t]Itimo  dominio  en  su  extremo  C-

terminal   (dltimos   20   aminoacidos)   presenta   una   alta   densidad   de   cargas

negativas,  pues  contienen  abundantes  residuos  de  acido  glutamico  y  acido

aspartico.  De 6stos,  el dominio 2 contiene la zona de interacci6n entre c[- y P-

tubulina y es rico en aminoacidos hidrofobicos (41  %),  mientras que el dominio

3  se  caracteriza  por  tener  mayor  polaridad,   pues  contiene   los  tlltimos  20
t

aminoacidos  del   extremo  C-terminal  de  la  proteina.   Se  ha  propuesto  que

proteinas   con   una  elevada   carga  neta  tienen   una  menor  tendencia   a   la

agregaci6n,  por lo que la presencia de 6stos aminoacidos con carga negativa

en el  extremo C-terminal  debiera ser un factor que  contribuye a  la solubilidad

de los polip6ptidos que .Io contienen cuando se  sobreproducen  en  E.  co//..  Por

otro lado,  Ia presencia del dominio 2 con su cafacter hidrof6bico contribuiria a

la recuperaci6n  de  la  proteina  insoluble.  En  el  modelo  de  estudio tambi6n  se

consider6   Ia   influencia   sobre   la  formaci6n   de   CI   de   las   condiciones   de

crecimiento bacteriano y de ruptura celular.

La estrategia consisti6 en clonar y expresar en E. co//. el CDNA de a- y P-

tubulina  y  de  algunos  polip6ptidos  derivados.   A  partir  de   los   CDNA  de   la

isoespecies  korl  de  Ch-tubulina  de  queratocito  humano  y  c82  de  a-tubulina  de

cerebro  de  pollo,  por  manipulaci6n  gen6tica,  se  construyeron  polip6ptidos  de

diferentes tamaFios a partir del extremo  C-terminal  de  la  protefna con  el fin  de

generar una familia de polip6ptidos carentes de uno o mas dominios del extremo

N-terminal.  Asi,  se  obtuvieron  los  siguientes  polip6ptidos  derivados  de  la  or-
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tubulina:  RL-18Ch8 (PM 44018),  RL-11Ci2  (PM 31049),  RL-52Ch3  (PM 8148);  y los

polip6ptidos  derivados  de  la  P-tubulina:  RL-81P12  (PM  37078),  RL-38P4  (PM

32454),   RL€OP8  (PM   18970)  y  RL-3386   (PM  6771).   Los  resultados  de   la

expresi6n   demostraron  que  tanto  or-  como  a-tubulina  y   la   mayoria  de   los

polip6ptidos   C-terminal   se   sobreprodujeron   en  forma   insoluble   (<   5   %   de

solubilidad); el polip6ptido RL-52or3 se sobreprodujo parcialmente soluble (30 %

-40 %) de igual modo que el polip6ptido RL-60P8 (20 % - 30 %) y el polipeptido

RL-33P6 se sobreproduj.o sobre un 95 % en forma soluble.

Se demostr6 que la formaci6n de CI depende principalmente de la carga

de  la  proteina,  pues  una  elevada  carga  neta  negativa  promedio  favorece  la

obtenci6n de los  polip6ptidos  en forma soluble.  Por ejemplo,  Ia solubilidad  del

polip6ptido  RL-33P6 se deberia a su carga neta  promedio  (-0,293)  y no  a  su

tamafio     (peso  molecular  6771).   En  t6rminos  comparativos,   Ia  carga  neta

promedio  present6  una  buena  correlaci6n  con  la  solubilidad  (coeficiente  de

regresi6n  lineal  -0,95),  en  tanto  que  la  fracci6n  de  residuos  de  aminoacidos

formadores  de  vuelta  (glicina  +  prolina  +  asparragina  +  serina)  o  el  tamafio

presentaron una baja correlaci6n.  Tampoco se observ6 una buena correlaci6n

entre  la solubilidad  de  polip6ptidos y la fracci6n  de  residuos  de  cisteina  o  de
i

prolina.

Se   demostr6   que   la   solubilidad   de   la   proteina   depende   de   su

concentraci6n intracelular y no se afecta por la concentraci6n total de proteina

extracelular durante el proceso de ruptura celular.  Por otra parte,  se demostr6
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que las condiciones experimentales que se emplean para purificar las protefnas

sobreproducidas   son    importantes,    pues,    por   ejemplo,    la    utilizaci6n    de

detergentes apolares, como por ejemplo 2 % de Trit6n X-100 o 1  % de Nonidet

P40, promueven la formaci6n de agregados insolubles del polip6ptido RL-33P6
I

que se recupera soluble por ciclos de congelamiento y descongelamiento.  Este

efecto se suprimi6 con el empleo de NacI  IM en el amortiguador,  Io que indica

que   en   la  formaci6n   de   los   agregados   participan   fuerzas   electrostaticas.

Finalmente,  Ia formaci6n  de  CI  de or- y P-tubulina y de polip6ptidos  C-terminal

no se afect6 por la co-expresi6n de las chaperoninas GroEL/GroES,  ni con  el

empleo de bajas temperaturas (15 °C) durante la expresi6n. Sin embargo, estos

agregados mostraron  susceptibilidad  a  proteasas,  pues sufrieron  degradaci6n

despu6s  de  transcurrida  1   hora  desde  su  inducci6n,   lo  que  constituye  un

problema   para   el   desarrollo   de   protocolos   experimentales   tendientes   a

purificarlos.

Puesto  que  la  formaci6n  de  CI  de  los  polip6ptidos  pudiese  deberse  a

cambios en las propiedades estructurales o funcionales de ellos,  se estudi6 Ia

relaci6n  estructura  -  funci6n  de  los  polip6ptidos  sobreproducidos  en  forma

soluble. Por ejemplo,  los polip6ptidos sobreproducidos en esta tesis permitieron

contribuir la determinaci6n del sitio de uni6n para calcio en el heterodfmero de

tubulina, pues 6ste s6lo en polip6ptidos de la P-tubulina.  En el heterodimero de

tubulina de cerebro de pollo tambi6n se detect61,25 sitios en la P-tubulina.  La

constante de uni6n de calcio al heterodimero tuvo un valor de 29 LLM.  Por otra
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parte,  con respecto a  la  estructura de  los polip6ptidos  RL-52Ch3 y RL-33P6 se

demostr6 su .potencialidad de adquirir estructura ct-h6Iice cuando se us6 trifluor-

etanol  al  60  %  como  solvente  o  se  disminuy6  el  pH  a  2  (20  %  para  el

polip6ptido  RL-52ex3  y  30  %  para  el  polip6ptido  RL-3386).   Estos  resultados

fueron  confirmados  por  medio  de  la  estructura  tridimensional  obtenida  por

resonancia nuclear magn6tica bidimensional.

EN



ABSTRACT

Cloning and expression  of foreign  genes  in  bacteria usually induces the

formation  of  inclusion  body  (18).  Thus,  denaturation  and  renaturation  cycles

must be used to obtain the expressed proteins in a soluble form. This procedure

has  a  poor  yield  and  efforts  have  been  made  to  improve  the  strategies  for

recovering  a  soluble  and  functional  protein  overproduced  in  EscheH.chi.a  co/i..

However, the mechanisms involved in formation of lBs are still unknown.

The aim of this thesis was to contribute to the knowledge of  18 formation

in  E.   co/f.  by  conducting  a  systematic  study  of  the  factors  involved  in  this

process.  The experimental  model  used was the expression of ci- and  P-tubulin

and  its  C-terminal  region  derivatives.   Tubulin  has  three  structural   domains

sequencially distributed in the molecule, and have been defined at positions 1  to

120,  170 to 260,  and 295 to 430,  respectively.  Both Ch-and  a-tubulin  contain  a

C-terminal   tail   (last   20   aminoacids)   which   are   highly   negatively   charged

because of their content of aspartic and glutamic aminoacids residues.  On the

other hand, domain 2 participates in the interaction between Ch- and P- tubulins,

and  it  is  highly  enriched  in  hydrophobic aminoacids  (41  %)  while  domain  3  is

characterized by the presence of a highly charged tail. Thus, we hypothesized

hat  domain  2   contributed  to  the   insolubilty  of  the  tubulins   and   domain   3

increased the solubility of the protein due to the polarity of this region.

XX



We cloned and expressed in E. co//. the CDNA of or- and P-tubulin,  and of

a series of C-terminal polypeptides obtained by deleting variable fragments from

the N-terminal region of the protein, that lacked one or more domains of or- and

B-tubuljn. The polypeptides obtained were RL-18or8 (MW 44018),  RL-11er2 (MW

31049), and RL-52G3 (MW 8148) derived from cutubulin;  and polypeptides RL-
1

81P12 (MW 37078),  RL-38P4 (MW 32454),  RL-60P8 (MW 18970), and RL-3386

(MW 6771 ) derived from  f}-tubulin.

Both or-and  a-tubulin,  and the majority of the  polypeptides  (RL-18or8,  RL-

11ti2,  RL-81P12,  and  RL-38P4)  were  overproduced  as  insoluble  IBs  (<  5  %  of

solubility); the polypeptide RL-52or3 was overproduced as partialy soluble protein

(30 % - 40 %) similar to the polypeptide RLJ50P8 (20 % - 30 %).  In contrast,  the

polypeptide RL-33P6 was overproduced as soluble protein (> 95 %). The analysis

of the physicochemical properties of the soluble and partialy soluble peptides led

us to conclude the importance of the charge upon  18 formation.  The solubility of

the  polypeptide  RL-33P6 was the consequence of its  high  negative  charge  (net

average  charge  -0,293),   and  it  was  independent  of  the  size  of  the  peptide

expressed. The net average charge showed a good correlation VI.th the solubility

of   all   the   polypeptides   (correlation   coeficient   -0,95),   in   contrast   to   other

parameters  measured,  such  as  the  turn  forming  aminoacids  fraction  (serjne  +

glycine + asparragine +  proline) which showed a  correlation  coeficient of   0,78.

Moreover,  no  good  correlation was  observed,  neither with  the  cysteine fraction

nor with the proline fraction.

XX|



On   the   other   hand,    it.  was   determined   that   the   solubility   of   the

polypeptidesdependedontheintracellularconcentrationoftheprotein,whileno

influence  upon  the  solubility  of the  polypeptide  vas  observed  when  the  total

protein  concentration  varied  during  the  disruption  step.  The  disruption  buffer

used affected the solubility of the protein recovered, since the presence of  non

ionic detergents  such  as 2  %  Triton X-100  or  1  %  Nonidet  P40  induced  the

aggregation of the RL-33f}6 polypeptide, which otherwise was recovered in the

soluble  form.  This  effect  was  inhibited  when  1   M  NacI  was  present  in  the

disruption buffer,  indicating the electrostatic nature of the forces involved in the

polypeptide  aggregation.  Finally,  the  lBs formation  of Ch-  and  P-tubulin,  and  of

the  C-terminal  polypeptides  vvas  not  prevented  by  either  the  simultaneous

overexpression    of   GroEL/GroES    chaperonin    or   the    expression    at    low
1

temperature  (15  °C).  The  [Bs  were  found  to  be  unstable,  and  were  partially

degradated after 1  hour of being produced.

The  tubulin  polypeptides  overexpressed   in  this  thesis  allowed  us  to

contribute  in  determining  the  binding  site  of  calcium  in  tubulin,  since  it  was

detected  only  in  the  P-tubulin  molecule.  Also,  structural  studies  showed  the

I

potential of polypeptides RL-52or3 and `RL-33P6 to acquire secondary structure

in60%trifluor-ethanolorbyth`eloweringofpHto2(20%ofor-helixfortheRL-

52ct3  polypeptide  and  30  %  of Ch-heljx  for  the  RL-  33P6  polypeptide).  These

resultswereconfirmedbybidimentionalnuclearmagneticresonancestudies.

xxji



lNTRODUCCION

EI  avance de  la  biologia  actual  esta  marcado  por la  habilidad  de tener

una  descripci6n  cuantitativa  de  los  procesos  que  definen  un  sistema  vivo.  EI

objetivo  ha  sido  desarrollar  modelos  detallados  que  permitan  obtener  una

relaci6n estructura-funci6n,  que puede ser reconocida y probada con gen6tica

molecular.   Sin.embargo,   el  estudio  y  analisis  de  las  relaciones  estructura-

funci6n   en   algunas   proteinas   se   ha   visto  frenado   en   su   avance   por   la

imposibilidad   de   contar   con   preparaciones   purificadas,   homog6neas,   que

permitan obtener cristales apropiados para tales estudios.  Esto se debe a que,

en muchos casos,  las proternas presentan mas de una isoespecie por celula o

bien,  a  la  dificultad  de- contar  con  la  cantidad  de  tejido  necesario  para  su

purificaci6n  (George  y  col.,   1981;   Kronheim  y  col.,   1986;  TakamatsL  y  col.,

1992). Para solucionar estos problemas se ha recurrido a la biologl'a molecular,

donde   se   han   desarrollado   estrategias   experimentales   para   aumentar   la

concentraci6n   de   una   determinada   proteina   en    un    nuevo   hospedador

(Marston,1986; Makrid;s,1996). La estrategia consiste en clonar el gen que las

codifica y expresarlo,  por ejemplo,  en Eschew.ch/.a co/t..  Es  asi como el  empleo

de bacterias  para expresar proternas  eucariontes y procariontes  ha tenido  un

importante  desarrollo  en  los  illtimos  quince  afros  (Marston,1986;  King  y  col.,



1993; Liu y col.,1996; Wang y col.,1996; Yamada y col.,1997).

La mayoria de las proteinas sobreproducidas en E. co//. se recuperan en

forma  de  agregados  insolubles  desde  el  citoplasma  bacteriano,   donde  se

encuentran  formando  los  llamados  cuerpos  de  inclusi6n  (Cl)  (Marston,  1986;

Schein,1989). Si bien el proceso de purificaci6n de las proteinas a partir de los

Cl   es   sencillo,   se   debe   recurrir   a   la   aplicaci6n   de   prpcedimientos   de

desnaturalizaci6n con agentes caotr6picos (por ejemplo, 6 M de clorhidrato de

guanidina   u   8   M   urea),   seguido   de   una   etapa   de   renaturalizaci6n   para

obtenerlas  en  estado  soluble  (Basu  y  col.,  1991;  Takamatsu  y  col.,  1992).  EI

procedimiento   generalmente   tiene   un   rendimiento   baj.o,    en   terminos   de

obtenci6n de la protefna soluble y funcional (Buchner y Rudolph,1991 ;  Orsini y

col.,1991).  Por esta raz6n,  se han ensayado procedimientos de recuperaci6n

de las proteinas recombinantes desde los CI usando detergentes. Asi, Ia actina

se obtiene soluble desde los agregados cuando se emplea laurilsarcosinato de

sodio  (Frankel  y col.,  1991).  El  mismo  efecto  sei ha  observado  con  el  uso  de

cloruro de cetilmetilamonio para recuperar la hormona del crecimiento de cerdo

sobreproducida en E.  co/i. (Puri  y col.,  1992).  Sin  embargo,  el  problema  de  la

obtenci6n   de   las  proteinas   heter6logas   solubles  y  funcionales   en   E.   co//.

persiste.

Por qu6 se agregan las proteinas clonadas y expresadas en bacterias es

una  interrogante  abierta  en  la  actualidad,   pues  no  se  han  establecido  los

mecanismos  moleculares  lo  suficientemente  claros  que  den  cuenta  de  este



fen6meno.  Se  han  realizado  estudios  con  proteinas  particulares  empleando

mutag6nesis  sitio especifica  para  conocer c6mo  influyen  algunos  residuos  de

aminoacidos en su estado de agregaci6n cuando se sobreproducen en E.  co/i.,

pero los resultados no se pueden generalizar. Por ejemplo, Knappik y Pltlckthun

(1995) observaron que algunas mutaciones localizadas en las zonas de vueltas

del fragmento Fab o del fragmento Fv de inmunoglobulinas permitian obtener la

proteina en forma soluble cuando se sobreproducfa en E. co/r..  En otro estudio,

lzard   y  col.   (1995)   encontraron   que   la   sustituci6n   del   triptofano   140   por

fenilalanina en el extremo carboxilo terminal (C-terminal) de la colicina A   daba ,

por resultados la obtenci6n de un 50 % de la proteina sobreproducida en E. co/7.

en forma insoluble.  La sustituci6n de los residuos  de triptofanos 86  o  130  por

fenilalanina  en  la proteina  no tenian  el  mismo  efecto,  pues  la  solubilidad  era

.  poco   afectada   (22   %   y   19   %   de   proteina   insoluble,    respectivamente).

Resultados similares se nan obtenido con otras pfoteinas cuando se estudian

otros residuos de aminoacidos, como por ejemplo los residuos de cisteina en el

factor de crecimiento basico de fjbroblasto (Rinas y col.,1992). Esta proteina se

sobreproduce un 70 % soluble en E. co//. y tiene cuatro residuos de cisteina. Los

residuos 26 y 93 se localizan hacia su interior cuando la proteina esta plegada

y forman puentes disulfuro;  losrresiduos 70 y 88 se localizan en la superficie y

se  encuentran  como  grupos  sulfidrilos  libres.  Los  autores  observaron  que  la

sustituci6n de la cisteina 70 por serina disminura la solubilidad y s6Io 41  % de

la protefna era soluble.  Por otro lado, Ia sustituci6n de la cisteina 88 por serina
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o  la  sustituci6n  en forma  simultanea  de  las  cisteinas  70 y 88  por serinas,  no

afectaban  la proporci6n de proteina soluble que se recuperaba desde E.  co//..

Sin embargo,  Ia sustituci6n simultanea de las cisteinas 26 y 93 por serinas o la

sustituci6n  de todas  las cisteinas  por serinas  abolfa totalmente  la solubilidad,

encontfandose la proteina 100 % insoluble en E. co/r..  Los resultados anteriores

sugieren que  la producci6n  de  los  CI  no se relaciona s6lo  con  la  presencia o

ausencia  de  determinados  residuos  de  aminoacidos,  sino  que  parece  ser  la

consecuencia de un conjunto de factores que afectan en forma particular a cada

proteina que se sobreproduce en E. co/7..

Se   han   realizado   numerosos   esfuerzos   tendientes   a   predecir   la

solubilidad  con  que  se  sobreproducjfa  una  proteina  en  E.  co/f..  Asi,  Schein

(1990)  sugiere  que  las  proteinas   insolubles,   que  forman   Cl,   poseen  esta

caracteristica   tanto   por   las   propiedades   de   la   proteina   que   se   esta

sobreproduciendo como por las  del  solvente  que  se  usa  en  su  recuperaci6n.

Otro estudio,  realizado por Wilkinson y Harrison  (1991),  utilizando  un  elevado
/.

ndmero de protefnas cuyos genes nan sido expresados en E.  co//.,  indica que

parece  existir una fuerte correlaci6n  entre  la formaci6n de  Cl  y la  carga  neta

promedio de la protefna o la fracci6n de residuos formadores de vuelta (fracci6n

combinada de asparragina,  prolina,  glicina y serina) que contiene la mol6cula.

Asf, cuanto menos electronegativa sea una proteina o mayor sea su contenido

de residuos de aminoacidos formadores de vuelta,  mayor es la probabilidad de

que  se  exprese  en  forma  insoluble.  Sin  embargo,  estudios  en  los  cuales  se
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reemplazan  los residuos de triptofano presentes en  distintas  posiciones de  la

mol6cula   (Chrunyk  y  col.,   1993)   o   cuando  se   sustituye   un   triptofano   por

fenilalanina (Izard y col.,1994),  y por lo tanto no  se  modifican  los  pafametros

sefialados  por  Wilkinson  y  Harrjson  (1991),  conducen  a  la  obtenci6n  de  la

proterna con distinta solubilidad.  Estos resultados sugieren que ademas deben

considerarse otros factores para poder predecir si una determinada proteina se

sobreproducifa soluble o insoluble en E. co/i..

En esta Tesis nos proponemos contribuir al conocimiento del mecanismo

de  formaci6n   de  los   Cl   en  E.   co//.,   usando  como   modelo  experimental   la

sobreproducci6n de la   or y P-tubulina y algunos polip6ptidos C-terminal.  Esta

proteina   es   motivo   de   intensos   estudios   con   el   pfop6sito   de   establecer

relaciones estructura-funci6n y se ha propuesto el clonamiento molecular como

una  alternativa  valida  para  superar  el  problema  de  la  heterogeneidad  de  la

macromol6cula obtenida desde su fuente de origen natural.

Cuerpos de i.nc/usf.6n en E. co/f..   De acuerdo con lo sefialado anteriormente,  la

mayorra de las proteinas clonadas y expresadas en  E.  co/I. forman  agregados

insolubles  en  su  citoplasma,  denominados  CI.  Los  CI  se  han  definido  como

estructuras amorfas, opacas a los electrones, sedimentables por centrifugaci6n

a baja velocidad, carentes de envoltura y compuestos mayoritariamente por las

proteinas  sobreproducidas  en  el  citoplasma  bacteriano  (Marston,   1986).   La

mayor fa  de  los  Cl  no presentan actividad  proteolitica,  por  lo  cual  se  descarta



que  sean  producidos  como  una  estrategia  de  las  c6lulas  bacterianas  para

eliminarlos mediante proteasas citoplasmaticas,  como ocurre normalmente con

aquellas  protefnas  de  la  bacteria  cuya  sintesis  aumenta  abruptamente  o  con

proteinas que sufren mutaciones'(Prouty y col.,1975; Miller,1987).

Para superar el  problema de la formaci6n de agregados  insolubles con

las   proteinas   que   se   sobreproducen   en   E.   co//.  se   han   usado   diversas

estrategias, entre las que se incluyen la modificaci6n de dichas protefnas para

promover su excreci6n al medio extracelular y evitar su acumulaci6n intracelular

(Holland  y  col.,   1990;   Stader  y  Silhavy,   1990),   o   la  variaci6n   de   algunos

pafametros   fisicoqurmicos   suceptibles   de   manejar   en   el   laboratorio   (por

ejemplo,   temperatura)   y  que  pueden   afectar  tanto  a   la   bacteria   como   al

plegamiento  de   la  proteina  sobreproducida  (Chalmer  y  col.,   1990;   Schein,

1989).  Un ejemplo, de esta dltima alternativa se ha aplicado en la obtenci6n de

la  enzima  kanamicina  nucleotidil  transferasa,  la  cual  se  recupera  soluble  y

activa cuando se sobreproduce a 23 °C, pero forma CI cuando se sobreproduce

a 37 °C (Liao,1991).

Para  promover  la  excreci6n  de  las  proteinas  recombinantes  y  evitar  la

producci6n de CI,  se han generado proteinas de fusi6n entre las proteinas de

intetes   y   un   fragmento   de   una   protefna   bacteriana   extracelular   que   es

responsable de su excreci6n (regi6n que contiene el peptido serial).  Tal  es :I

caso  de  la  protefna  que  une  retinol  (RBP),  donde  se fusion6  el  CDNA que  la

codifica  con  el   DNA  que  codifica  para   la  secuencia  serial   de  la  protefna



bacteriana OmpA (Sivaprasadarao y Findlay,1993), y tambi6n para la proteina

inhibidor de tripsina de pancreas bovino (BPTI),  que se fusion6 con  el  p6ptido

serial de la fosfatasa alcalina (Marks y col.,  1986).  EI  prop6sito de esta nueva

estrategia  era evitar  la  acumulaci6n  intracelular del  polip6ptido  clonado,  pues

se sospechaba que el  aumento brusco de la concentraci6n  intracelular de los

intermediarios   del   plegamiento   de   las   proteinas   recombinantes   los   harra

alcanzar  su  punto  critico  de  solubilidad,   precipitando  (Mitraki  y  King,   1989,

Chrunyk y col.,1993).  En ambos casos  la estrategia aplicada tuvo 6xito,  pues

las fusiones  permitieron  la obtenci6n  de  las  protefnas  RBP  y  BPTl  solubles  y

correctamente  plegadas.  Sin  embargo,  esta  estrategia  no  siempre  lleva  a  los

resultados  deseados,  porque  la  proteina  permanece  insoluble  o  bien,  no  es

secretada como en el caso de la expresi6n de algunas variantes de receptores

de c6lulas T (para revisi6n, ver Makrides,  1996).

Una idea alternativa empleada para evitar la formaci6n de CI, consiste en

fusionar   las protefnas de intefes con proteinas que se sabe que son solubles

en  el  citoplasma  bacteriano,   como  por  ejemplo,   la  fusi6n  del  receptor  de

progesterona de pollo, trunco, con ubiquitina (Power y col.,1990)  o la fusi6n de

diversas citoquinas y factores de crecimiento con tiorredoxina (La Valle y col.,

1994).  Los resultados observados con esta estrategja han sido contradictorios,

pues   se  .ha   logrado   6xito   con   las   proteinas   mencionadas   anteriormente,

mientras  que  otras  proteinas,   como  por  ejemplo,   la   hormona  paratirofdea

humana   (Wjngender  y  col.,   1989)   y   la  neurotoxina   B-IV  de   Cerebrafu/us
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(Howell   y    Blumenthal,    1989)   fusionadas    con    P-galactosidasa    contindan

expresandose en forma insoluble.

Los  m6todos  utilizados  para  romper  las  c6Iulas  que  sobreproducen

protefnas heter6Iogas y hom6logas han demostrado tener importancia sobre la

solubilidad  con  que  se  recuperan  los  polip6ptidos.  Por  ejemplo,  cuando  se

emplea  laurilsarcosinato  de  sodio  para  romper  c6lulas  que  sobreproducen

actina en E. co/7., 6sta se recupera soluble, a diferencia de lo observado cuando

la  ruptura  celular se  realiza  con  m6todos  alternativos  (Frankel  y  col.,1991).

Otros procedimientos utilizados en casos particulares incluyen el tratamiento de

los  cultivos  con  acido  percl6rico  (Hubbard,   1993)  o  el  uso  de  columnas  de

intercambio 'i6nico  a  pH  acido  (Darby  y  Qreighton,  1990).  Hubbard  emple6  el

acido  perclorico  (7  %  v/v)  para  purificar  una  protefna  que  une  calcio  (peso

molecular 9000) clonada y expresada en E. co//., pues con estas condiciones la

proteina permanece soluble mientras que las proteinas bacterianas precipitan.

Darby y Creighton  (1990)  usaron  una  resina  de  intercambio  cati6nico  y  pH  2

para   purificar  el   BPTl,   aprovechando   la   caracteristica   de   la   proteina   de

permanecer soluble  a  este  pH.  Los  autores  sugieren  que  en  las  condiciones

descritas   se   disociarfan    componentes    bacterianos    acidos    que   `estarfan

fuertemente  unidos  por  cargas  al  BPTl,  dado  que  el  BPTI  es  una  proteina

basica.  La  uni6n  ,de  estos  componentes  bacterianos  a  la  proteina  serfan  la

causa de su agregaci6n para formar CI a pH fisiol6gico.

La composici6n  de  los  Cl  tambi6n  ha  sido  motivo  de  algunos  estudios,

/



tendientes a conocer si existiria alguna proteina responsable de su formaci6n.

Veeraragavan (1989) observ6 que los Cl de la proteina recombinante paparna

fusionada  a  P-galactosidasa  presentaban  como  contaminantes  las  proteinas

OmpA y OmpF.  Sin embargo,  estas proternas parecen ser contaminantes que

se asocian a los Cl en una etapa posterior a la ruptura celular,  puesto que las

proteinas mencionadas,  que se purificaban desde los Cl,  carecfan del p6ptido

serial y se sabe que ,ellas maduran fuera del citoplasma.  Resultados similares

fueron  informados por Hart y col.  (1990)  estudiando  los  CI  de  la hemoglobina

de  Vr'freosCi.//a sobreproducida en E. co/i..  Los autores observaron, ademas, que

los Cl contenfan el factor de elongaci6n Tu como contaminante. Otras proteinas

asociadas con la formaci6n de los CI corresponden a proteinas inducibles por

estfes  termico,   cuyo  peso  molecular  es   16000  (AIIen  y  col.,   1992).   Estas

protefnas se inducen durante la sobreproducci6n de renina humana,  prorenina

o factor 2 de crecimiento de bovino.

En   general,   se   puede   concluir   que   uno   o   mss   de   los   factores

mencionados han demostrado tener influencia importante sobre la formaci6n de

los   CI   de  algunas  protefnas  particulares,   pero   no   se   ha   podjdo   obtener

conclusiohes   generales   para   explicar   la   formaci6n   de   estos   agregados

insolubles y el  problema  persiste con  la mayor fa de  las  protei'nas  clonadas  y

expresadas en E. coli.

Dado que se ha sefialado que los Cl estarfan compuestos por la proteina

sobreproducida,    Ia   que   se   encuentra   en   un   estado   intermedio   en   su



10

plegamiento y no por la  profefna completamente desplegada,  nos  referiremos

brevemente algunos factores  que son  importantes  para  el  plegamiento  de  las

proteinas /.n vivo.

Plegamiento intracelular de protel'nas.   Desde la propuesfa de Ahiinsen (1grf3),

en que se sefiala que el plegamiento de una protefna depende exclusivamente

de  su  estructura  primaria,   pues  en  ella  se  encuentra  toda  la   informaci6n

necesaria  para  definir su  estructura terciaria  y  su funci6n  biol6gica,  hasta  el

presente,  el conocimiento de c6mo se pliegan  las proteinas no ha podido dar
\

origen a un modelo general de plegamiento.  En la actualidad se sabe que, con

muy pocas excepciones,  Ias proteinas requieren de  la asistencia de proteinas

auxiliares  para  completar  su  plegamiento  en  forma  exitosa  y  obtener  una

proteina   plegada   soluble   y   con   actividad   biol6gica   (Hartl   y   Martin,   1992;

Horwich   y   col.,   1993;   Hartl   y   col.,   1994).   Las   proteinas   accesorias   mss

estudiadas  en  los  dltimos  afios  corresponden  a  las  chaperonas  moleculares.

Estas  protefnas se encuentran  ampliamente distribuidas entre  los  organismos

vivos, tanto en eucariontes como en procariontes (Georgopoulos,1992), donde

tienenimportanciafundamentalendjversosprocesosbiol6gicos(Traversycol.,

1994;   Ewbank   y   Creighton,   1992).   Las   chaperonas   relacionadas   con   el

plegamiento de proteinas se han dividido en dos grandes grupos de protefnas,

Ia   familia   de   chaperonas   hsp70   y   la   familia   de   chaperonas   hsp60   o

chaperoninas (EIIis,1992; Hartl y Martin,1992).  Los componentes de estos dos



11

grupos  se  caracterizan  por  ser  inducidos  por  esttes  t6rmico  y  tener  peso

molecular cercanos a 60000 y 70000,  respectivamente (Craig y col.,1993).  La

familia de  las chaperoninas  incluye a  la  hsp60  de  mitocondrias  (Ostermann  y

col.,1989),  la GroEL de bacterias (Tilly y col.,1981;  Hemmingsen y col.,1988),

la  proteina  que  une  Rubisco  de  cloroplasto  (Goloubinoff  y  col.,   1989),   el

complejo de chaperoninas TCP-1  del citoplasma de c6lulas eucariontes (Yaffe y

col.,1992)ylaTF55dearqueas(Trentycol.,1991),asicomoalachaperonina

GroES  (PM  10000).  En  bacterias,  Ias proteinas que  estan  siendo  sintetizadas

son asistidas en su plegamjento primero por las chaperonas DnaK/DnaJ y por

la   chaperona   GrpE   (Hartl   y  col.,   1994).   Luego,   cuando   tienen   estructura

secundaria,  Ias  asisten  las  chaperoninas  GroEL/GroES  (Schmidt  y  Buchner,

1992; Viitanen y col.,1992; Martin y .col.,1993).

Sin embargo, Ios factores que participan asistiendo el plegamiento de las

protefnas i.A w.vo o i.n w.fro no son los mismos en todos los casos y dependen de

la proteina en particular. Por ej.emplo, Thomas y Baneyx (1996) observaron que

para obtener el plegamiento correcto de la pres2-S'-a-galactosidasa y evitar la

formacj6n   de   Cl   se   requerfa   de   la   sobreproducci6n   de   las   chaperonas

DnaK/DnaJ.  Los autores indican que las chaperoninas GroEL/GroES no tienen

el  mjsmo  efecto  que  las  chaperonas  DnaJ¢DnaJ,  probablemente  por  no  ser

capaces de unjrse a pres2-S'-C-galactosidasa.  Por otro lado,  se ha observado

que  la  cjtrato  sintetasa,   la  cetoglutarato  deshidrogenasa  o  la  polinucle6tido

fosfori]asa  no   pueden   alcanzar  su   plegamiento   correcto   en   el   citoplasma
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bacteriano cuando no disponen de las chaperoninas GroEL/GroES  (Horwich y

col.,1993).

Otro aspecto importante a considerar en la formaci6n de Cl se relaciona

con  la cin6tica de plegamiento de  las proteinas i.n  vivo.  El  grupo  de Jonathan

King   ha   sugerido   que   el   problema   de   la   agregaci6n   de   las   proteinas

heter6Iogas en bacterias depende, fundamentalmente, de la inestabilidad de los

intermediarios  de  plegamiento  de  cada  proteina  (para  revisi6n,  ver  Mitraki  y

King,  1989).  Este  grupo  ha  estudiado  la  formaci6n  de  agregados  usando  la

expresi6n  de  la  protefna  de  la  espicula  del  bacteri6fago  P22 len  Sa/none//a

fypfri.mum.urn. Con este prop6sitg prepararon una protefna mutada termosensible

que se agrega a la temperatura no permisiva, pero que es capaz de conservar

su estado nativo a esta temperatura,  cuando se ha plegado a  la temperatura

permisiva (Sturtevant y col.,1989). Los autores lograron obtener mutaciones en

la proteina que suprimen la mutaci6n termosensible original, permitiendo que la

proteina se pliegue normalmente a cualquier temperatura (Mitraki y col.,1991).

Estas  nuevas  mutaciones  les  permitieron  definir  zonas  en  la  proteina  que

serfan responsables de la formaci6n de los agregados.

E/ mode/o expen.menfa/.. la fubu/ira.  La tubulina es una proteina heterodimerica

con un coeficjente de sedimentacj6n de 5.8S y un peso molecular de  100.000

(Luduefia y col.,1992). La disociaci6n entre or-y P-tubulina tjene una constante

de  1  LLM  (Rodrrguez y col.,  1996).  La  tubulina  es  el  componente  principal  del
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citoesqueleto en c6Iulas eucariontes, donde interviene en numerosos procesos

celulares.  Para cumpljr su funci6n,  la protefna participa en  la  polimerizaci6n  y

despolimerizaci6n de microtdbulos,  proceso que puede ser reproducido /.n vt.fro

a partir de la proteJna purifjcada y en presencja de GTP y cationes divalentes

que modulan el proceso (para revisi6n, ver Monasterio y col.,1995).

El    mecanismo    de    la    polimerizaci6n    y    despoljmerizaci6n    de    los

microtdbulos (inestabilidad dinamica), tanto ;.n vivo como t.n w.fro, y la regulaci6n

de este proceso ha sido el tema de intefes en nuestro laboratorio. Sin embargo,

la heterogeneidad de la protefna en su fuente natural, dada por la presencia de

numerosas  isoespecies de tubulina  en  un  mismo tej.ido  (George  y col.,  1981),

hacen difieil  la  interpretaci6n de  los resultados obtenidos.  Por otra parte,  para

comprender  el   mecanismo   molecular  de   la   inestabilidad   dinamica   de   los

microtdbulos es necesario conocer la estructura de la tubulina a alta resoluci6n;

sin  embargo,  no  se  ha  podido  utilizar  la  cristalograffa  de  rayos-X  para  este

efecto,  debido  a  que  esta  protefna  tiene  la  tendencia  a  agregarse  a  altas

concentraciones  y  no  se  ha  logrado  obtener  los  cristales  apropiados  (por

ejemplo,  ver  Nogales  y  col.,   1995).  Por  otro  lado,   en  el  caso  de  lograr  la

cristalizaci6n aparecen dos nuevos problemas: uno es la heterogeneidad de las

preparaciones, debida a la presencia de distintas isoformas de la tubuljna en un

mismo tejido y el  otro,  Ia presencia de modificaciones post-traduccionales que

debe sufrir la proteina para ser funcional  (George y col.,1981;  Penque y col.,

1991 ).



14

Una  estrategia  utilizada  en  el  caso  de  otras  proteinas  que  no  ha  sido

posible cristalizar,  es estudjar su estructura por partes a trav6s del  estudio de

dominios  de  la  proteina,   los  cuales  por  definici6n  debieran  tener  la  misma

estructura terciaria tanto en la proteina como en forma aislada como segmentos

(Creighton,  1992).  En  el  caso  de  la  tubulina  este  camino,  aunque  mss  largo,

puede  servir  para   conocer  la   estructura   de   m6dulos   mss   pequefios   por

resonancia  nuclear  magn6tica   y  otros   m6todos   espectrosc6picos,   con   los

cuales se pueden reconstruir la estructura de la proteina usando como base la

estructura  de  la  tubulina  que  se  conoce  a  baja  resoluci6n  (Nogales  y  col.,

1995).

Estructuralmente,  se ha propuesto  la divisi6n  de  esta  mol6cula  en  tres

regiones  compactas,  con  similar  ndmero  de  aminoacidos,   Ias  que  estarian

unidas  por  segmentos  mas  accesibles  al  ataque  proteolftico,   considerados

como vueltas expuestas (de la Vifia y col.,  1988).  Estas tres  regiones podrfan

ser   entendidas   como   dominios   (ver   Esquema   1):   un   dominio   N-terminal

(dominio   1),   un  dominio  central   (dominio  2)  y  otro,   C-terminal   (dominio  3)

(Beese  y col.,1987;  de  la Vifia  y col.,1988).  Cada  domjnio  comprenderia  los

siguientes aminoacidos (Figura 1 ):

dominio 1: aminoacidos 1  al 120

dominio 2: aminoacidos 170 al 260

dominio 3: aminoacidos 295 al 430.



Subunidad a

1

MRECISIHVGQAGVQIGNACWELYCLEHGIQPDGQMPSDKTIGGGDDSFNTFFSETGAGK

61
HVPRAVFVDLEPTVIDEVRTGTYRQLFHPEQLITGKEDAANNYARGHYTIGKEllDLVLDR.lR

124
KLADQCTRLQGFLVFHSFGGGTGSGFTSLLMERLSVDYGKKSKLEFSI_YPAPQVS±Avis¥J±

184
E"SILTTHTTLEHSDCAFMVDNEAIYDICRRNLDIERPTYTNLNRLISQIVSSITASLRFD6A

246

247
LNVDLTEFQTNLvpypRiHFPLATyApvisAERAyHEQLsvAEiTNACFEPANQMVKCDpa-ri

310
GKVMAcCLLVRGDwpKDVNAAiATiKTKRTiQrvDwcPTGFKVGiNyQppTwpGGDLAK

371
VQRAVCMLSNITAIAEAWARLDHKFDLMYAKRAFVHWYVGEGMEEGEFSEAREDMAALE

4cO                                                       451
KDYEEVGVDSVEGEGEEEGEEY

Subunidad P

1

MREIVHIQAGQCGNQIGAKFWEVISDEHGIDPTGSYHGDSDLQLERINVYYNEATGNKW

61
PRAILVDLEPGTMDSVRSGPFGQIFRPDNFVFGQSGAGNNWAKGHYTEGAELVDSVLDV

120

119

VRKESESCDCLQGFQLTHSLGGGTGSGMGTLLISKIREEYPDRIMNTFSVMPSPKVSDTV

241180
¥EpyNATLsvHQLVENTDETyciDNEALyDiCFRT_LKLTTPTyGDLNHLvsATMseviTc-LR

242
Ep_G_QLNADLRKLAVNMvpFPRLHFFMPGFAPLTSRGSQQyRALTvpELTQQMFDSKNin-rri

301

300

AACDPRHGRYLTVAAIFRGRMSMKEVDEQMLNVQNKNSSYFVEWIPNNVKTAVCDIPFR

3cO
GLKMSA"GNSTAIQELFKRISEQFTAMFRRRAFLHWYTGEGMDEMEFTEAESNMNDLV

420                                                         445
SEYQQYQDATADEQGEFEEEGEEDEA

15

FIGURA 1. Secuencia aminoacidica de or-tubulina de queratocito humano y

P-tubulina  de  cerebro  de  embri6n  de  pollo,  deducida  a  partir  de  su
secuencia nucleotidica.  El dominio 2 esfa subrayado.  En verde se indican los
residuos   de  aminoacidos   acidos   y  en   rojo,   los   residuos   de  aminoacidos
hidrof6bicos.
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En  el  dominio  1  de  la  tubulina  se  localizaria  el  sitio  de  uni6n  intercambiable

para   el   GTP,   que   tiene   importancia   en   la   inestabilidad   dinamica   de   los

microtdbulos   (Erickson   y   O'Brien,    1992).    El   dominio   central   (dominio   2,

subrayado en la figura) contendria la zona de interacci6n entre or-y P-tubulina;

en tanto que el dominio 3,  se caracteriza por tener unida  una cola (t]ltimos 20

aminoacidos del  extremo  C-terminal de  la protefna) altamente cargada,  lo que

le confiere mayor polaridad a esta regi6n de la tubulina, y aquf se encontrarian

los sitios para calcio y protefnas MAP que tienen  una importante participaci6n

en la inestabilidad dinamica (Monasterio y col.,1995).

Recientemente,    de    Pereda   y   col.    (1996a)    realizaron    un    estudio

sistematico  de  los  sitios  accesibles  a  digesti6n  controlada  con  12  proteasas

comerciales  de  diferente  especificidad.   Los  autores  pudieron  definir  asi' los

sitios expuestos en la superficie de micrott]bulos inducidos por taxol,  lo que les

permiti6  contribuir  a  establecer  un  mapa  topol6gico  de  la  proteina.  Ademas,

este grupo estudi6 Ia estructura secundaria de 75 or-tubulinas,  106 P-tubulinas y

14 y-tubulinas, y las compar6 con las 12 secuencias de la proteina bacteriana

Ftsz,  que  participa  en  la  divisi6n  celular,  disponibles  en  el  banco  de  datos

SWISS-PROT.  De este modo lograron definir un  nucleo estructural y evolutivo

comtin entre tubulinas y Ftsz, que es diferente del de otras proteinas que unen

GTP (de Pereda y col.,1996b),  lo que hace adn mas importante el estudio del

dominio donde se encuentra el sitio intercambiable para GTP.
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P/egam/.enfo de /a  fubu/r.na.  Al  inicio  de  esta Tesis  se  conocian  s6Io  algunos

factores que eran necesarios para el proceso de plegamiento de  la tubulina t.n

vivo,  los cuales habian sido deducidos de los requerimientos /.n v/.fro. Asf, Yaffe

y  col.  (1992)  observaron. que  el  complejo  TCP1   (complejo  polipeptidico  t-1),

presente  en  todas  la  c6Iulas  eucari6ticas  (Lewis  y col.,  1992),  actuaba  como

chaperona  molecular citos6lica  en  el  plegamiento  de  la  tubulina.  Los  autores

encontraron  que  en  un  sistema /.n  v/.fro de  lisado  de  reticulocito  de  conejo,  la

tubulina formaba un complejo susceptible a proteasas con la chaperona TCP1,

de peso molecular 900000.  La adici6n de MgATP al medio inducfa la liberaci6n

de or- y a-tubulina como heterodimeros competentes para el ensamblaje y con

una conformaci6n relativamente resistente a proteasas.  Esta chaperona TCPI

seria  equivalente  a  la  chaperonina  citoplasmatica  bacteriana  GroEL  (Lewis  y

col.,1992).  Por otra parte,  trabajando  con  un  sistema i-n  vt.fro,  Phadtare y col.

(1995)  observaron  que  la  chaperonina  GroEL  era  capaz  de  unirse  con  la

tubulina  desnaturalizada formando  un  complejo  GroEL-tubulina oap,  cuando  la

chaperonina   estaba   presente   en   el   amortiguador   de   replegamiento.   Este

complejo  podia  ser  purificado  por  inmunoafinidad,   usando  anticuerpos  anti

GroEL,  y la tubulina era  liberada mediante la adici6n de GroES y ATP.  Por lo

tanto,  es  posible  suponer  que  la  tubulina  clonada  y  expresada  en  bacterias

pudiera     requerir    de     las     chaperoninas     GroEL/GroES     para     plegarse

correctamente en el citoplasma bacteriano.

Estudios  recientes  relacionados  con  el  plegamiento  de  la  tubulina  han
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permitido formarse una idea mss completa de los factores que participarfan en

el  proceso.  Por  ejemplo,  se  ha  observado  que  el  plegamiento  de  ct-tubulina

requiere  de  la  presencia  de  la  chaperonina  citos6lica  (c-cpn)  (Tian  y  col.,

1995a) y que las chaperoninas GroEL/GroES pueden suplir a la chaperonjna c-

cpn,   pero   la   cutubulina   obtenida   en   estas   condiciones   no   adquiere   su

conformaci6n nativa (Tian y col.,1995b). EI estado nativo de la proteina s6Io se

obtiene   cuando,   ademas,   se   adicionan   cofactores   proteicos   especificos

(Paciucci,  1994;  Tian  y col.,1996).  Por ejemplo,  para  el  plegamiento  de  la  P-

tubulina se requjeren factores proteicos denominados A, C,  D y E, que tiene un

orden  correlativo  de  participaci6n  en  el  plegamiento.   Las  proteinas  A  y  D

actdan estabilizando  la  P-tubulina  en  Jn  estado  casi  nativo,  en tanto  que  las

proteinas E y C se relacionan con la formaci6n de los microtdbulos (Tian y col.,

1996).

Clonaml.ento y expresi6n de la tubulina en bacterias. La tubul.ina obtehiida desde

diversas  fuentes   ha   sido   clonada   y  expresada   en   bacterias.   Asi,   Wu   y

Yarbrough   (1987)  clonaron  y  expresaron   la  or-tubulina     y  la  P-tubulina  de

77]xpanosoma   6mcet.t.   en   E.    co/i.,    observando   que   ambas   tubulinas   se

recuperaban  en  forma  insoluble,  formando  Cl.  Por otra  parte,  Sanchez y  Col.

(1994)   clonaron   la   or-tubulina   de   Enfamoeba   hf.sfolyfr.ca,   pero   no   se   ha

informado el  estado de agregaci6n en que se sobreproduce la proteina  en  E.

co/i..  La  Ch-y  B-tubulina    de  cerebro  de  pollo  (Valenzuela  y  col.,   1981)  y  de
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queratocito humano (Cowan y col.,1983) han sido expresadas en bacterias e /.n

M/.fro,  usando lisado de reticulocitos.  Cuando la expresi6n se realiza en E.  co/i.;

tanto ci-como B-tubulina se producen en forma insoluble, formando CI;  pero se

obtienen en forma soluble como mon6meros cuando se emplea la transcripci6n

i.n wfro en el sistema de lisado de reticulocitos (Yaffe y col.,  1988a; Yaffe y col.,

1988b;   Yaffe  y  col.,   1989).   La  cutubulina  tambi6n   se  expresa  soluble  por

traducci6n in w.fro cuando se utiliza un lisado de c6Iulas de E.  co/r. (Yaffe y col.,

1988b).   Sin   embargo,   esta   cutubulina   no   es   capaz   de   coensamblar   en

microtdbulos,   a  diferencia  de  lo  observado  con   la  or-tubulina  obtenida  por

traducci6n i.n  vt.fro usando  un sistema de lisado de reticulocitos.  La solubilidad

observada  puede  ser  explicada  por  la  baj-a  concentraci6n  de  la  er-tubulina

obtenida por traducci6n /.n v/.fro (5 a 40 pM).

S6Io   la  B-tubulina  ha  sido  posible  clonarla  en  bacteria  y  expresarla

soluble  (Bell  y col.,  1995).  Para  ello,  se  emple6  una  cepa  de  Bacj„us brew.s,

donde  la  protefna  se  excreta  al  medio  extracelular  en  presencia  de  EGTA,

obteni6ndose concentraciones de 2 mg/ml de proteina. La funcionalidad de esta

protefna expresada en 8.  brew.s no ha sido  informada y los fundamentos  que

permiten   explicar  por  qu6   una   proteina   citoplasmatica   de   eucariontes   es

excretada en a. brew/.s no estan claros.

O£/.efivos c/e /a resi.s. En la actualidad se estan explorando diversas estrategias

para  obtener  protefnas  clonadas  solubles  en  bacterias,  con  el  prop6sito  de
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aumentar la cantidad de  proteina funcional que se obtiene. Sin embargo, hasta

el  momento  no  parece  existir  una  estrategia  comdn  que  permita  evitar  la

formaci6n  de  CI  en  los  distintos  sistemas  ensayados  y  se  necesitan  nuevos

antecedentes,  con  sistemas  particulares,  para  establecer    las  bases  de  un

posible mecanismo general en la formaci6n de estos Cl.

Dado el conocimiento que se ten fa de algunos aspectos estructurales de

la tubulina y  la factibilidad  de  poder realizar estudios  que  implican  el  uso  de

herramientas  de  biologfa  molecular  y  de  manejo  microbiol6gico,   se  decidi6

estudiar  c6mo  influyen  algunos  factores  propios  de  la  c6Iula  bacteriana,  del

ambiente  o  de  la  tubulina  sobreproducida  en  E.  co//.  sobre  la  formaci6n  de

agregados insolubles,  como un modelo para explicar el  problema mss general

de  la  formaci6n  de  Cl  en  bacterias.  Este  modelo  permite,  ademas,  aportar

informaci6n relativa a la proteina, su estructura y funci6n, y presenta la ventaja

de  usar  polip6ptidos  derivados  de  una  misma  proteina.   De  este  modo  se

restringen  las  variables  en  el  sistema,  pues    los  requerimientos  de  factores

bacterianos que asistep el plegamiento de la proteina elegida son los mismos y

la carencia de alguno de ellos debiera afectar a todos los polip6ptidos en forma

similar.  Otros autores han empleado para su analisis resultados obtenidos con

proteinas   muy   diversas,   que   tienen   requerimientos   para   su   plegamiento

bastante distintos y que sufren diferentes modificaciones postraduccionales,  lo

que contribuye a aumentar la incertidumbre en este tipo de analisis.

De  acuerdo  con  lo  expuesto,  el  objetivo  general  de  esta  Tesis  fue
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estudiar sistematicamente algunos factores que influyen en la formaci6n de los

CI  de  polip6ptidos  C-terminal  de  la  tubulina  en  E.  co//.,  con  el  prop6sito  de

establecer los factores intrinsecos o extrinsecos al sistema que promueven su

formaci6n.

Este objetivo se sustenta en  la siguientes  proposiciones:  1)  La  mayor fa

de las  proteinas clonadas y sobreproducidas en Esche„.ch/.a co/f. se agregan en

el  citoplasma  bacteriano,  formando  CI;  entre  ellas,  la  or-  y  P-tubulina  y  sus

polip6ptidos C-terininal. 2) En la formaci6n intracelular de los Cr de polip6ptidos
)

C-terminal    de   Ch-   y   P-tubulina    participan    proteinas    bacterianas.    3)    La

acumulaci6n  de   intermediarios  de  plegamiento  y  la  falta  de   las  proteinas

accesorias que asisten el plegamiento de las proteinas clonadas en su fuente

natural de origen, contribuye a la formaci6n de los Cl.



MATERIALES Y METODOS

I. MATERIALES.

Reactivos.   De   Sigma   Chemical   Co.   se   obtuvo   anti   y-globulina   de   conejo

conj.ugada con FA, aminoacidos (Kit 20 aminoacidos), APS,  azul de bromofenol,

azul   de   Coomassie   R-250,    0-mercaptoetanol,    BCIP,    bromuro   de   etidio,

desoxirribonucleasa  I,  ditiotreitol,  glicerol,  glucosa,  lpTG,  kanamicina,  lisozima,

NBT,  PMSF, ribonucleasa pancreatica,  rifampicina,  SDS, Stains all, tetr6xido de

osmio y Tricina; de Merck Qurmica Ltda., acido clorhidrico, cloruro de magnesio,

cloruro  de  sodio,  dimetilsulf6xido,  fosfato  de  potasio  dihidr6geno,  fosfato  de

sodio monohidr6geno, fosfato de sodio dihidr6geno,  glicina,  hidr6xido de sodio,

HEPES,  metanol  P.A.,  Tris-HCI y Trizma base;  de Gibco  BRL,  acrilamida,  agar

Luria,  bis-acrilamida y caldo Luria;  de BioRad,  agarosa,  agarosa de bajo punto

de  fusi6n  y TEMED;  de  Difco,  agar-agar,  extracto  de  levadura  y  triptona;  de

Laboratorios Chile,  ampicilina y tetraciclina;  de Fluka, cloruro de calcio y sulfato

de magnesio; de New England BioLabs, endonucleasas y sus amortiguadores y

ligasa T4 y su amortiguador.

Capas.  Las cepas empleadas en este estudio y sus caracterfsticas genotipicas

22



relevantes fueron las siguientes:
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E. coli X!LL-Blue (Bullock y col..1981).. supE44 hsdR17 RecAl  endAl  gyrA46 thi

relAl  lacr F' toroAB+ laclQ Iacz M15].

E. co//. BL21 (DE3) (Studier y Moffatt,  1986): ftsd ga/ /Zclts857 i.nd7S am7 n/.n5 /ac

UV5-T7 genel).

E. coli UH302 (Cole y col., 1982).. thi argE proA thr leu mte xyl arg galK lacY sir

supE.

E. co//. K38 (S. Tabor, comunicaci6n personal):  Hfrc (A).

La cepa de E.  co//. XLI-BIue se obtuvo comercialmente de Stratagene.  La

cepa de E. co/i. BL21 (DE3) se obtuvo comercialmente'de Novagene.  La cepa de

E.  co//.  UH302  fue  proporcionada  por  el  Dr.   G.   Mora,   Pontificia  Universidad

Cat6Iica de Chile.  Finalmente, Ia cepa de E. co/i. K38 se obtuvo del Dr. S. Tabor,

Universidad de Harvard, EE.UU.

11. METODOS.

Amorfr.guac/ores. Se emplearon los siguientes amortiguadores:

-Amortiguador de electroforesis (Laemmli,1970):  Tris-Hcl 25 mM -. glicina  192

mM -SDS 0,1  % (no se ajust6 el pH).
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-Amortiguadorde.electroforesis(SchaggeryvonJagow,1987):o5fodoTris-HCI

100 mM -Tricina 100 mM -SDS 0,1  %  (no se ajust6 el  pH). Anodo Tris-

HCI 200 mM, pH 8,9.

-Amortiguador de geles (Laemmli,1970): concenfrac/orTris-Hcl 0,25 M, pH 6,8.

Separador Tris-Hcl 1,5 M, pH 8,8.

-`Amortiguador  de  geles  (Schagger  y  yon  Jagow,1987):  Trjs-Hcl  100  mM  -

Tricina 100 mM -SDS 0,1  % (no se ajust6 el pH).

-Amortiguador de muestras lx: Tris-HCI 62,5 mM,  pH 6,8 -SDS 2 °/o -glicerol

10 % -P-mercaptoetanol 5 % -azul de bromofenol 0,01  %.

-Amortiguador para  FA:  Tris-HCI  100  mM,  pH  9,5  -Mgc12  5  mM    -NacI  100

mM.

-Amortiguador PBS:  fosfato  de  sodio  10  mM  (monobasico/dibasico),  pH  7,1  -

Nacl 150 mM.

-Amortiguador TAE:  Trizma  base 40  mM  -57,1  ml  de  acido  ac6tico  glacial  -

EDTA 1  mM (no se ajust6 el pH).

-Amortiguador TE: Tris-Hcl 10 mM , pH 6,0 -EDTA 1  mM

-Amortiguador TEN: Tris-Hcl 50 mM, pH 8,0 -EDTA 1  mM -NacI 100 mM.

-Arnortiguador TGM:  Tris-Hcl 25  mM -glicjna  192  mM -metanol 20%  (no  se

aJ.ust6 pH).

-Amortiguadordeuni6ndecalcio:PIPES10mM,pH6,91NacI50mM-Mgc12

0,1  mM
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Wec/r.os c/e cw/fivo. En esta Tesis se usaron los siguientes medios de cultivo:

- Caldo Luria:  Se obtuvo comercialmente o bien,  se prepar6 en el Iaboratorio a

partir de sus componentes (triptona 10 %, extracto de levadura 5 %, NacI

10 % y se ajust6 a pH 7,4 con NaoH).

- Agar Luria:  Se obtuvo  comercialmente o  bien,  se  prepar6  en  el  Iaboratorio  a

partir de sus componentes (caldo Luria suplementado con 1,2 % de agar-

agar).

-Medio M9: Se prepar6 en el Iaboratorio de acuerdo a Maniatis y col.  (1982).  EI

medio contenia por ljtro: 6 g de Na2HP04, 3 g de KH2P04, 0,5 g de NacI y

1  g de NH4Cl.  EI pH se ajust6 a 7,4   y se esteriliz6 en autoclave (15 min.

a 121  °C y 15 Ijbras/pulgada2 de presi6n).  Una vez esterilizado,  el medio

se suplement6  con  Mgs04 2  mM,  Cac12100  LiM  y glucosa  0,2  %,  para

obtener el  medio  M9  completo.  La soluci6n  stock de  glucosa  (20  %)  se

esteriliz6 por filtraci6n.

En los experimentos de marcaci6n con 35S-metionina,  el medio M9

completo   se   suplement6   con   aminoacidos   (diecinueve   aminoacidos

esenciales, excepto metionina) en concentraci6n 100 prM.
\

Cu/fivos  batten.anos.   A  menos   que  se   indique   lo   contrario,   en   todos   los

experimentos las cepas bacterianas se crecjeron en caldo Luria.  La incubaci6n

se  realiz6  a  30  °C,  con  agitaci6n  constante  (150  rpm).  Cuando  se  requiri6,  el

medio de cultjvo se suplement6 con alguno de los sigujentes antibi6ticos,  en las
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concentraciones  que  se  indican:  ampicilina  100  LLg/ml,   kanamicina  50  LLg/ml,

rifampicina 200 pug/ml, tetraciclina 20 pug/ml.

A4anfenor.6n   de   /as   cepas   baofeH.anas.   Todas   las   cepas   bacterianas   se

mantuvieron  a -70 °C,  en  DMSO.  Con  este  prop6sito,  Ios  cultivos  bacterianos

crecidos en medio liquido se suplementaron con DMSO 10 %, se congelaron en

forma  fapida  sumergiendo  los  tubos  en  nitr6geno  liquido  y  manteniendo  los

cultivos   a   -70   °C    (Stanley   Maloy,    Universidad   de   lllinois,    comunicaci6n

personal).

P/asmi.di.os.    Como   vector   de   expresi6n-   se   emple6   el    plasmidio   pT7-7,

gentilmente proporcionado por el  Dr.  S. Tabor,  Universidad de Harvard,  EE.UU

(resultados, no  publicados).  Este  plasmidio  contiene  el  promotor  de  la  RNA
\

polimerasa del fago T7 y,  rio abajo de este promotor,  secuencias nucleotidicas

que  generan  en  el  plasmidio  sitios  de  corte  tinico  con  algunas  enzimas  de

restricci6n,  de modo que se pueden  insertar fragmentos  de  DNA fofaneos.  La

RNA  polimerasa  del  fago  T7,  requerida  por  este  sistema  para  transcribir  los

genes subclonados en el vector pT7-7, puede ser suministrada por un segundo

plasmidio (plamidiQ pGP1-2; Tabor y Richardson,1985), tambi6n proporcionado

por  el   Dr.   S.   Tabor.   Alternativamente,   la   RNA   polimerasa   T7   puede   ser

suministrada  por  la  cepa  de  E.  co//.  BL21(DE3)  (Studier  y  Moffatt,  1986)  que

tiene  el  gen  de  esta  enzima  incorporado  en  su  cromosoma,   rfo  abajo  del
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promoter  /ac.  El  plasmidio  pGP1-2  se  caracteriza  por  codificar  resistencia  a

kanamicina y por tener clonado el  gen  de  la  RNA polimerasa T7  rio abajo del

promotor pf del  bacteriofago  A.   Este  promotor  se  encuentra  reprimido  por  el

represor  termosensible,  cl857,  que  esta  codificado  en  el  mismo  plasmidio.  El

represor cl857 es activo a 30 °C e inactivo a 42 °C;  por lo tanto,  en este caso,  la

inducci6n  de  .la  sfntesis  de  la  RNA  polimerasa  T7  se  realiza  cambiando  la

temperatura de incubaci6n a 42 °C durante 30 min.  Cuando se emplea la cepa

de E.  co/i. BL21(DE3),  la  inducci6n  de  la sintesis  de  la  RNA polimerasa 17  se

hace mediante la adici6n al medio de cultivo de IPTG en concentraci6n final 0,5

mM o 1  mM.

EI  CDNA  de  la  ex-tubulina  de  queratocito    humano  y  el  CDNA  de  la  P-

tubulina de cerebro de embri6n de pollo, proporcionados por el Dr. D.  Cleveland
\

(Johns Hopkins  University),  se encontraban  disponibles en  el  laboratorio  de  la

Dra. Rosalba Lagos, Unjversidad de Chile. Estos CDNA habian sido clonados en

el plasmidio pBR322, que codifica resistencia para ampicilina y tetraciclina;  la ct-

tubulina  estaba  clonada  en  el  sitio  Pst/,  interrumpiendo  el  gen  que  codifica

resistencia a ampicilina y, por lo tanto, para su selecci6n se us6 la resistencia a

tetraciclina (Cowan y col.,1983). Por otra parte, Ia P-tubulina estaba clonada en

el  sitio  H/.nc////,  interrumpiendo  el  gen  que  codifica  resistencia  a  tetraciclina,  y

para su selecci6n  se  us6  la resistencia a ampicilina  (Valenzuela y col.,  1981).

Ademas,   en   el   laboratorio   de   la   Dra.   Lagos   se   disponfa   del   plasmidio

recombinante  pRLoc  (C.  Basso  y  R.  Lagos,  resultados  no  publicados),  el  cual
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codifica y expresa para la ct-tubulina de queratocito humano.

Los  plasmidios  que  codifican  para  las  chaperoninas  GroEL  y  GroES

(pOF39)ylaschaperonasDnaKyDnaJ(pCG203)fueronproporcionadosporel

Dr. Carlos Jerez, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.

Pun.froacy.6n de DM de p/asmi.di.os. Todos los DNA de plasmidios se purificaron

por el  m6todo  de  extr_acci6n  fapida  en  NaoH,  en  la forma  descrita  por  Lagos

(1985), con algunas modificaciones menores.  Cuatro ml de cultivo bacterjano de

16-24 horas de incubaci6n se centrifugaron a 5000 rpm (rotor SS-34, centrifuga

SorvaH RC-2B) durante 5 min.,  eliminandose el sobrenadante por aspiraci6n.  EI

sedimento de c6lulas bacterianas se resuspendi6 en  100 lil de soluci6n de lisis

.(Tris-Hcl 25 mM, pH 8,0 -glucosa 50 mM -EDTA 10 mM) que contenfa 2 mg/ml

de  lisozima.  La suspensi6n se  incub6 30  min.  en  hielo y se  agreg6 200  Hl  de

una soluci6n NaoH 0,2 N -SDS 0,1  %,  agitandose el tubo por rotaci6n suave.

La incubaci6n se continu`6 por otros 5 min.,  para permitir que se completara  la

lisis celular, y se agreg6150 prl de acetato de sodio 3 M,  pH 4,8.  La mezcla se

agit6 en forma en6rgica por breves instantes y se incub6 por otros 60 min.  en

hielo.  Fjnalizada la incubaci6n,  Ia mezcla se centrjfug6 a  15000 rpm  (rotor SS-

34,  centrifuga  SorvaH  RC-2B)  durante  15  mjn.   EI  sobrenadante  (400  Hl)  se

transfiri6 a un tubo de microcentrifuga y se precipjt6 con 1  ml de etanol absoluto

a -20 °C durante 1  hora.  EI DNA precipitado fue sedimentado por centrjfugaci6n

a  14500  g  durante  10  min.,  secado  a  temperatura  ambiente  por  20  min.  y
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disuelto en 100 prl de amortiguador TE.

7fafamt.enfo  con  RIVAsa.  Cuando  se  requiri6,  el  DNA  plasmidial  se  trat6  con

RNAsa y  se  precipit6  nuevamente,  usando  acetato  de  amonio  y  etanol.  Para

ello,  a  la  soluci6n  que  contenia  el  plasmidio  se  le  agreg6  RNAsa  100  pug/ml,

concentraci6n final,  y se  incub6 la reacci6n a temperatura ambiente durante  1

hora.  Finalizada la incubaci6n,  se elimin6 Ia RNAsa por extracci6n del DNA con

un  1  volumen  de  una  soluci6n  de  cloroformo:alcohol  isoamflico  (24:1)  seguido

de  centrifugaci6n  a  14500  g  durante  5,  min.  Se  extraj.o  la  fase  acuosa  (fase

superior)  y  se  precipit6  mediante  la  adici6n  de  1/2  volumen  de  acetato  de

amonio 7,5 M y 3 voldmenes de etanol absoluto,  frfo  (-20 °C).  La precipitaci6n

se realiz6 a -20 °C durante 14 -18 horas.  EI  DNA se obtuvo por centrifugaci6n

en la forma ya descrita y se resuspendi6 en amortiguador TE o agua destilada

est6ril.

EI  DNA   purificado  por este  m6todo  es susceptible  de  ser digerido  con

endonucleasas y ligado sin ningdn otro tratamiento previo.

Ge/es  de   agarosa.   A   menos   que   se   indique   lo   contrario,   en   todos   los

experimentos se us6 geles de agarosa al 1  %.  Para ello, se disolvi6 Ia agarosa

en amortiguador TAE  IX.   Las muestras de DNA se suplementaron con  1/4 de

volumen de soluci6n colorante 4X (ficol  10 % -azul  de  bromofenol  0,1%).  Los

geles se corrieron a 70 V, voltaje constante, hasta que el colorante migr6 a 2 cm
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del  borde inferior ,del gel., Posteriormente,  Ios geles se tifieron con  bromuro de

etidio  0,5  pug/ml    y  los  plasmidios  se  visualizaron  en  un  transiluminador  u.v.

(longitud de onda 254 nm).  Como referencia se emple6 DNA del bacteriofago A

diiger.ido con las enzjimas Hindlll a BstEll.

Cuanf/.#cac/.6n de/ OwA  La  concentraci6n  de  DNA  en  las  diferentes  muestras

obtenidas se determin6 a partir de los geles de agarosa, por comparaci6n de la

fluorescencia de  la banda del  DNA estudiado con  la de  la  banda de  DNA del

estandar, de peso molecular mss cercano.

P/asmi.dr.os recombf.nanfes. Se construyeron siete plasmidios que codifican para

polip6ptidos  C-terminal  de  las  or-  y  P-tubuljna  y  uno,   que  codifjca  para  un

polip6ptido  de  la  P-tubulina  que  carece  tanto  del  extremo  carboxilo  terminal

como  del  extremo  amino terminal  de  la  proteina.  Todas  las  construcciones  se

realizaron usando el plasmidio pT7-7 como vector de expresi6n.

La estrategia general consisti6 de tres etapas:  1) digesti6n del  CDNA de

la    tubulina    con    las    endonucleasas    apropiadas,    de    acuerdo    con    las

recomendaciones   de   los   proveedores   de   las   enzimas;   2)   purificaci6n   del

fragmento a partir de un gel de agarosa de bajo punto de fusi6n, usando una sal

de amonio cuaternario (bromuro de trimetilcetilamonio,  CTAB) (Langridge y col.,

1980);y3)ljgamjentodelfragmentopurificadoconelvectordeexpresi6npT7-7,

usando  ligasa T4.  En  cada  construcci6n  se trabaj6  con  1-2  ug  de CDNA de  la
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tubulina respectiva. Este CDNA se digiri6 en un volumen de mezcla de digesti6n

de 120 Lil durante 2 horas a  la temperatura recomendada por los proveedores

de las endonucleasas.  La mezcla de reacci6n contenia los siguientes reactivos,

en  las cantidades que se  indican:  amortiguador de  la  enzima  10X  12  Hl,  CDNA

'60 lil (1-2 pug),  BSA (1  mg/ml)  12 prl,  agua est6ril c.s.p.120 prl y enzima (stock sin

di|uir)  1  lil (2 -10 U).

El amortiguador (comercial) para las d`iversas enzimas de restricci6n,  en

gen6ral, contenra  Tris-Hcl 50 mM,   pH 7,9;  Nacl  100 mM;  Mgc1210 mM y DIT

1    mM,    y   en    el    caso    de    algunas    enzimas    de    restricci6n,    diferentes

concentraciones de NacI o la presencia de alguna sal especrfica para la enzima
\

(por ejemplo,  sales de potasio para la enzima Sma/).  Finalizada la  incubaci6n,
'

se adicion6 40 prl de soluci6n colorante 4X a la mezcla de reacci6n y se someti6

a electroforesis en geles de agarosa al 1  %.

En la tabla 1  se muestran las enzimas para digerir el vector de expresi6n

y  el  CDNA  de  Ch-  o  a-tubulina,  empleadas  en  la  construcci6n  de  seis  de  los

clones  recombinantes.  Los  plasmidios  PRL-52or3  y  pRLrsoB8  se  obtuvieron  a

partir de los plasmidios PRL-18or8 y PRL-81812, respectivamente.

La construcci6n del  plasmidio PRL-52Ch3 se realiz6 en un trabajo `paralelo

a esta Tesis (R. Sanchez y R. Lagos, resultados no publicados), por medio de la

digesti6n  del  plasmidio  PRL-18or8  con  las  endonucleasas  Sma/  y  Stu/  y  la

purificaci6n del fragmento de 2695 pb y recircularjzaci6n con ligasa T4.  Para la

construcQi6n del  plasmidio pRLrsop8 se digiri6 el  plasmidio PRL-81P12 con  las
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endonucleasas,Ava/  y  Sma/,   se  purific6  el  fragmento  mayor,   se  rel]en6  el

extremo cohesivo generado por Ava/ con DNA polimerasa Klenow para generar

un extremo romo y se recirculariz6 el plasmidio con  ligasa T4 (Gonzalez y col.,

1996).

Tabla  1.   Endonucleasas     empueadas  para     generar     los     plasmidios

quim6ricos  que  codifican  para  polip6ptidos  de  las  -tubulina ct  y  P  de  la
tubulina.

Plasmidio            tubulina        endonucleasas usadas      endonucleasas usadas

subunidad    sobreel DNAdetubulina          sobreelDNAdel

Iasmidio vector

PRL-18ct8

PRL-11Ci2

PRL-52Ch3

PRL-81P12

PRL-38P4
PRL-3386
PRL-03P2

Smallpstl
Pvulllpstl

Stullsmal

PstllHindlll

XmnllHindlll

Stullsall

Smallstul

Smallpstl
Smallpstl

Sinal

PstllHindlll

SmallHindlll

Smallsall

Sinal

'

Pun.#cacr.6n   de   /os   rragmenfos.   Los   fragmentos   de   CDNA   de   intefes   se

purificaron a partir de los geles de agarosa por el m6todo del CTAB (Langridge

y col.,1980).  Para e|lo,  el CDNA digerido se separ6 por electroforesis en geles

de agarosa de bajo punto de fusi6n.  Finalizada la electroforesis,  se procedi6 a
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cortar  una  fracci6n  del  gel  y  tefiirla  con  bromuro  de  etidio  para  localizar  el

fragmento  de  inter6s.  Una  vez  que  se  localiz6  Ia  posici6n  en  que  migra  el

fragmento a subclonar, se cort6 esa zona del gel de agarosa, se transfiri6 a un

tubo   para   microcentrrfuga   y   se   calent6   a   65   °C   durante   20   min.   en   un

termoblock, con el prop6sito de fundir la agarosa. Todas las etapas posteriores

se  realizaron  a  37  °C.  Una  vez fundida  la  agarosa,  se  agreg6  1  volumen  de

CTAB disuelto en agua y 1  volumen de CTAB disuelto en butanol. Se centrifug6

1  min.  a  14500  g para  permitir  la  separaci6n  de  las fases  acuosa  (inferior)  y

butan6Iica (superior) y se aspifo la fase butan6Iica.  Se repiti6 Ia extracci6n con

1/2 volumen de butanol-CTAB y se procedi6 a extraer el  DNA con  1/4 volumen

de acetato de sodio 0,3 M.  La mezcla se centrifug6 durante 1  min.  a 14500 g y

se aspir6 la fase acuosa (fase inferior), se trat6 con  1  volumen de cloroformo y

se incub6 durante 20 min. en hielo. Se repiti6 Ia centrifugaci6n para separar las

fases  y  se  aspir6  Ia  fase  acuosa  (fase  superior),   que  se  precipit6  con  3

voltlmenes de etanol  absoluto a -20 °C  durante  1  hora.  EI  DNA precipitado se

recuper6 por centrifugaci6n a  14500 g durante  10 min.,  se sec6 a temperatura

ambiente  por 20  min.  y  se  resuspendi6  en  el  minimo  de  volumen  posible  de

amortiguador TE o agua destilada est6ril.

En  algunos  casos  los fragmentos  de  DNA se  purificaron  a  partir de  los

geles de agarosa usando  membranas  de  DEAE  (Schleicher   &  Schuell  NA45),

de acuerdo a las instrucciones del fabricante. En estos casos, una vez finalizada

la electroforesis se procedi6 a vizualizar las bandas de intefes en  la forma ya
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descrita y se realiz6 una incisi6n  inmediatamente por delante de cada  una de

ellas e insertando un trozo de membrana. La electroforesis se continu6 por 2 a 5

min. aumentando el voltaje al doble,  para permitir que el DNA se adhiriera a las

membranas. A continuaci6n, cada membrana se retir6 del gel, se lav6 con agua

destilada  esteril  y  se  proces6  para  eluir  el  DNA.  Las  tiras  de  membrana  que

contenian el  DNA se lavaron tres veces con amortiguador Tris-HCI 20 mM,  pH

8,0,   EDTA 0,1  mM y Nacl  150 mM.  Luego,  Ias membranas se resuspendieron

en  el  mismo  amortiguador,  que  contenia  NacI  1,5  M  y  se  ihcubaron  a  60  °C

durante  30  min.  para  liberar  el  DNA.  El  bromuro  de  etidio  contenido  en  las

muestras se elimin6 por extracci6n con 3 voldmenes de n-butanol saturado en

agua, seguido de la precipitaci6n del DNA con 2,5 voldmenes de etanol frfo.

Purificaci6n  del  DNA  usando el  kit comercial  Genclean  11.  Cuendo se recrul.i6,

algunos fragmentos de  DNA se  limpiaron mediante el  sistema  Genclean  11,  de

acuerdo a las instrucciones de los proveedores. EI fragmento de DNA se separ6

por electroforesis en  geles de agarosa en  la forma descrita anteriormente y la

porci-6n del  gel de agarosa que contenia la banda de  DNA correspondiente al

fragmento a ser purificado se resuspendi6 en 3 volt]menes de la soluci6n de Nal

y se mantuvo a 50 °C hasta que se disolvi6 toda la agarosa (aproximadamente 5

min.).  Luego,   la  soluci6n  se  incub6  en  hielo  durante  1   min.  y  se  agreg6  el

reactivo  glassmilk  (5  prl  por  cada  ml  de  soluci6n)  y  se  continu6  la  incubaci6n

durante  10  min.  en  hielo.  La  mezcla  se  agit6  en  forma  manual  cada  2  min.
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Finalizada  la  incubaci6n,   Ia  suspensi6n  se  centrifug6  a  14000  g  durante  5

segundos para sedimentar las glassmilk, que Contenian el fragmento de DNA.  EI

material sedimentado se lav6 3 veces con 20 voldmenes de reactivo new wash.

Por dltimo,  el fragmento  de  DNA se  eluy6  de  la  glassmilk resuspendiendo  las

particulas  sedimentadas  en  10  Ill  de  agua  destilada  est6ril  e  incubando  la

suspensi6n a 50 °C por 5 min.  La suspensi6n se centrifug6 a 14000 g durante

15 segundos descartandose el sedimento.

Creaci6n  de extremos  romos  a  partir de  extremos  cohesivos.  Para lograr  este

prop6sito,   el   DNA  de  intefes  se  trat6  con  el  fragmento   Klenow  de  la   DNA

polimerasa I. La mezcla de reacci6n (25 prl) contenia los siguientes componentes,

en las cantidades que se indican: amortiguador Tris-HCI, pH 7.5, 50 mM;  BSA 50

ug/ml,   DTT  1   mM,   Mgc1210  mM,   dNTP  20  LiM  cada  uno,   DNA  ILLg  y  DNA

polimerasa  (Klenow)  3  U.  La  reacci6n  se  incub6  a 20  °C  durante  15  min.  y  se

detuvo  por calentamiento  a 65  °C  durante  10  min.  Luego,  el  DNA  se  precipit6

adicionando 1/2 volumen de acetato de amonio 7,5 M y 3 voldmenes de etanol e

incubando  la  mezcla  a  -20  °C  durante  16  horas.  EI  DNA  precipitado  se  obtuvo

mediante   centrifugaci6n   a   15000   g   durante   10   min.,   se   resuspendi6   en

amortiguador TE y se ligaron los extremos romos con DNA ligasa T4 en la forma

que se describe a continuaci6n.

Ligamiento de fragmentos de DNA y plasmidios. Las reacctones de l.igawiierho se
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realizaron  por  incubaci6n  de  la  siguiente  mezcla  a  16  °C  durante  16  horas:

amortiguador ligasa 5X 2  lil,  BSA (1  mg/ml)  1  Ill,  DNA de fragmento  en  estudio

100 ng, DNA de vector 50 ng y ligasa T41  U. El amortiguador comercial de ligasa

5X contenia Tris-HCI  250  mM,  pH  7,6,  Mgc12 50  mM,  ATP  5  mM,  DTT 5  mM  y

polietilenglicol 8000 25 % p/v.

Amp/i.#caci.6n por PCR.  La reacci6n de amplificaci6n por PCR se realiz6 en  un

volumen   de    100   prl    de   mez?la,    que   contenia    los   siguientes   reactivos:

amortiguador Taq 10X 10 L[I, dNTPs 200 prM cada uno, Mgc121.5 mM, partidores

30 picomoles,  DNA. templado 360 picogramos,  agua c.s.p.100 ul y  polimerasa

Taq 2,5  U.  EI  amortiguador comercial Taq  10X contenfa Tris-HCI 200  mM,  pH

8,4 y Kcl 500 mM.

La amplificaci6n se realiz6 durante 26 ciclos en  un termociclador Perkin

Elmer  modelo  GenAmp   9600.   Previo  al   inicio  de   los  ciclos,   la   mezcla  de

reacci6n, sin enzima, fue calentada a 94 °C durante 2 min.  para desnaturalizar

el  DNA.  Cada  ciclo  contempl6  una  etapa  de  desnaturalizacj6n  a  94  °C  por  1

min., seguido de un periodo de  apareamiento del DNA a 40 °C por 1  min. y una

etapa de elongaci6n a 72 °C durante  1,2 min.  Una vez finalizados los ciclos,  la

muestra se  mantuvo  a  72  °C  por  10  min.,  con  el  prop6sito  de  permitir que  se

completara  la  polimerjzaci6n  de todas  las  cadenas.  Finalmente,  Ios  productos

de la amplificaci6n se analizaron mediante geles de agarosa, en la forma que se

describe mss adelante.
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Subclonamiento del fragmento amplificado por PCR. E) CDNA de la B+ubulma se

subclon6 en el vector de expresi6n pT7-7.  La estrategia experimental  consisti6

en  unir parfe del  plasmidio PRL-81P12  con  un fragmento  de  DNA que codifica

para  el  extremo  amino  terminal  de  la  protefna,  obtenido  por  PCR  a  partir  del

CDNA de la tubulina.  Para ello, 2 Hg del plasmidio PRL-81P12 se digirieron con

las endonucleasas Ivde/ y BamH/, purificandose el fragmento mayor mediante el

sistema  Genclean  11,  en  la forma  ya  descrita.  Paralelamente,  se  amplific6  un

fragmento de aproximadamente 1200 pb, usando el CDNA de la P-tubulina como

templado    y    como    partidores,    los    siguientes    oligonucle6tidos    obtenidos

comercialmente  en  la  Pontificia  Universidad  Cat6Iica  de  Chile  (Dr.  Alejandro

Venegas, Laboratorio de Biologia Molecular):

PGGATCCATATGCGTGAGATCGTGCACA

PGCGCCGGAACATGGCCGTGAACTG

NH2 -27 mer

COOH - 24 mer

EI fragmento amplificado  por PCR se purific6 con  el  sistema  Geneclean  11,  se

digiri6 con las endonucleasas Ivde/ y BamfJ/, se purific6 nuevamente y se lig6 al

fragmento     obtenido     a     partir     del     plasmidio     PRL-81P12.     El     plasmidio

recombinante, PRLP, se transform6 en E. co//. BL21 (DE3) para su expresi6n.

7fansrormacy-6n bacferi.ana.  Los plasmidios recombinantes se transformaron en

las diferentes cepas bacterianas utilizadas en este estudio,  mediante la t6cnica
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descrita por Hanahan (1985).  De acuerdo al autor, este m6todo permite obtener

aproximadamente  108 transformantes  por Lig  de  DNA con  las  diferentes  cepas

de E. co/i. ensayadas.  EI m6todo emplea hexamina cobalto Ill, cloruro de calcio y

cloruro  de  manganeso  11,  los  cuales  en  conjunto  aumentan  la  eficiencia  del

proceso  de  transformaci6n.  En  forma  resumida,  las  cepas  a  transformar  se

crecieron hasta fase exponencial temprana (4 - 7 x 107 c6lulas viables par ml de

cultivo),   se   centrifugaron   a   baja   velocidad   (2000  g)   durante   5   min.   y   se

resuspendieron en 1/3 de volumen de reactivo,  que contenia Kcl  100mM,  Mncl

45   mM,   Cac12   10   mM,   (NH3+)6CoC13   3   mM   y   K-MES   10   mM,   pH   6,2.   La

suspensi6n bacteriana se  incub6 durante  10 min.  a 4 °C,  se  centrifug6 a baja

velocidad  y  las  c6Iulas  se  volvieron  a  resuspender  en   1/12,5  volumen  de

reactivo.  A  cada    200  HI  de  suspensi6n  de  c6lulas  se  agregaron  15  prl  de

soluci6n DnD,  que contenra DIT 1  M,  DMSO 90 % v/v y acetato de potasio  10

mM.    De   este    modo    se    obtuvieron    las    c6Iulas    "competentes"    para    la

transformaci6n.  Luego,  se agreg6 el plasmidio que se deseaba transformar en

cantidad inferior a 100 ng de DNA y la incubaci6n se continu6 a 4 °C durante 30

min. Finalmente, el proceso de transformaci6n se inici6 mediante un corto pulso

t6rmico (42 °C por 90 segundos).  Las c6lulas sometidas a pulso se mantuvieron

en  hielo  por  1  min.  y se  adicion6  caldo  LB.  Las  c6Iulas  se  incubaron  a  37  °C

durante 1  hora para que se recuperaran metab6Iicamente y se seleccionaron las

c6Iulas transformantes en agar Luria suplementado con el antibi6tico apropiado,

que actt]a como presi6n selectiva.
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Maroaci6n  de  los  polip5ptidos  sobreproducidos  con  35S-metionina.  Todos  los

polip6ptidos de tubulina sobreproducidos en E.  co//. se marcaron radiactivamente

con 35S-metionina. Con este prop6sito,  Ias c6Iulas se crecieron hasta alcanzar su

fase exponencial y se indujeron para que sintetizaran la RNA polimerasa T7,  por

la adici6n  de  1  mM  de  IPTG  e  incubaci6n  durante 60  min.  a  30  °C  (cuando  se

utiliz6 como  hu6sped  la  cepa  de  E.  co/r. BL21(DE3))    o  por incubaci6n  a 42  °C

durante 30 min. (cuando se utiliz6 como huesped la cepa de E. oo//. K38/pGP1-2).

A continuaci6n se adicion6 200 LLg/ml  de rifampicina para  inhibir la transcripci6n

de las protefnas bacterianas.  Posteriormente,  las c6Iulas se centrifugaron a baja

velocidad (4000 rpm,  rotor SS-34,  centrrfuga Sorvall  RC-2B) durante 5 min. y se

resuspendieron  en  medio  minimo  M9  completo  suplementado  con  100  HM   de

cada aminoacido (excepto metionina) y 200 LLg/ml  de  rifampicina.  La  incubaci6n

se  pro.Iong6  par  otros  30  min.,   para  permitir  que  las  c6Iulas  bacterianas  se

adaptaran  previo a  la  marcaci6n  con 35S-metionina.  Fracciones  de  0,5  ml  de  la

suspensi6n bacteriana se marcaron con 10 Hci de 35S-metionina durante 10 min.

Las   c6Iulas   marcadas   se   lavaron   dos   veces   con   amortiguador  TEN   y   se

resuspendieron en el mismo amortiguador para su procesamiento.

Rupfura  ce/u/ar.   Se   emplearon   diversos   m6todos   de   ruptura   celular.   Como

referencia  se  emple6  el  congelamiento/descongelamiento,  que  se  describe  en

detalle mas adelante (en "Criterio de solubilidad de los polip6ptidos").  Cuando asi

se requiri6, se emplearon m6todos alternativos de ruptura celular,  que incluian el
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uso  de  detergentes  o  el  ultrasonido.  Para  ello,   Ia  suspensi6n  bacteriana  en

amortiguador TEN,  mantenida  en  hielo,  se  incub6  con  1  - 2  mg/ml  de  lisozima

durante 30 min. Luego,  Ia suspensi6n bacteriana se suplement6 con Trit6n X-100

2  %,  Iauril  sarcosinato  1,5  %  (Frankel  y col.,1991)  o  nonidet  P401  %  (Kleid  y

col.,   1981).   La   suspensi6n   se   continu6   incubando   por  otros   20   min.   y  se

suplement6 con  100 Lig/ml  de  DNAsa,10  pug/ml  de  RNAsa y  10mM  de  Mgc12,  e

inmediatamente se  agreg6  el  inhibidor de  proteasas  PMSF  en  concentraci6n  1

mM.  En  forma  alternativa  a  la  adici6n  de  detergentes,  Ia  ruptura  celular  de  la

suspensi6n bacteriana se realiz6 mediante 4  ciclos  de  ultrasonido  (Sonifier Cell

Disruptor,  Heat  System-Ultrasonic  lnc.,  modelo  W185,  Plainview,  N.Y.)  de  15

segundos de duraci6n cada uno.  Cuando se us6 ultrasonido,  se omiti6 la adici6n

de DNAsa,  RNAsa y Mgc12.

Electroforesis en geles de poliacrilamida -SDS. Se emplearon dos stistemas para

desarrollar las electroforesis en geles de poliacrilamida:  el sistema descrito por

Laemmli  (1970),  que usa como amortiguador Tris/glicina,  y el  sistema descrito

por Schagger y von  Jagow (1987),  que  utiliza como  amortiguador TrisITricina.

Este  dltimo  sistema  de  geles  ha  demostrado  tener  una  mayor  capacidad  de

resoluci6n para la separaci6n  de protefnas que el  sistema tradicional,  descrito

por Laemmli. La visualizaci6n de las protefnas en los geles se realiz6 por tinci6n

con azul de Coomassie R-250 y,  cuando se requiri6 tener una resultado rapido,

se utiliz6 Ia tinci6n reversa (Fernandez-Patr6n y col.,1992).  Esta dltima t6cnica
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consiste en  incubar el  gel  en una soluci6n  de  imidazol  0,2  M  durante  10  min.,

seguido de la incubaci6n en Zn(N03)2 durante 1  min.,  Io que permite el dep6sito

de  un  complejo  insoluble  de  un  metal  (zinc o  cobre)  donde  no  hay  protefnas.

Asi, se genera un fondo homogeneo, coloreado, en el gel y zonas claras donde

hay proteinas, las que permanecen sin modificarse.

Soluciones para la electroforesis y confecci6n de geles. Se trabal|6 con in.ihiigeles

de 8,5 cm de alto, 9 cm de ancho y 0,85 mm de grosor.   Para la confecci6n de

geles al  10 % de poliacrilamida-SDS en el sistema descrito por Shagger y yon

Jagow (1987) se emplearon las siguientes soluciones madres, en las cantidades

que  se  indican:  1)  ge/ concenfrador  acrilamida:bis-acrilamida  (48  °/o  :  1,5  %)

0,25  ml,  amortiguador de geles 0,6  ml,  agua  1,65  ml,  APS  (10  %  p/v)  20  lil  y

TEMED (99 %) 10 prl; 2) ge/ eapaci.ador acrilamida:bis-acrilamida (48 % :  1,5 %)

1  ml,  amortiguador de geles 1,7 ml, agua 2,3 ml, APS (10 % p/v) 20 Hl y TEMED

(99%)  2  prl;  y 3)  ge/ separador  acrilamida:bis-acrilamida  (48  %  :  1,5  %)  2  ml,

amortiguador de geles 3,3 ml,  glicerol (99 %)  1  ml,  agua 3,6 ml, APS (10 % p/v)

50 lil y TEMED (99 %) 5 prl.  La polimerizaci6n de las soluciones se inici6 con  la

adici6n del TEMED.  Los geles se prepararon colocando en  los vidrios 5  ml  de

soluci6n de gel separador seguido de 0,7 ml de soluci6n de gel espaciador, para

que polimerizaran en forma simultanea.  Una vez polimerizado el gel espaciador-

separador, se agreg6 1  ml de soluci6n de gel concentrador.

Para la confecci6n de geles al 10 % de poliacrilamida-SDS en el sistema
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descrito por Laemmli (1970) se emplearon las siguientes soluciones madres, en

las  cantidades que se  indican:  1) ge/ concenfrador  acrilamida  :  bis-acrilamida

(44 % :  1,2 %) 0,23 ml, amortiguador de geles 0,5 ml,  agua 1,22 ml,  SDS (10 %)

20  Ltl,  APS  (10  %  p/v)   14  qul  y  TEMED  (99  %)   12  lil;  y  2)  ge/  separador

acrilamida:bis-acrilamida (44 %  :  1,2 %)  1,36 ml,  amortiguador de geles  1,5 ml,

agua 3,06 ml,  SDS (10 %) 60 prl, APS (10 % p/v) 20 Ill y TEMED (99 %) 3 Lil.  La

polimerizaci6n de las soluciones se inici6 con  la adic,i6n del TEMED.  Los geles

se prepararon colocando en los vidrios 6 ml de soluci6n de gel separador.  Una

vez   polimerizado   el   gel   separador,   se   agreg6   1    ml   de   soluci6n   de   gel

concentrador.

Auforradi.ografiy'as.   Las   protefnas   marcadas   radiactivamente   se   visualizaron

mediante  autorradiografia.  Para  ello,   Ios  geles  SDS-PAGE  se  tifieron  en  la

forma descrita anteriormente, se secaron usando papel celofan y se expusieron

frente   a   una   pelicula   sensible   a   rayos   X   (X-Omat   RP,   Kodak).   Una   vez

expuestos por 24  a 48  horas,  Ia  pelicula  se  revel6 y fij6,  de  acuerdo  con  las

recomendaciones de los proveedores.

lvestem a/of.  Cuando se requiri6,  Ios polip6ptidos analizaron por Western blot

(Towbin y col.,1979),  usando un suero policlonal anti  heterodimero de tubulina

obtenido en conejo.  Este suero se emple6 sin purificar o purificado por afinidad

mediante   una   columna   de   sepharose-heterodrmero   de   tubulina.   El   suero
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policlonal   anti   heterodimero   de   tubulina   se   encontraba   disponible   en   el

laboratorio y tenia un titulo superior a 1/1000.  Como segundo anticuerpo se us6

gama globulina de rat6n antigamaglobulina de conejo,  conjugada con fosfatasa

alcalina.   En  forma  resumida,   una  vez  finalizada  la  electroforesis,   el  gel  se

incub6 en el amortiguador TGM y se transfiri6 a una membrana de nitrocelulosa

(poro de diametro 0,22 Lim). La transferencia se hizo a 40 rnA durante 13 horas.

La membrana se lav6 con amortiguador PBS (tres lavados con 100 ml cada vez)

y los sitios  libres se bloquearon con  PBS -Ieche  descremada  10  %.  El  primer

anticuerpo se us6 diluido 1/150 durante 2 horas y el segundo anticuerpo, diluido

1/1500 durante 1  hora. EI revelado del Western blot se hizo por incubaci6n de la

nitrocelulosa en  el  sustrato  para fosfatasa alcalina  durante  10  min.  (NBT 0,33

mg/ml y BCIP 0,16 mg/ml en amortiguador para FA).  La reacci6n se detuvo por

lavado con agua destilada.

Criterio  de  solubilidad  de  los  polip5ptidos.  Se  del.ihiira  como  ''solubles"  a  los

mon6meros o agregados que permanecen en la soluci6n despu6s de centrifugar

a  15000 g durante 30 min.  Los, agregados que sedimenten  en  las condiciones

experimentales utilizadas se definifan como "insolubles`'.

EI estado de agregaci6n de los polip6ptidos sobreproducidos en E. co//. se

investig6  de  la  siguiente  manera.   Una  vez  crecidas  y  marcadas  con  35S-

metionina,  Ias c6Iulas se centrifugaron y resuspendieron  en  amortiguador TEN

conteniendo lisozima 2 mg/ml. La suspensi6n se incub6 a 4 °C durante 30 min. y
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se someti6 a ruptura celular por congelamiento/descongelamiento en nitr6geno

lfquido  (4 ciclos).  A Ia suspensi6n de c6Iulas rotas se agreg6  DNAsa  10 Lig/ml,

Mgc12  5  mM,   RNAsa  10  Hg/ml  y  PMSF  1   mM,  concentraciones  finales,  y  la

incubaci6n se continu6 por 20 mih:  a temperatura ambiente.  Una vez finalizada

la  incubaci6n,  Ia  suspensi6n  fue  centrifugada  a  15000  g  durante  30  min.  EI

sedimento se resuspendi6 en amortiguador de muestras para geles SDS-PAGE,

en un volumen igual al original. Tanto la fracci6n sobrenadante como la fracci6n

sedimentada de la centrifugaci6n se separaron por SDS-PAGE.  Las bandas en

el  gel   correspondientes a los polip6ptidos en ambas fracciones  se cortaron  y

contaron en un contador de centelleo liquido Tri-Carb modelo 1600TR (Packard

Instrument Co.), determinandose la proporci6n del polipeptido en cada fracci6n.

En algunos casos,  para comprobar que el polip6ptido remanente en la fracci6n

sobrenadante era soluble, alfouotas de esta fracci6n se centrifugaron a 105000

g durante una hora y se repiti6 el  procedimiento de SDS-PAGE y medici6n  de

[adiactividad.

Microscopia   electr6nica   de   transmisi6n   (MET).   Los   estudiios   pot  NIET   se

realizaron de acuerdo a la metodologfa tradicional  (por ejemplo,  ver   Graham y

col.  ,1991).  Los cultivos-bacterianos inducidos se centrifugaron y las celulas se

resuspendieron en glutaraldehfdo 2% - HEPES 50 mM,  pH 6,8,  durante 2 horas

para  su  fij.aci6n.  Las  c6Iulas  fijadas  se  embebieron  en    agar  Noble  2  %,  se

cortaron  en  cubos  de  aproximadamente  27  mm3  de  volumen  y  se  fijaron
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nuevamente  con  tetr6xido  de  osmio  2  %  durante  2  horas.   Los  bloques  se

lavaron en amortiguador HEPES (cinco cambios de amortiguador,15 min.  cada

lavado), se tifieron con acetato de uranilo 2 % (soluci6n acuosa) y se volvieron a

lavar.  El proceso de deshidrataci6n se realiz6 mediante una serie con acetona

de   distinta   graduaci6n.   Las   muestras   tefiidas,   fijadas   y   deshidratadas   se

embebieron  en  resina  Epon  810,  se  cortaron  con  micr6tomo  y  se  prepararon

para su observaci6n microsc6pica en el Laboratorio de Microscopia Electr6nica,

Centro de Equipo Mayor (CEM),  Facultad de Ciencias,  Universidad de Chile.  La

observaci6n   microsc6pica   se   realiz6   en   un   microscopio   electr6nico   Philips

EM300.

A4r.croscop/'a  de  epf.#uorescencr.a.  Los  clones  que  expresan  cada  uno  de  los

polip6ptidos  C-terminal  de  la tubulina  se  crecieron  e  indujeron  en  la forma  ya

descrita.  Los  cultivos  inducidos  (0,5  ml)  se  tifieron  con  igual  volumen  de  una

soluci6n de naranja de acridina 0,02  %  y formaldehido 2  %  durante 3  min.,  a

temperatura  ambiente.   Las  bacterias  tefiidas  se  filtraron  a  trav6s  de  filtros

negros  de  policarbonato  de  0,22  prm  de  diametro  de  poro  (Nucleopore  cat.  #

110656),  se  lavaron  con  10  ml  de  agua  ultrapura  y  los  filtros  se  secaron  a

temperatura ambiente previo a su analisis por microscopia de epifluorescencia

(MCFeters   y   col.,    1991).    Las   preparaciones   fueron   visualizadas   con   un

microscopio modelo  Leitz y   fotografiadas usando  pelicula  Kodak color de  100

asa para su posterior   analisis,  en el  Departamento de Microbiologfa,  Facultad



de Ciencias Biol6gicas,  Universidad de Concepci6n.

46

A4/.croscop/'a  confoca/.  Alfcuotas  de  los  cultivos  inducidos  empleados  para  los

estudios  de  microscopia  de  epifluorescencia  fueron  usados  para  realizar  las

observaciones mediante miscrocopia confocal. Para ello, se prepararon frotis de

cada  cultivo  y  muestras  para  la  observaci6n  de  las  bacterias  en  suspensi6n.

Ambos tipos de  preparaciones fueron  analizadas  con  un  microscopio  confocal

(modelo  Zeiss,  Axiovet  T  135),  en  el   Laboratorio  de  Microscopia  Confocal,

Centro de Equipo Mayor (CEM), Facultad de Ciencias,  Universidad de Chile.

Coexpresi6n  de  los  polip5ptidos  C-terminal con  chaperoninas. El Ofec:to de la

co-expresi6n  de  los  polip6ptidos  derivados  de  la  tubulina  y  las  chaperoninas

GroEL/GroES  sobre  el  estado  de  agregaci6n  de  los  polip6ptidos  se  investig6

transformando  la  cepa  de  E.  co//. BL21(DE3),  en  forma  simultanea,    con  cada

uno de los plasmidios que codifican para los polip6ptidos y el plasmidio pOF39,

que   codifica   para   las   chaperoninas.   Para   ello,   fue   necesario   insertar  un

marcador de  resistencia  (kanamicina)  en  el  plasmidio  pOF39,  genefandose  el

plasmidio  pOF39K  (Michael   Seeger,   Facultad   de   Medicina,   Universidad  de

Chile).   Por  lo  tanto,   la  selecci6n  de  las  cepas  cotransformadas  se  realiz6

suplementando las placas de agar Luria con 100 Hg/ml de ampicilina y 50 pug/ml

de kanamicina.
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Correlaci6n  entre  algunas  propiedades  fisic6quimicas  de  los  polip5pt.Idos  de

tubulina  y  el  estado  de  agregaci6n  en  que  se  sobreproducen  en  E.  coli.  La

carga  neta  promedio  aproximada  por  residuo  fue  estimada  por  la  diferencia

entre los residuos basicos  (Lisina + Arginina) y acidos  (Aspartico +  Glutamico)

dividida por el ndmero total de residuos del polip6ptido; las diferentes fracciones

de  aminoacidos  fueron  calculadas  dividiendo  [a  cantidad  de  un  determinado

residuo   de  aminoacido  en  el   polip6ptido   por  el   ndmero   total   de   residuos

(Wilkinson y Harrison,1991 ).  Para graficar los datos experimentales y obtener

los coeficientes de correlaci6n respectivos se us6 el programa de computaci6n

SIGMAPLOT versi6n 5.0.

7/.nc/.6n on Sfai.ns a//.  La tinci6n con Stains all se realiz6 de acuerdo a Campbell

y  col.  (1983).  Una  vez  finalizada  la  electroforesis,  Ios  geles  se  fijaron  toda  la

noche en  isopropanol 25 % seguido de cuatro lavados en el mismo alcohol, para

eliminar el SDS.  La tinci6n se realiz6 por incubaci6n del  gel,  protegido de  la luz,

durante  48  horas  en  la  soluci6n  colorante  que  contenfa  Stains  all  0,0025  %,

isopropanol 25 %, formamida 7,5 % y Trizma base 30 mM,  pH 8,8, y las bandas

coloreadas  fueron  inmediatamente  fotografiadas  (pelicula  Kodak  color  de  400

asa).

Uni6n  de 45Ca  a  or  y  B-tubulina  y  polip5pt.Idos  C-terminal  en  membranas  de
i=

n/.froce/t//osa  /IVC/.  Los  polip6ptidos  sobreproducidos  en  E.  co/i. y  la  tubulina
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purificada desde su fuente de origen (disponible en el laboratorio) se separaron

por  electroforesis  en   geles  de  poliacrilamida-SDS  y  se  transfirieron  a  una

membrana  NC,   en   la  forma  descrita  anteriormente.   La  membrana   NC  que

contiene  las  protefnas  se  proces6  de  acuerdo  a  las  recomendaciones  de

Serrano  y  col.  (1986).  Para  ello,  Ia  NC  se  lav6  4  veces  con  amortiguador  de

uni6n  de  calcio.  Luego,  la  membrana se  incub6  en  amortiguador de  uni6n  de

calcio   suplementado   con   45Cac12   2   LLM   durante    15   min.    Finalizada    la

incubaci6n,   la  NC  se  lav6  con  agua  destilada  durante  5  min.,   se  sec6  a

temperatura ambiente y se expuso frente a un film sensible a rayos X (Omat-RP)

durante 48 horas.

Uni6n  de calcio al  heterodimero de tubulina.  En el laborator.io  se diisporiia de

preparaciones  de  tubulina  de  cerebro  de  pollo  purificadas  por  el  m6todo  de

Weisenberg   descrito   en   Soto   (1993).   Empleando   estas   preparaciones   se

determin6  el  ndmero  de  sitios  de  uni6n  para  el  metal  en  el  heterodfmero  de

tubulina,   de  acuerdo  a  la  metodologia  descrita  por  Soto  (1993).   Con  este

prop6sito,   las   preparaciones   de  tubulina   de   cerebro   de   pollo   purificadas,

almacenadas a -70 °C, se descongelaron en hielo,  se centrifugaron a 105000 g

(centrifuga  airfuge)  durante  30  min.  y  al  sobrenadante  libre  de  agregados

sedimentables   se   le   intercambi6   el   amortiguador   de   almacenamiento   por

amortiguador  PIPES  50  mM,  pH  6,8,  mediante  filtraci6n  en  `una  minicolumna

(0,5cm x 5 cm)  de  Sephadex G-25 fino equilibrada con  el  nuevo  amortiguador
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(Penefsky,1977). Para ello, 400 lil de la soluci6n de tubulina libre de agregados

sedimentables  se  cargaron  en  la  minicolumna,    que  se  habfa  centrifugado  a

3000  rpm  (centrrfuga Sorvall  RC-2B)  durante 4 min.,  se dej.aron  reposar por 5

min. y la proteina se eluy6 de la columna con una nueva centrifugaci6n   a 3000

rpm  durante  4  min.  La  tubulina  en  el  nuevo  amortiguador  se  purific6  de  los

agregados  no  sedimentables  por cromatograffa en  una  columna  de  Sephacryl

S300 (Pharmacia) equilibrada con el mismo amortiguador.  Las fracciones libres

de agregados se utilizaron para los ensayos de unj6n de calcio.

Los ensayos de uni6n se realizaron empleando concentraciones variables

de  calcio  (hasta  100  LiM)  suplementadas  con  45Ca  (1Hci/ml).   La  mezcla  d6

reacci6n para los estudios de uni6n contenfa amortiguador PIPES 50 mM, pH 6,8,

tubulina  1  a  1,5 mg/ml  y calcio  (mezcla frio+radioactivo),  en  un volumen final  de

500  prl.   La  mezcla  se  incub6  a  25  °C  durante  15  min.  y  400  HI  de  ella  se

centrifugaron  durante  2  min.   a  2000  rpm  (SS-34,   Sorvall  RC-2B)   usando  el

sistema de filtraci6n  MPS-1  (Amicon)  con  membranas de  limite  de exclusi6n  de

30000 de peso molecular,  lo que permiti6 la filtraci6n de 200 lil. Alicuotas de 40

lil  del filtrado y de  la mezcla de  reacci6n  inicial  se contaron  en  un  contador de

centelleo liquido (Tri-Carb modelo  1600TR,  Packard Instrument Co.),  para medir

la cantidad de calcio ljbre y total,  respectivamente.  Los moles de calcjo unido por

mol  de  tubulina  se  determinaron  mediante  una  grafica  de  Scatchard,  con  el

programa Sigmaplot 5.0.



RESULTADOS
/

De acuerdo con lo descrito en la lntroducci6n de esta Tesis, el problema

fundamental de los estudios tendientes a conocer la relaci6n estructura-funci6n

de  la  tubulina  ha  sido  la  imposibilidad  de  cristalizarla  y  obtener su  estructura

tridimensional   a   alta   resoluci6n   (Monasterio   y   col.,    1995).   Otra   dificultad

adicional  para  estos  estudios  se  debe  a  que  la  tubulina,  dependiendo  de  su

origen,   presenta  una  o  varias   isoespecies  y  una  serie  de   modificaciones

postraduccionales.   Los   estudios  estructurales  se   han   realizado   con   estas

preparaciones   heterogeneas,    Io   cual    aumenta    la    incertidumbre   en    las

conclusiones  que  se  pueden  obtener  a  partir  de  los  resultados  hasta  ahora

publicados. Para solucionar este problema se presenta como una via factible el

clonamiento y expresi6n en bacterias del CDNA de una isoespecie de tubulina,

de   secuencia   conocida,   o   de   polip6ptidos   recombinantes   de   parte   de   la

proteina.

Construcci6n  y  expresi6n  de  plasmidios  recombinantes  que  codifican

pare polip6ptidos C-terminal de  a-y  P-tubulina.

La  c£-  y  a-  tubulina  de  rrypanosoma  bmcei. y  la  or-tubulina  humana

50
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clonadas y expresadas en E.  co//.  forman  Cl  (Wu y Yarbrough,  1987;  Yaffe y

col.,1986).  Por esto,  para intentar obtener un producto soluble,  se disefi6 una

estrategia  que  consisti6  en  eliminar  un  fragmento  polipeptidico  de  tamafio

variable  a  partir  del  extremo  amino  terminal  (N-terminal)  de  la  proteina.   EI

prop6sito era generar una familia de polipeptidos de tubulina, carentes de uno o

mas  dominios;  pero  todos  conteniendo  el  extremo  C-terminal.  Con  esto,  se

pretendia aumentar la solubili'dad de los fragmentos de tubulina expresados, de

acuerdo con la proposici6n de Wilkinson y Harrison (1991 ).

El  razonamiento  empleado  fue  el  siguiente:  segdn  su  secuencia  de

aminoacidos,   la  or  y  P-tubulina  tienen  su  extremo   C-terminal   (tiltimos  20

aminoacidos)   con  una  alta  densidad  de  cargas   negativas,   pues  contiene

abundantes  residuos  de  acido  glutamico  y acido  aspartico  (ver figura  1  en  la

lntroducci6n).  Esta  caracteristica  deberia  ser  un  factor  que  contribuye  a  su

solubilidad.   Por  otra  parte,   el   dominio  2,   definido   para  cada  una  de     las

tubulinas entre los residuos aminoacidicos 170 al 260 (de [a Vifia y col.,1988),

estaria contribuyendo a que la tubulina se recupere en forma insoluble,  porque

esta  zona  es  rica  en  aminoacidos  hidrofobicos  (en  nuestro  estudio  hemos

calculado  un  41  °/o  para  ambas  tubulinas).  Por  lo  tanto,  Ia  remoci6n  de  este

dominio  en  la  proteina  deberia  contribuir  a  la  solubilidad  de  los  polipeptidos

sob.reproducidos en E. co//..

Construcci6n    de    los    plasmidios    recombinantes.    Se    constrnyeron    stieife
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plasmidios  que  codifican  para  polip6ptidos  que  carecen  de  una  porci6n  del

extremo  N-terminal  de   or-y  B-tubulina.  Tres  de  estos  plasmidios  (PRL-18or8,

PRL-11 or2 y PRL-52.or3) codifican para polipeptidos de cutubulina de queratocito

humano y los  otros cuatro  plasmidios  (PRL-81P12,  PRL-3884,  PRL-60P8,  pRL-

33P6),   para   polipeptidos   de   P-tubulina   de   cerebro   de   pollo.   Todos   [os

plasmidios  recombinantes,  excepto  los  plasmidios  PRL-52or3  y  pRLrsop8,  se

obtuvieron  purificando  el  fragmento  deseado  a  partir del  CDNA de  la tubulina

respectiva  y  ligandolo  al  vector  de  expresi6n  digerido  con  las  enzimas  de

restricci6n  apropiadas  (Tabla   1   de  la  secci6n   Materiales  y  M6todos).   Los

plasmidios  PRL-52or3  y  PRL-60B8  se  subclonaron  a  partir  de  los  plasmidios

PRL-18cL8  y  PRL-81P12,  respectivamente  (la  estrategia  experimental  para  la

construcci6n de los diversos plasmidios se describi6 en Materiales y M6todos).

En las figuras 2 y 3 se muestran los esquemas abreviados de las contrucciones

que codifican  para  los  polipeptidos  C-terminal  de  las  subunidades Ch y  P  de  la

tubulina,  respectivamente,  y  las  enzimas  de  restricci6n  empleadas  en  cada

caso.  Todos  los  polip6ptidos  codificados  por  los  plasmidios  recombinantes

contienen en su extremo N-terminal 5 o 6 residuos de aminoacidos codificados

por la regi6n de  inserci6n  para  DNA fofaneos  del  plasmidio  pT7-7,  excepto el

plasmidio PRL-81 P12 que contieneJ12 residuos aminoacfdicos.

En   la   figura   4   se   presentan   los   esquemas   para   los   polipeptidos

codificados   por   los   plasmidios   recombinantes.   Puede   observarse   que   los

polip6ptidos RL-18or8,  RL-81 P12 y RL-3884 contienen integros los dominios 2 y



CDNA ortubulina
Pstl-----+--------------------+----------------+----Pstl

257                                605                           1226

Sinal ----------------- + --------.----- +-- Pstl

Pvull ------------------I--- Pstl

Stul - Pstl
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FIGURA   2.    Esquema   simplificado   de   los   CDNA   recombinantes   que
codifican   para   polipeptidos   C-terminal   de   cL-tubulina   de   queratocito
humano. El CDNA que contiene el gen estructural de Ch-tubulina en el plasmidio

pBR322  insertado en el  sitio Pst/ es de aproximadamente  1800 pb.  La regi6n
codificante se localiza entre las bases 68 y 1420.  Los ndmeros en el esquema
indican la localizaci6n del sitio de corte de las endonucleasas Sma/ (257), Pw//

(605) y Sfu/ (1226), respectivamente, empleadas para construir los polip6ptidos
C-term.inal  (pF`L-18cx8,  Smallpstl.,  pF\L-11 cth,  fdyulllpstl y pF\L-52cx3,  Stullpstl).

Se muestra tambien en ]a figura el vector de expresi6n pT7-7 con los sitios de
corte dnicos (Pst//Sma/) donde se subclonaron los polip6ptidos.
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pT7-7

CDNA P=tubulina
Hindlll ~+--= ----- 1 -------------.....- 1--+~~-- H i n d I I I

479             586                    946        1264

Pstl ---- I ---------------- 1 ---- 1-- Hindlll

Xmnl-------------+-----~1------Hindllt

Aval---------1-------Hindlll

Stul------Hindlll

FIGURA   3.    Esquema   simplificado   de   los   CDNA   recombinantes   que
codifican para po]ipeptidos C-terminal de P-tubulina de cerebro de pollo.
EI CDNA que contiene el gen estructural de P-tubulina en el  plasmidio pBR322
insertado   en   el   sitio   H/.nd///  es   de   aproximadamente   1700   pb.   La   regi6n
codificante se localiza entre las bases 88 y 1422.  Los ndmeros en el esquema
indican la localizaci6n del sitio de corte de las endonucleasas Pst/ (479), Xmn/

(586), Awa/ (946) y Stu/ (1264),  respectivamente,  empleadas para construir los
polip6ptidos C-terminal  (PRL-81 P12,  Pst//H/.nd///;  PRL-3884, Xmn//H/.nd///;  pRL-
6088, Awe//Hf.nd/// y PRL-33P6,  Stu//f7f.nd///).  Se muestra tambien en la figura el
vector de expresi6n pT7-7 con  los sitios de corte dnicos (Pst//Sma/) donde se
subclonaron los polipeptidos.
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F]GURA 4.  Representaci6n  esquematica de er- (a) y  C-tubulina  (b)  y sus

polip6ptidos C-terminal subclonados en E.  co//..  En el  esquema de Ch- y C-
tubulina y de los po[ipeptidos C-terminal se muestra la posici6n re[ativa de los
residuos  de  aminoacidos  que  definen  los  tres  dominios  propuestos  para  la
tubulina.   La  numeraci6n  se  hizo  desde  el  extremo  amino  al  carboxilo,   de
acuerdo a las indicaciones de la IUPAC. Las distancias no estan a escala.
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3  de  la  proteina,   pero  carecen  del  dominio   1   en  forma  parcial   o  total.   EI

polipeptido   RL-11oc2   contiene  el  dominio  3  y  un  88  %   del   dominio  2.   Los

polip6ptidos  RL-52or3,   RLi50P8  y  RL-33P6  no  presentan  el  dominio  1   ni  el

dominio 2 de la proteina.

Expresi6n de los plasmidios recombinantes que codifican  para los  polip6ptidos

C-£erm/-na/.   Los  plasmidios construidos se transformaron en E.  oo//. BL21 (DE3)

para    su    expresi6n.     EI    sistema    de     expresi6n     nos     permiti6     marcar

end6genamente   con   35S-metionina,    en   forma   selectiva,    los   polip6ptidos

subclonados (ver Materiales y M6todos).  Con  ello se facilit6 su  detecci6n  una

vez separados por SDS-PAGE. Por lo tanto,  Ia visualizaci6n de los polip6ptidos

en  el  gel  se  realiz6  mediante tinci6n  con  azul  Coomassie  R-250  (figura  5a)  y

por autorradjografTa (figura 5b).

En  la figura 5a se muestra  la separaci6n  de  los polip6ptidos  C-terminal

de la tubulina sobreproducidos en E. co//. (excepto RL-33P6).  Los carriles 1  al 3

corresponden a los polip6ptidos derivados de or-tubulina y los carriles 4 al 6,  a

aquellos polip6ptidos derivados de P-tubulina.  Puede observarse que todos los

clones  ensayados  sobreproducen  un  polip6ptido  con  movilidad  electrofofetica

similar  a  la  esperada  para  cada  construcci6n.  Se  observa,  ademas,  que  los

polip6ptidos  cuyo  peso  molecular  es  igual  o  inferior  a  20000  se  tiFien  mss

d6bilmente con el colorante,  Io que dificulta su visualizaci6n (carriles 3 y 6).  Sin

embargo, al detectar los po]ip6ptidos por autorradiograffa (figura 5b) se visuali-
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FIGURA 5.  Electroforesis en SDS-PAGE de los po]ip6ptidos C-terminal de
cx- y P-tubulina sobreproducidos en E.  co//- y detectados por tinci6n  con
azul  de  Coomassie  R-250  (a}  o  autorradiograffa  (b).  Los  extractos  de  los
clones  que  sobreproducen  polip6ptidos  C-terminal  Ch-  y  P-tubulina  en  E.  co//.
BL21 (DE3) se separaron en geles de poliacrilamida ,al 10 0/o T (Schagger y von
Jagow,1987).  Carril  1,  RL-18or8;  carril  2,  RL-11or2;  carril  3,  RL-52Ch3;  carril  4,

RL-81P12; carril 5,  RL-38P`4; carril 6,  RL-60P8.  En el carr.il 7 se muestra la cepa
control que contiene s6lo el vector de expresi6n pT7-7.  Las flechas indican  la

posici6n donde migran los polip6ptidos recombinantes. M, marcadores de peso
molecular (A,  66000;  8,  45000;  C,  36000;  D,  29000;  E,  24000;  F,  20100 y G,
14200).



58

zan   todas   las   bandas   y   su   intensidad   es   proporcional   al   contenido   de

metioninas y muy por sobre  la marcaci6n de otras proteinas end6genas.  Esto

indica que la marcaci6n fue selectiva para los polipeptidos sobreproducidos.

Con el prop6sito de establecer la identidad de los polip6ptidos C-terminal

derivados de  la tubulina expresados  en  bacterias,  se  realiz6  un Western  blot

con anticuerpos especificos para el heterodimero de la tubulina de cerebro de

pol]o.   Estos  anticuerpos  se  purificaron  por  afjnjnidad  con  una  columna  de

sepharose-heterodrmero de tubulina,  a partir de un suero  inmune obtenido en

conejo  (disponible  en  el  laboratorio).  Se  trabaj.6  con  los  dos  polip6ptidos  de

mayor peso molecular de er- y a- tubulina y los resultados de este experimento

se muestran en la figura 6.

EI analisis de la figura 6  indica que cada clon sobreproduce una banda

de  proteina,   que  se  encuentra  ausente  en  el   control,   la  cual   puede  ser

detectada por tinci6n (figura 6a),  por autorradiografia (figura 6b) y mediante el

uso  de  anticuerpos  policlonales  (figura  6c).   Como  control  se  us6   Ia  cepa

hu6sped transformada con el vector de expresi6n pT7-7 (carril 3 de las figuras

6a, 6b y 6c).

De  acuerdo  con  lo  descrito  en  Materiales  y  M6todos,  los  anticuerpos

policlonales   usados   en   el   Western   blot   fueron   obtenidos   empleando   el

heterodimero de tubulina de  cerebro  de  pollo  como  inmun6geno.  Puesto  que

estos anticuerpos dieron reacci6n positiva en el inmunoblot con los polip6ptidos

obtenidos   en   bacterias,   es   posible   suponer  que   los   anticuerpos   estarian
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F[GufIA 6.  Electroforesis en SDSIPAGE de ,[os polip6ptidos Clterminal de
or- y P-tubulina sobreproducidos en  E.  co//- y detectados  por tinci6n  con
azul  de  Coomassie  R-250  (a),  autorradiografia ,(b)  o  inmuno.blot (€),  Los
extractos de los clones que sobreproducen polip6ptidos C-terminal en E, co//. K-
38/pGP1-2  se separaron en g`eles de poliacrilamida al 10 % T (`Laemmli,1©70).

Carril 1,  RL-81P12; carril 2,  RL-38P4;   carril 4,  RL-18or8;  carril 5,  RL-11or2.  En el

carril 3 se muestra la cepa control que contiene el vector de expresi6n pT7-7.
Las flechas  indican  la posici6n  donde  migran  los  polipeptidos  recombinantes.
M, marcadores de peso molecular (A, 66000; 8, 45000; C, 36000; D, 29000 y E,
24000 y F, 20100).
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reconociendo epitopos dados por la secuencia de la proteina y confirma que los

polip6ptidos sobreproducidos corresponden a tubulina.  La regi6n C-terminal es

muy poco inmunog6nica para estos anticuerpos,  por lo que la identificaci6n de

los polip6ptidos mss pequefios se realiz6 mediante estudios de competencia en

ensayos  de   ELISA,   utilizando  anticuerpos  monoclonales  que  reconocen   la

regi6n  C-terminal  (R.  Lagos,  J.M.  de  Pereda,  J.M.  Andreu  y  0.  Monasterio,

resultados no publicados).

Clonamiento y expresi6n de los  plasmidios que codifilcan  para  ar y  frtubulina.

Era  deseable,  ademas,  tener  cada  tubulina  (or  o  P)  completa  clonada  en  el

mismo  vector  de  expresi6n  que  los  polip6ptidos  C-terminal.  Se  construy6  un

plasmidio  recombinante  (PRLP)  que  codifica  para  P-tubulina  de  cerebro  de

pollo,  mediante amplificaci6n por PCR (ver Materiales y M6todos).  La or-tubulina

de  queratocito  humano  fue  subclonada  en  un  trabajo  paralelo  a  esta  Tesis

(pRLor;   C.   Basso  y  R.   Lagos,   resultados  no  publjcados)  y  el  plasmidio  fue

utilizado para expresarla y caracterizar su estado de agregaci6n.

En   la  figura  7   (carriles   1   y  2)   se  muestran   los   resultados   de   los

Jexperimentos de expresi6n de los plasmjdios pRLch y PRLP transformados en E.

co/i.   BL21(DE3),    respectivamente.    Puede   observarse   que   ellos   codifican

proteinas  con  la  movilidad  electrofofetica  esperada  para  cada  tubulina  (PM

calculado a partir de la secuencia: 50041  para la or-tubulina y 49828 para la P-

tubulina).  En el sistema de geles de poliacrjlamida descrito por Laemm„ (1970),
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F[GUFIA 7.  Expresi6n de los plasmidios pFtLe y PRLP, que codifican para
cL- y P-tubu[ina.  Los extractos de [os clones que sobreproducen or- y P-tubu[jna
en E. co//. BL21'(DE3) se separaron por SDS-PAGE en geles de poliacrilamida al
10 °/o/I (Laemmli,1i970).  Las proternas se visualizaron por tinci6n  con  azul  de
Coomassie  R-250.  Carril  1,  cutubulina;  carril  2,  Pltubu]ina.  En  el  carril  3  se
muestra la cepa control que contiene el vector de expresi6n pT7-7.   Las flechas
indican  la  posici6n  donde  migran  or-  y  a-tubulina.  M,   marcadores  de  peso
molecular (A, 66000; 8, 45000; C, 36000; D, 29000 y E, 24000).
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ambas   tubulinas   en   el   heterodfmero   purificado   desde   su   fuente   natural

muestran   un   comportamiento   an6malo,    migrando       como   protefnas   que

presentan una mayor diferencia en el peso molecular, con migraci6n mss fapida

de P-tubulina que Ch-tubulina.  Este comportamiento se mantuvo en las tubulinas

clonadas y sobreproducjdas en E. co//..

Solubiliclad   de    ar   y   P-tubulina   y   de   los    polipeptidos   C-terminal

sobreproducidos en E. coli.

Para    determinar    si    los    polip6ptidos    C-terminal    de    tubulina    se

sobreproducfan  en  estado  soluble  o  insoluble,  se  realizaron  experimentos  en

los  cuales  se  investig6  en  qu6  fracci6n  se  recuperaban  dichos  polip6ptidos.

Para  ello,  se  cuantific6  a  partir de  las  bandas  separadas  por SDS-PAGE,  la

proporci6n   de   cada   uno   de   los   polip6ptidos   recuperados   en   la   fracci6n

sobrenadante y en la fracci6n sedimentada de una centrifugaci6n a 15000g.

Los  resultados  obtenidos  con  los  polip6ptidos  pertenecjentes  a  la  or-

tubulina  se  presentan  en  la  figuras  8a  y  8b  y  los  correspondientes  a  los

polip6ptidos pertenecientes a la 0-tubulina,  en  las figuras 8c y 5d.  Se observa

que  los  polipeptidos  de  las  dos tubulinas,  cuyo  peso  molecular es  superior a

20000,  se  sobreprodujeron  formando  mayoritarjamente  agregados  insolubles

(carriles  1   al  4  de  las  figuras  8a,  8b,  8c  y  8d).   El  polip6ptido  RL-33P6  se

expres6 en forma soluble (carriles 7 y 8 de las figuras 8c y 8d), mientras que los
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FIGURA 8.  Determinaci6n de [a solubilidad de [os polip6ptidos C-terminal
de or-y P-tubulina sobreproducidos en E. co/J.. La fracci6n soluble e insoluble
de   los   polip6ptidos   C-terminal   sobreproducidos   en   E.   co//.   BL21(DE3)   se
determin6 mediante SDS-PAGE en geles de .poliacri[amida a[ 10 % T (Laemmli,
1970),  como  se  describi6  en  Materiales  y  Metodos.  La  visualizaci6n  de  [os

polip6ptidos  se  realiz6  por  tinci6n  con  azul  de  Coomassie  R-250  (a  y  c)  y
autorradiograffa (b y d).  En [as figuras 8a y 8b: carri[es 1  y 2,  RL-18or8;  carriles
3 y 4,  RL-11or2;  carri[es 5 y 6,  RL-52or3.  En  [as figuras 8c y 8d:  carriles  1  y 2,

RL-81P12;  carriles 3 y 4,  RL-38P4;  carriles 5 y .6,  RL€OP8;  carriles 7 y 8,  `RL-
33P6.    Carriles    impares,    fracci6n    sobrenadante;,  carriles    pares,    fracci6n
sedimentada.  Las flechas indican la posici6n donde migran los polip6ptidos. M,   '
marcadores de peso molecular (A,  66000;  8,  45000;  C,  36000;  D,  29000 y E,
14200).
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polip6ptidos  RL-52G3  y  RL€OP8  se  sobreprodujeron   parcialmente  solubles

(carriles 5 y 6 de las figuras 8a y 8b, 8c y 8d).

Los controles de  la solubilidad  de ci- y P-tubulina clonadas  en  el  vector

de expresi6n pT7-7 se muestran en  las figuras 9a y 9b.  Los carriles  1  y 2  de

estas  figuras  corresponden  a  cutubulina  y  los  carriles  3  y  4,   a  P-tubulina,

respectivamente.  Puede  observarse  que,  de  acuerdo  a  lo  esperado,  ambas

tubulinas se recuperaron en la fracci6n sedimentada (carriles 2 y 4, figuras 9a y

9b),   debido  a  que  se  sobreprodujeron   en  forma   insoluble   en   E.   co//..   La

cuantificaci6n de todos los resultados se presenta en la tabla 2.

TABLA  2.   Cuantificaci6n  de   [a  solubi[idad   de   G-  y   P-

tubulina y de los polip6ptidos C-teminal sobreproducidos

en E. co/i- BL21 (DE3).

Tubulina (or o a) o polip6ptido           fracci6n soluble (%)

RLor

RL-1 8Ch8

RL-1 1 G2

RL-52Ch3

RLP

RL-81P12

RL-38P4

RL€OP8

RL-3386
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FIGURA    9.    Determinaci6n    de    ]a    so]ubi]idad    de    er-    y    B-tubulina
sobreproducidas en E. co//. BL21(DE3).  La fracci6n soluble e insoluble de Cr-

y P-tubulina sobreproducidas en E. co//. BL21 (DE3) se determin6 mediante SDS-
PAGE  en  geles  de  poliacrilamida  al  10  °/o  T  (Schagger y von  Jagow,  1987),
como se describi6 en Materiales y M6todos.  La visualizaci6n de or-y C-tubulina
se realiz6 por tinci6n con azul de Coomassie R-250 (a) y autorradiograffa (b).
Carrjles  1  y 2,  or-tubulina; carriles 3 y 4:  B-tubulina;   carriles 5 y 6,  polip6ptido

RL-52ct3.   Carriles   impares,   fracci6n   sobrenadante;   carriles   pares,   fracci6n
sedimentada.  Las flechas indican ]a posici6n donde migran or y P-tubu[ina.  M,

marcadores  de  peso  molecular (A,  66000;  8,  45000;  C,  36000;  D,  29000;  E,
24000; F, 20100 y G,14200).
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Tanto  or-  como   a-tubulina  y   la   mayoria   de   los   polip6ptidos   C-terminal   se

sobreprodujeron  en forma  insoluble  (<  5  %  de  solubilidad);  el  polip6ptido  RL-

52Ch3 se sobreprodujo parcialmente soluble (30 % - 40 %) de igual modo que el

polip6ptido  RLnoop8  (20  %  -  30  %).  EI  polip6ptido  RL-33P6  se  sobreprodujo

sobre un 95 % en forma soluble.

Formaci6n  de  Cl  por  los  polip5pt.Idos  C-term.Inal  sobreproduc.Idos  en  E.  coli.

Puesto   que    la   mayoria   de    los   polip6ptidos    C-terminal    subclonados    y

sobreproducidos en E. co//. se recuparaban en forma insoluble, se concluy6 que

estos  polip6ptidos  se  encontraban  formando  CI,  de  acuerdo  a  los  criterios

empleados para sefialar que una proteina forma CI.  Usando algunos clones con

diferentes  solubilidades,   se  investig6   la  presencia  de  Cl   en  el   citoplasma

bacteriano   por microscopfa electr6nica de transmisi6n (MET),  por microscopia

confocal   y  por  microscopia   de   epifluorescencia.   Los   resultados   de   estos

estudios se muestran en las figuras 10,11 y 12, respectivamente.

Los resultados del estudio por MET (figuras 10a y 10b) de los clones que

expresan    polip6ptidos    C-terminal    pertenecientes    a    a-tubulina,    que    son

insolubles (RL-81812 y RL-38P4) o parcialmente solubles  (RL€OB8),  muestran

una  gran  cantidad  de  corpusculos  opacos  a  los  electrones  (zonas  negras)

concentrados  en  los  polos de  la c6lula bacteriana  (indicadas  por las flechas).

La proporci6n de c6Iulas que presentan estas zonas opacas a los electrones en

las preparaciones de clones que expresan polp6ptidos insolubles oscil6 entre
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50 y 60 %.  Por el contrario,  s6Io el  una fracci6n  inferior al  10 % de  las c6Iulas

control,   sin   plasmidios   o   que   contenian   el   vector   de   expresi6n   pT7-7,

presentaron  estas  zonas  opacas  a  los  electrones  y  su  aspecto  era  menos

denso. Estos agregados pueden observarse con mas detalle a mayor aumento

en  la figura  10b,  en  bacterias  que contienen  el  plasmidio  que codifica  para  el

`polipeptido RL-81 P12.  El diametro de [os agregados i.ntrace[u]ares es  inferior a

50  nm.   EI  clon  que  expresa  el  polip6ptido  soluble  (RL-3386)  y  las  c6Iulas

control,  que contienen s6lo el plasmidio vector de expresi6n  pT7-7,  presentan

una   densidad   mucho   menor   de   estas   condensaciones   de   granulaciones

negruzcas.

Los  estudios  por  microscopia  confocal   (figura  11)  confirmaron  estos

hallazgos,  pues  la.s  c6Iulas  bacterianas  que  expresaban  el  polip6ptido  RL-

81P12   o   la   P-tubulina,   que   son   insolubles,    presentaron   condensaciones

citoplasmaticas de localizaci6n polar y subpolar (lineas 3 y 4,  respectivamente,

indicadas   por   las   flechas),   Ias   cuales   estaban   ausentes   en   las   celulas

bacterianas  que  sobreproducen  el  polip6ptido  soluble  RL-33P6  (linea  1).    EI

clon que expresa el polip6ptido parcialmente soluble RLfiop8 (linea 2) tambi6n

presenta estas condensaciones  (indicadas  por las flechas),  aunque en  menor

proporci6n.  Los agregados de mayor tamafio se observaron en la preparaci6n

que  contiene  el  clon  que  expresa  la  P-tubulina  completa  (lI'nea 4),  donde  las

c6lulas  se  encuentran  mas  deformadas  que  aqu6llas  que  expresan  los  otros

clones.
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FIGURA  11.  Microscopia  con focal  de  c6Bulas  de  E.  co/7.  BL21(DE3)  que
expresan  f}-tubulina y algunos  polip6ptidos  C-terminal  de B-tubulina.  Las
muestras  para  microscopfa  confocal  se  prepararon     en  forma  similar  a  lo
descrito   para   realizar   las   observaciones   por   microscopia   electr6nica   de
transmisi6n  (ver  Materiales  y  M6todos).   La  cepa  de  E.   co/i.  BL21(DE3)  fue
transformada con los siguientes plasmidios:  1,  PRL-3386; 2,  PRL-60P8,  3,  pRL-

81P12;  4,  PRLP.  En  los  recuadros  se  muestra  la  profundidad  relativa  de  las
observaciones.  Las flechas indican  los  Cl  en  c6Iulas  representativas de cada
clon.



FIGURA   12a.   Microscopia   de   epifluorescencia   de   c6lulas   de   E.   co//-
BL21(DE3)   que   expresan   polipeptidos   C-tei.minal   de   or-tubulina.    Las
muestras para microscopia epifluorescente se prepararon  en forma similar a lo
descrito   para   realizar   las   observaciones   por   microscopia   electr6nica   de
transmisi6n  (ver  Materiales  y  Metodos).   La  cepa  de  E.   co/i.  BL21(DE3)  fue

transformada  con  los  siguientes  plasmidios:   1,  PRL-18al2;  2,   PRL-11G2;   3,

PRL-52or3; 4, vector de expresi6n pT7-7,
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FIGURA   12b.   Microscopia   de   epifluorescencia   de   celulas   de   E.   co/i.
BL21(DE3)   que   expresan   polip6ptidos   C-terminal   de   P-tubulina.    Las
muestras para microscopia de epifluorescencia se prepararon   en forma similar
a  lo  descrito  para  realizar  las  observaciones  por  microscopia  electr6nica  de

transmisi6n  (ver  Materiales  y  M6todos).   La  cepa  de  E,   co/f.  BL21(DE3)  fue

transformada  con   los  siguientes  plasmidios:   1,   PRL-81P12;   2,   PRL-3804;   3,

PRL-60B8; 4,  PRL-3386.
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Al    analizar    los    resultados    de    los    estudios    por    microscopia    de

epifluorescencia   (figura    12a   y   12b),    se   observ6   que    las    c6Iulas   que

sobreproducen  el  polip6ptido  RL-3386  (figura  12b,  4)  y  las  c6Iulas  control  se

encuentran en una fase de crecimiento diferente al  completarse el  periodo de

inducci6n   de   la  expresi6n   con   lpTG,   respecto   de   los   otros   clones.   Esta

conclusi6n  se obtiene  del  ana]isis de  la coloraci6n  de  las  c6Iulas tefiidas  con

naranja de acridina,   debido a que un  color anaranjado  indica c6lulas que  se

encuentran  en  fase  de  crecimiento  exponencial,  en  tanto  que    la  coloraci6n

verde  se  presenta  en  las  c6Iulas  que  se  encuentran  en  fase  estacionaria

(MCFeters y col.,1991 ).  Las c6lulas que sobreproducen el polip6ptido RL-33P6

(figura 12b, 4) y las c6Iulas control, que contienen el vector de expresi6n pT7-7

(figura 12a, 4), presentan mayoritariamente una. coloraci6n verde. Esto indjcaria

que se encuentran en fase estacionaria al final de la inducci6n con lpTG.

De acuerdo con lo resultados presentados hasta aquf, se puede concluir

que las c6Iulas de E. co/i.  sobreproducen or-y P-tubulina y sus correspondientes

polip6ptidos  C-terminal.   Se  observa  que  hay  una  correspondencia  entre  el

tamafio  y  la  carga  de  los  polip6ptidos  con  la  solubilidad.  Asi,  Ios  productos

sobreproducidos  se  recuperan  en  forma  soluble,  parcialmente  soluble  y,   la

mayor fa insolubles, formando CI.
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Factores que influyen sobre la solubilidad de los polipeptidos C-terminal

sobreproducidos en E. coli.

Las proteinas que se sobreproducen en E.  co//. pueden verse afectadas

en su solubilidad por una variedad de factores, que dependen tanto de la c6Iula

bacteriana com.o de las propiedades intrinsecas de cada proteina en particular.

No  parece  existir  un  factor  dnico  o  principal  que  de  cuenta  del  estado  de

agregaci6n presentado por una proteina sobreproducida en E. co//.. Por lo tanto,

es   imprescindible  caracterizar  cada  caso  en   particular  para  encontrar  las

condiciones 6ptimas de su expresi6n y producci6n.

Puesto que se encontr6 que algunos polip6ptidos de or- y P-tubulina se

sobreproducian   con   diferente  solubilidad,   se  analizaron   diversos   aspectos

relacionados  tanto  con  los  Polip6ptidos  sobreproducidos  como  con  la  cepa

bacteriana   usada   para   expresar   los   plasmidios   recombinantes.    Nuestro

prop6sito   fue   conocer   si   exist fa   alguna   correlaci6n   entre   el   estado   de

agregaci6n de la protefna y un factor que dependiese de la c6lula bacteriana o

de la proterna per se.  De este modo, se podrfan disefiar estrategias para evitar

la  formaci6n  de  Cl  y  aumentar  la  recuperaci6n  de  las  proteinas  en  estado

soluble.

Propt.edades de /a profer'na.  Se determinaron  las siguientes caracteristicas de

los polip6ptidos sobreproducidos,  de acuerdo con  su  secuencia aminoacidica:
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peso  molecular,  carga  neta  promedio,  ndmero  de  residuos  de    aminoacidos

formadores de vuelta, fracci6n de residuos de prolina, fracci6n de residuos de

cisteina y ndmero de aminoacidos pertenecientes al vector y a la tubulina.  Los

resultados de este analisis se muestran en la tabla 3. Los pesos moleculares de

los polipeptidos fueron  estimados  a  partir de  los geles de poliacrilamida-SDS,

de    acuerdo    con    su    movilidad    electrofor6tica.    Los    pesos    moleculares

experimentales de los polip6ptidos perfenecientes  a Ch- y  P-tubulina fueron  los

esperados  cuando  se  us6  la  t6cnica  de  Schagger  y  von  Jagow  (1987).  Sin

embargo,    6stos   fueron   levemente   superiores   al   peso   molecular   te6rico

esperado cuando se us6 la tecnica de SDS-PAGE segdn Laemmli (1970), para

la estimaci6n del peso molecular. Esto fue consistente con la estimaci6n del PM

de  or-  y  B-tubulina  purificadas  de  cerebro  de  pollo,   pue.s  ambas  tubulinas

presentan      un   peso   molecular   superior   en   2000   a   4000   al   esperado

te6ricamente.

Wilkinson y Harrison (1991), analizando el estado de agregaci6n en que

se expresaban div.ersas protefnas heter6Iogas en E. coli, observaron que existe

correlaci6n entre su carga neta promedio, la fracci6n de residuos formadores de

vuelta y su tamafio  con  la  solubilidad  de  dichas  proteinas.  Tanto  ci-  como  P-

tubulina y sus polip6ptidos C-terminal resultan ser un modelo mas homog6neo

para este tipo de analisis,  pues te6ricamente  los factores  necesarios para  su

plegamiento  debieran  ser los  mismos.  Por  lo  tanto,  se  procedi6  a  analizar  si

existia   una   correlaci6n   entre   la   solubilidad   de   los   diferentes   polipeptidos
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sobreproducidos y los parametros mencionados.

La  comparaci6n  de  los  resultados  presentados  en  las  tablas  2  y  3

permite  concluir  que  existe  una  relaci6n  directa  entre  la  mayor  carga  neta

negativa  promedio y la solubilidad del  polip6ptido.  Cuanto  mayor es su  carga

neta negativa promedio mayor es su solubilidad.  Por otra parte,  la fracci6n de

residuos   de   prolina   no   parece   corre[acionarse   con   la   solubil_idad   de   ]os

polip6ptidos,  pues  los  polip6ptidos  RL-52G3  y  RL-3306  se  sobreproducen  en

distinto estado de agregaci6n aunque contienen un residuo de prolina cada uno

(fracci6n de residuos de prolina 0,014 y 0,017,  respectivamente). Por otro lado,

Ia fracci6n  de  residuos  de  cisteina  tampoco  pare9e  tener  correlaci6n  con  la

solubilidad  de  los  polip6ptidos  C-terminal,  porque  el  polip6ptido  RLi50B8  se

sobreproduce parcialmente soluble (fracci6n de cisteina 0,012),  en tanto que el

polip6ptido  RL-81 P12  se  sobreproduce  insoluble  (fracci6n  de  cisteina  0,015).

Tambi6n  muestran  distinta  solubilidad  los  polip6ptidos  RL-52G3  y  RL-33P6,

aunque  ambos    carecen  de  residuos  de  cisteina.  Se  observa,  ademas,  una

re]aci6n inversa entre la so]ubjlidad de los polipeptidos y la fracci6n de residuos

aminoacidicos    que    tienen    tendencia    a    formar    vueltas    (serina,    glicina,

asparragina y prolina), pues cuanto mayor es la fracci6n de estos residuos en la

mol6cula,   menor  es  su   solubilidad,   lo  que   coincide   con   lo   propuesto   por

Wilkinson y Harrison (1991 ).

Para  establecer  con  mas  detalle  la  correlaci6n  entre  las  propiedades

mencionadas y la solubilidad, se procedi6 a graficar los resultados y determinar
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Ios coeficientes de correlaci6n.  En la figura 13 se muestra  la correlaci6n entre

la  solubilidad y tres  propiedades  de  los  polip6ptidos  C-terminal:  el  tamafio,  Ia

carga neta promedio y la fracci6n de residuos formadores de vuelta.

En   la   figura   13   se   observa   una   muy   buena   correlaci6n   entre   la

solubilidad y el tamafio de los polip6ptidos.  Sin embargo, todos los polip6ptidos

de la or-tubulina son mas insolubles que los de la P-tubulina,  indicando que  la

composici6n y secuencia de aminoacidos influyen sobre la solubilidad. Ademas,

se  observ6  correlaci6n  entre  la  carga  neta  promedio,   que  depende  de  la

composici6n de aminoacidos del polip6ptido,  y su solubilidad,  tanto cuando se

analizaron  los  polip6ptidos  pertenecientes  a  or-  y  a-tubulina  en  su  conjunto

(figura  13a)  como  al  estudiar  s6Io  aqu6IIos  pertenecientes  a  P-tubulina  en

forma   independiente    (figura    13b).    Los   coeficientes   de   regresi6n    lineal

determinados fueron -0,95 y -0,96, respectivamente.

Los  polip6ptidos  de  menor  tamafio  RL-52or3  (70aa)  y  RL-33P6  (59aa)

con  una  carga  negativa  neta  promedio  de  0,181   y  0,293,  respectivamente,

presentan  una  muy  buena  correlaci6n  con  su  solubilidad  (tabla  3).  llama  la

atenci6n que aunque ambos polip6ptidos tengan  un  ndmero similar de cargas

negativas presenten diferente solubilidad.  Este hecho implica que la presencia

de  cargas  positivas,  responsables  de  la  diferencia  en  carga  neta  promedio,

induciria la agregaci6n. Por lo tanto, para probar esta hip6tesis, se construy6 un

polip6ptido  a  partir  del  polip6ptido  parcialmente  soluble  RL€OP8.   EI  nuevo

polip6ptido, de peso molecular te6rico 13094, estarfa constituido por los amino-
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FIGURA   13.   Relaci6n   entre   a[gunos   pafametros   fisicoquimicos   y   la
so[ubilidad     de     [os     po[ip6ptidos     C-terminal     de    er-    y     P-tubulina
sobreproducidos  en  E.  co/i..  PM,  peso  molecular;  carga  neta,  carga  neta

promedio;  fracci6n  aa,  fracci6n  de  residuos  de  aminoacidos  formadores  de
vuelta (asparragina + serina + glicina + prolina).  (a):  po[ip6ptidos C-terminal de

or-y P-tubulina,  (b): polip6ptidos C-terminal de P-tubulina.
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FIGURA  15.   Determinaci6n   de   la  solubilidad   del   po[ip6ptido   RL-18or8
sub`c]onaido   en   el   vector  pT7-7/GT.   La  fracci6n   soluble   e   insoluble   del

polip6ptido RL-18or8/GT sobreproducido en E. co//..BL21 (DE3) se determin6 por
SDS-PAGE  en  geles  de  poliacrjlamida  a]  10  0/o  T  (Schagger  y  von  Jagow,
1987),  como  se  describi6  en  Materia[es  y  M6todos.  La  visualizaci6n  de  las

protefnas   se   rea[iz6   por   tinci6n   con   azul   de   Coomassie   R-250   (a)   y
autorradiografia    (b).    Carril    1,    fracci6n    sobrenadante;    carril    2,    fracci6n
sedimentada.   La  flecha  indica   la  posici6n  donde  migra  el   polip6ptido   RL-
18or8/GT. M, marcadores de peso molecular (A, 66000;  8, 45000;  C, 36000;  D,
29000; E, 24000; F, 20100 y G,14200).
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tubulinas  y  s6lo  presenta  un  55  %  de  similitud  con  ellas,  de  acuerdo  con  lo

informado por Mena y col. (1995), resultados originales que fueron confirmados

con  posterioridad  por  Doolittle  (Keeling  y  Doolittle,  1996).  En  la  figura  16  se

muestran los resultados de la solubilidad del producto de expresi6n. Se observa

una serie de bandas radiactivas donde se destaca una en la fracci6n soluble y

al menos tres en  e]  sedimento.  La  inespecificidad  de  la  marcaci6n se explica,

porque no se us6 rifampicina para inhibir las RNA polimerasas end6genas.  Se

observa,  ademas,  en  el  carril  2  de  la figura  16  que  la  proteina  recombinante

glutati6n transferasa"-tubulina `de ameba,  cuyo  peso  molecular te6rico  es de

71000,  se sobreproduce  en forma  insoluble  de  igual  forma  que  lo  observado

con la a-tubulina de queratocito humano (resultados mostrados en la figura 9,

carriles  1  y 2) y B-tubulina  de  I  brLicei.T. clonada en  E.  co/i. (Wu y Yarbrough,

1987),  sugiriendo  que  esta  propiedad  es  comdn  a  la  tubulina  de  diversas

especies.

/n#uenc/.a  de  /a  cepa  bacfen.ana.  Como  ya  se  mencion6  en  la  lntroducci6n,

existe controversia respecto  la participaci6n de algunas proternas bacterianas

en  la  formaci6n  de  los  CI.  Por  ejemplo,  se  habfa  descrito  que  las  proteinas

porinas   Ompc   y   OprpF   asi   como   la   proteina   estructural    OmpA   eran

componentes  de  los  CI.   Para  verificar  este  punto,  se  decidi6  expresar  los

polip6ptidos C-terminal en una cepa carente de las proteinas mencionadas.  Se

trabaj6 con los polip6ptidos de mayor tamafio pertenecientes a or-y 0-tubulina.
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F]GURA 16.  Determinaci6n de ]a so[ubilidad de Ch-tubulina de Enfamoeba
fr/.sfo/yfi.ca sobreproducida en E.  coli.  La fracci6n  soluble  e  insoluble  de  or-
tubulina de ameba clonada en el vector de expresi6n  PGEX y sobreproducida
en   E.   co//.   BL21(DE3)   se   determin6   mediante   SDS-PAGE   en   geles   de

poliacrilamida al  10 0/o T (Schagger y von Jagow,1987),  como se describi6 en
Materiales   y   M6todos.   La   visualizaci6n   de   las   protefnas   se   realiz6   por
autorradiografia.  Carri[ 1, fracci6n sobrenadante;  carri[ 2, fracci6n sedimentada.
La flecha  indica  la  posici6n  donde  migra  la  protefna  de fusi6n  entre  glutati6n
transferasa  y  la  Ch-tubulina  de  ameba.  M,  marcadores  de  peso  molecular  (A,
66000; 8, 45000; C, 36000; D, 29000; E, 24000;  F, 20100 y G,14200).
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Los plasmidios que los codifican fueron transformados en  las diferentes cepas

de E. co//. que se describieron en Materiales y M6todos.

Los   polip6ptidos   RL-18or8  y  RL-81812   se   sobreprodujeron   en  forma

insoluble  en  todas  las  cepas  ensayadas,   de  manera  independiente  de   la

presencia o ausencia de las proternas bacterianas mencionadas. Cabs recordar

que la cepa de E. co/r.  UH302 es una cepa mutante, que no produce las porinas

Ompc y OmpF ni la proteina.OmpA (Cole y col.,1982).  Por lo tanto,  Ia hip6tesis

que  supone  la  participaci6n  de  las  mencionadas  proteinas  bacterianas  en  la

formaci6n de Cl con los polipeptidos estudiados perdi`6 consistencia.

Cf.n6fr-ca de rormac/.6n de /os C/.  Con el prop6sito de aumentar el conocimiento

sobre  el   mecanismo   de  formaci6n   de   los   CI,   se  decidi6   realizar  algunos

experimentos  que  mostraran  la  cin6tica  de  formaci6n  de  dichos  agregados

insolubles. Se trabaj6 Icon el polipeptido RL60P8, sobreproducido en la cepa de

E.  co/i.  K38,  pues  el  sistema  de  dos  plasmidios  (ver  Materiales  y  M6todos)

permitia  un  mejor control  de]  nivel  basal  del  po[ip6ptido  sintetjzado.  EI  disefio
I

experimental  fue  el  siguiente:  EI  cultivo  se  hizo  en  medio  LB  a  30  °C  hasta

alcanzar una densidad 6ptica de 100 UK, se transfiri6 a medio M9 y.se incub6

por  40  minutos.  Este  cultivo  se  indujo  a  42  °C  durante  20  minutos  para  la

expresi6n del plasmidio PRL-60P8 y se incub6 a 30 °C  hasta 8  horas despu6s

de  la  inducci6n,  para  permitir la  sobreproducci6n  del  polip6ptido.  Se  tomaron

muestras  del  cultivo  a  1`,  4 y 8  hora.s  despu6s  de  la  inducci6n,  las  cuales  se
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trataron de la siguiente manera. A cada muestra se le agreg6 rifampicina y se

continu6  Ia  incubaci6n  por  20  minutes,  se  dio  un  pulso  radiactivo  con  35S-

metionina durante  10 minutos y se determin6  la  solubilidad  del  polip6ptido  por

el  m6todo  estandar.  A continuaci6n  se  presenta  un  esquema  que  resume  el

experimento:

Cultivo:

L830°C             M930  oC           Shocka   42oC              30oC

I      100UK        I.,     40min          I           20mlnuto§        I         incubaci6nhasta8horas

(toma de muestra a 1, 4 y 8 horas despu6s de la inducoi6n)

Muestra:

Rifampicina 35S-metionina             Determinaci6n de la solubilidad

I                    20 minutes                   I                         10 minutos                    I

Los resultados de este experimento se muestran en la figura  17.  Puede

observarse que durante los primeros estadios de la expresi6n (tiempo cero),  la

proporci6n  de  polip6ptido  insoluble  (indicado por  la flecha  en  la figura  17)  es

levemente  mayor que  la fracci6n  soluble  (carriles  1  y  2  en  la  figura  17).  Sin
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F[GURA  17.  Determinaci6n  de  ]a  solubilidad  de[  polipeptido  RL-60P8  a
diversos tiempos despu6s de la inducci6n. Las c6Iulas de E. co//. K-38/pGP1-
2  que  contienen  el  plasmidio  PRL-60P8  se  indujeron  para  la  expresi6n  del

polip6ptido  durante  30  minutos  y  se  incubaron  hasta  8  horas  despu6s  de  la
inducci6n,   para  permitir  la  sobre,producci6n  del  polipeptido.   Fracciones  del
cultivo  obtenidas  a  distintos  tiempos  se  marcaron  con  35S-metionina  durante
10 minutos y se determin6 la proporci6n de polipeptido soluble e insoluble (ver
Materiales y M6todos).  Las fracciones  soluble  e  insoluble del  polipeptido  RL-
60P8 se. determinaron mediante SDSIPAGE en geles de poliacrilamida al `10 %
T   (Schagger   y   von    Ja-gow,    1987).    Las    proteTnas   se   visua[izaron    por
autorradiografra.   Carriles  impares,  fraccj6n  soluble;   carriles  pares,  fracci6n
insoluble.  Carriles  1  y 2,  tiempo cero;  carriles 3 y 4,  5 y 6,  7 y 8,  tiempo  una,
cuatro y ocho horas despu6s de la inducci6n, respectivamente. La flecha indica
la posici6n donde migra el polip6ptido RLfiop8.
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embargo,   despu6s   de   una   hora   de   producida   la   inducci6n,   la   diferencia

aumenta,  pues se obtiene aproximadamente 30 % de proteina soluble y 70  %

de  proteina   insoluble.   Sorprendentemente,   luego   de  transcurridas   8   horas

despu6s  de  la  inducci6n  (carriles  7  y  8)  la  fracci6n  insoluble  disminuye  a

valores  similares  a  lo  observado  en  los  primeros  estadios  de  la  experiencia.

Estos resultados apoyan la hip6tesis que la formaci6n de los Cl esta favorecida

por un aumento de la concentraci6n intracelular de la proteina recombinante.

La  permanencia  del  polip6ptido  RL-60P8  en  los  Cl  se  muestra  en  la

figura 18. En este caso, se dio un pulso radiactivo al inicio del experimento y se

detect6 el po[ipeptido marcado a diferentes tiempos despues de la marcaci6n.

Se esperaba que  la marca  incorporada en  los CI  se mantuviese constante,  Io

que  indicarra  que  los  CI  son  estables,  pues  el  polip6ptido  no  se  pierde.  Sin

embargo,  se  observ6  que  el  polip6ptido  marcado  pfacticamente  desaparecia

luego  de  transcurridas  4  horas  desde  su  inducci6n  (carriles  5  y  6).  Por  otra

parte,  se  observ6  que  el  polipeptido  RL€OP8  sufrfa  degradaci6n,  Io  que  se

demuestra  por  la  aparici6n  de  bandas  radiactivas  de  menor  peso  molecular

(carriles  3  y  4).  Estos  r;sultados  indican  que  los  polip6ptidos  de  la  tubulina

podrian  ser inestables y estar siendo  degradados  proteoliticamente  en  el  Cl,

pero no podemos descartar que aunque los Cl sean estables haya recambio de

los polip6ptidos.

Efecto de detergentes sobre la estabilidad de los Cl. En el proceso de rupfura
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F[GURA 1.8.  Estabi]idad del po]ip6ptido RL60C`8 en ]os C]. Las celu]as de E,
co/t.  K-38/pGP1-2  que  contienen  el  plasmidio  PRL-60P8  se  indujeron  para  la
expresi6n del  polipeptido durante 30 minutos y se incubaron otros 30 minutos

paffai`  perm.is`ir   ]'a.  s.obr.e`prod.uo'cj6-n   del   pel`ip`6p.tide   R!L+6®,`B8.    La§\  ,e,e!l,'u`[as   s_e

ma`rcaron 'con  3-5`SJrfetii®`n`i-n.ah duran.te  1`0  minu`t®s ,y se tomaron  muestFas la `]os

tieinpos  indicados,   papa  determinar  [a  proporci,6.n  de  polip,eptidro  s,.9`I,uple  e
in'solub'le    (ver   Materi.`ales   y   M6t®d®s).    'Las    mu.estras   se   separa`ron    por

electroforesis   en.   ge[es   d.e   p®liacri'lamida-S'DS,   usando   geles   all   10   %   T

(Schagger    y    von    J`agow,     1987).    .Las    'proteinas    se    visua'Iizaron    por
autorradiografia.   Carri]es  impares,  fracci6n  so[ub[e;   carriles   pares,  fracci6n
insoluble.  Carriles  1  y 2,  tiempo cero;  carriles 3 y 4,  5 y 6,  7 y 8,  tiempo una,
cuatro y ocho horas despu6s de la inducci6n, respectivamente. La flecha indica
la posici6n donde migra el polip6ptido RL60P8.
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celular se usan detergentes, pues rompen las membranas bacterianas. Por esta

raz6n, se estudi6 el efecto de los detergentes mss comdnmente usados sobre

la estabilidad de  los CI.  La estabilidad del  polip6ptido  RL-18Ch8 no se modific6

frente a lauril sarcosinato  1,5 %,  desoxicolato 2  % y Triton X-100 2% como se

muestra  en  la  figura  19.  En  la  fracci6n  sedimentada  se  observa  que  los  Cl

fueron  estables   y que a  lo  menos  dos  proteinas  de  peso  molecular 27000  y

34000 siempre acompafiaron en la misma cantidad al polip6ptido recombinante

(indicado   por   la  flecha).   Una  tercera   proteina   que   tambi6n   acompafi6   al

polip6ptido  RL-18er8,  de  peso  molecular  levemente  inferior,  fue  parcialmente

soluble con Trit6n X-100.

En  la  figura  20  se  muestra  la  separaci6n  de  las  protefnas  que  se

recuperan  en  [a fracci6n  soluble  del  tratamiento  de  los  C[  del  polipeptido  RL-

18Ch8  con  SDS,  a  concentraciones  2  %,  1   %,  0,5  %  y  0,1   0/o  (carriles  1  al  4,

respectivamente).   Puede observarse que el tratamiento de  los CI  con SDS  a

concentraciones  iguales  o  mayores  que  0,5  %  solubilizan  al  polip6ptido  RL7

18Ch8 (indicado por la `flecha en  la figura 20),  en tanto que   SDS  0,1  %  s6Io  lo

disuelve parcialmente.  Las proteinas que acompafian  a  los  CI,  descritas  en  la

figura   19,   presentan   un   comportamiento  similar  al   del   polip6ptido   RL-18or8

frente a SDS,  pues se solubilizan con SDS  1  o 2 %.  Sin embargo,  a 0,5 % de

SDS  Ia  proterna de peso  molecular 34000  tiene  un  comportamiento  diferente,

pues se solubiliza muy poco en comparaci6n con el polip6ptido de la tubulina y

las otras protefnas acompafiantes. La proterna de peso molecular 27000, en
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FIGURA    19.    Tratamiento    de    los    CI    del    polipeptido    RL-18or8    con
detergentes.   Los   CI   obtenidos   por   ruptura   celular   mediante   ciclos   de
congelamiento/ descongelamiento en E.  co/i. UH302 (carriles 7 y 8) se trataron
con lauril sarcosinato 1,5 % (carriles 1  y 2), desoxicolato de sodio 2 % (carriles
3 y 4 ) y Triton X-100 2 % (carriles 5 y 6), en la forma descrita en Materiales y
M6todos. Las muestras se separaron por SDS-PAGE en geles de poliacrilamida
al 10 %T (Laemmli,1970). Las protefnas se visualizaron por ti.nci6n con azul de

Coomassie R-250.  Carriles impares, fracci6n insoluble;  carriles pares,  fracci6n
soluble.  La  flecha  indica  la  posicj6n  donde  migra  el  polip6ptido  RL-18Ci8.  M,
marcadores  de  peso  molecular  (A,  66000;  a,  45000;  C,  36000;  D,  29000;  E,
24000 y F, 20100).
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FIGU.FIA 20.  Tratamiento de `[os C.I de[ polip6p.tido .RL-18er8 con djferentes
c®.neent'raci®n.e.s  de`  TS®``S.   L®s.  'CI,  ®btenidos  en  'E.   c®/+i  UH8'02  'por  fiuptupa

celular  mediante  ciclo`s  de  c®nge\[.a_miento/desc®n`ge]amiento,  se  trataron .Con

varias  con@entraeiones  de  SD§.  Las, muestras  se  separaron  por  SESJPAG\E,
usantdo  g-e`le`s  al  1`0  '°/o  T .'(`'Laemm'li,   1t970).  1La§  'p`rotofnas  se  visualizaron  por

tinci6n  c`on  azul  de  Coomass,ie  R-2,50.  Carriles  1   al  4,  fracci6n  s®lub]e  de]
tratamiento. con 2,  1],  0,+5 y 0,1  %  de  S`DS,  respectivamente;  carril  5,  fracci6n
insoluble del tratamiento con 0,5 0/o de SDS.  La flecha indica la posici6n donde
migra el polip6ptido RL-18ci8.  M,  marcadores de peso molecular (A, 66000;  8,
45000; C, 36000; D, 29000; E, 24000).
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tanto,     presenta    un    comportamiento    casi     id6ntico    al     del     polip6ptido

recombinante.

lnfluencia de la temperatura de inducc.16n sobre la solubilidad del polip5ptido RL-

60pe.   La  temperatura  a  la  cual  se  induce  la  expresi6n  de  los  plasmidios

recombinantes  en  E.   co/f.  ha  demostrado  ser  importante  en  algunos  casos

especificos.  Por esto,  se decidi6 estudiar el efecto de este parametro sobre la

solubilidad del polip6ptido RL60P8 que,  como se mencion6 antes,  es en parte

sobreproducido  en  forma  soluble  al   igual   que  el   polipeptido   RL-52Ch3.   Las

figuras  21a  (tinci6n  con  azul  de  Coomassie  R-250)  y  21b  (autorradiograffa)

muestran la separaci6n electrofofetica de las fracciones soluble e insoluble del

polip6ptido  sobreproducido  a  15  °C  (carriles  1  y  2)  y  a  30°C  (carriles  3  y 4).

Puede observarse que la solubilidad del polip6ptido RLi50P8 fue independiente

de  la temperatura a  la cual  se  indujo su  expresi6n  (carriles 2 y 4 en  la figura

21b).  La flecha en la figura muestra la posici6n donde migra el  polip6ptido,  de

acuerdo a su peso molecular. En la autorradiografia (figura 21 b) se observa que

las  celulas  inducidas  a  15  °C  (carriles  1  y 2)  presentan  una  mayor  marca  en

comparaci6n  con  las  celulas  inducidas  a  30 °C  (carriles  3  y 4).  Sin  embargo,

esta mayor marca no se traduce en mayor cantidad de proteinas,  pues el  gel

SDS-PAGE  tefiido  con  azul  de  Coomassie  R-250  (figura  21a)  muestra  que

todos los carriles tienen .cantidades similares de proteinas.
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FIGURA  21.   Determinaci6n   de   la  solubilidad   del   polipeptido   RL60B8
sobreproducido  a  baja  temperatura.   La  fracci6n  soluble  e  insoluble  del

polip6ptido RL€OP8 sobreproducido a  15 °C o 30 °C  en E.  co//. BL21(DE3) se
determin6 mediante SDS-PAGE en geles de poliacrilamida al 10 % T (Schagger

y   von   Jagow,    1987),   como   se   describi6   en   Materiales   y   Metodos.   La
visualizaci6n de las proteinas se realiz6 por tinci6n con azul de Coomassie R-
250 (a) y autorradiografia (b).  Carriles  1  y 2,  expresi6n a  15 °C;  carriles 3 y 4,
expresi6n a 30 °C. Carriles 1  y 3, fracci6n sobrenadante; carriles 2 y 4, fracci6n
sedimentada.  La flecha indica la posici6n donde migra el polip6ptido RLi50P8.

M, marcadores de peso molecular (A, 66000; a, 45000; C, 36000;  D, 29000;  E,
24000; F, 20100 y G,14200).
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.Efecto  de   las   condiciones   de   ruptura   celular   sobre   la   solubilidad   de   los

po//.p6pfr.dos  RL-6048  y  RL-3346.   De   acuerdo   con   la   hip6tesis   planteada

originalmente,   los  polip6ptidos  de  la  tubulina  se  estarian  agregando  en  el

citoplasma bacteriano,.  Por lo tanto,  Ias condiciones  de ruptura celular que  se

empleen para recuperarlos a partir de la suspensi6n bacteriana, podrfan afectar

su solubilidad.

Usando   como   modelo   experimental   el   polip6ptido   RL-60B8   que   se

sobreproduce  parcialmente  soluble,   se  ensayaron   diversas  condiciones  de

ruptura  celular  para  su  recuperaci6n.  Interesaba  encontrar  alguna  condici6n

que permitiese desplazar el  equilibrio .hacia  la forma soluble.  Como control  se

us6  el  polip6ptido  RL-33P6,   el  cual  se  sobreproduce  practicamente  100  %

soluble. En la figura 22 se muestra el efecto que tiene el empleo de detergentes

apolares sobre el estado, soluble o insoluble, en que se recupera el polip6ptido

RLrsop8. Puede observarse que con Nonidet P40 (carriles 1  y 2 en las figuras

22a y  b)  o  Trit6n  X-100  (carriles  3  y 4  en  las figuras  22a  y  b)  el  polip6ptido

recombinante    se   recuper6    insoluble.    Confirmando    la    inf[uencia    de    los

detergentes apolares sobre el  aumento de  la  insolubilidad  del  polipeptido  RL-

60P8.  EI  polip6ptido  soluble  RL-3386  obtenido  por  ciclos  de  congelamiento/

descongelamiento  tambi6n  se  recuper6  en  mayor  proporci6n  en  la  fracci6n

insoluble cuando se us6 para la ruptura celular Trit6n X-100 (carriles 3 y 4 en

las figuras 23a y b) o Nonidet P40 (carriles 5 y 6 en las figuras 23a y b).  Por lo

tanto, Nonidet P40 y Triton X-100 favorecen la agregaci6n. Por esta raz6n, el
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FIGURA  22.  Determinaci6n  de  la solubi]idad  del  polip6ptido  RL-60P8  en

presencia  de  detergentes  no  i6nicos  usados  en  e!  proceso  de  rupture
celuilar.  La fracci6n soluble e insoluble del polip6ptido RLnoop8 sobreproducido

en E. co/f. BL21 (DE3) se determin6 por SDS-PAGE en geles de poliacrilamida al
10  %  T  (Schagger  y  von  Jagow,  1987),  como  se  describi6  en  Materiales  y
M6todos.  La visualizaci6n  de  las  proternas  se  realiz6  por tinci6n  con  azul  de
Coomassie  R-250  (a)  y autorradiografra  (b).  La  ruptura  celular se  realiz6  por
tres m6todos diferentes.  Carriles 1  y 2, ruptura con Nonidet P40 1 %; carriles 3

y 4,  ruptura celular con Triton X-100 2 %;  carriles 5 y 6,  ruptura celular celular
por 4  ciclos  de  congelamiento/  descongelamiento.  Carriles  impares,  fracci6n
soluble;  carriles  pares,  fracci6n  insoluble.  La  f]echa  indica  la  posici6n  donde
migra el polip6ptido RL€OP8.  M,  marcadores de peso molecular (A,  66000;  8,
45000; C, 36000; D, 29000; E, 24000; F, 20100 y G,14200).
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F]GURA 23.  Efecto  del  uso  de  detergentes  no  i6nicos  en  e]  proceso  de
ruptura  celular sobre  la  solubilidad  del  polip6ptido  RL-33P6.  La  fracci6n
soluble   e   insoluble   del   polip6ptido    RL-3386   sobreproducido   en   E.    co//.

BL21(DE3) se determin6 por SDS-PAGE en geles de poliacrilamida al  10  % T

(Schagger y von Jagow,1987), como se describi6 en Materiales y M6todos.  La
visualizaci6n de las proternas se realiz6 por tinci6n con azul de Coomassie R-
250  (a)  y  autorradiografia  (b).  La  ruptura  celular se  realiz6  por tres  m6todos
diferentes.   Carriles   1   y  2,   ruptura  celular  por  4   ciclos   de   congelamiento/
descongelamiento; carriles 3 y 4,  ruptura celular con Triton X-100 2 %; carriles
5 y 67  ruptura ce]ular con  Nonidet Pul401°/o.  Carri]es  impares, fracci6n soluble;

carriles  pares,  fracci6n  insoluble.  La flecha  indica  la  posici6n  donde  migra  el

polip6ptido RL-33P6. M, marcadores de peso molecular (A, 66000; 8, 45000; C,
36000; D, 29000; E, 24000; F, 20100 y G,14200).
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m6todo de ruptura utilizado fue congelamiento/descongelamiento.  Se  observ6,

ademas,  que el efecto de los detergentes se revirti6 cuando  la ruptura celular

se hizo con c6lulas resuspendi.das en el mismo medio mas Nac[ 1  M (Tabla 4),

indicando  que   la  polaridad  del   medio  tiene  una  fuerte   influencia   sobre   la

solubilidad de aquellos polip6ptidos altamente polares.

TABLA 4.  Efecto de las  condiciones de  lisis sobre  la solubilidad  de  los

polip6ptidos RL-33P6 y RL€OP8 sobreproducidos en E. co/7. BL21(DE3).

proteina soluble (%)

Procedimiento de lisis RL-33 6                   RL€0

Triton X-1 00

Triton X-100 + Nacl 1 M

cong./descong.a

cong./descong. + Nacl 1 M

a:   4   ciclos   de   congelamiento   en   nitr6geno   lfquido   y  descongelamiento   a

temperatura ambiente.

Considerando   que   el   polip6ptido   RL€OP8   contiene   2   residuos   de

cisteina y se expresa parcialmente soluble, en tanto que e[ polipeptido RL-33P6

no contiene residuos de cisterna y se expresa soluble,  fue razonable suponer
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que  las  cisteinas  podrian  estar  afectando  la  so[ubilidad  del  polipeptido  RL-

6008.  Por lo tanto,  se  incluy6  BME  en  el  amortiguador usado  para  la  ruptura

celular.  De  este  modo  se  pretendia  evitar  que  las  condiciones  oxidantes  del

medio  favorecieran  la  formaci6n  de  puentes  disulfuro,  Io  que    desplazaria  el

equilibrio hacia la agregaci6n favoreciendo el estado  insoluble.  Los  resultados

observados indican que la presencia de OME en el media de ruptura celular no

afecta la solubilidad del polip6ptido RL60P8 (Gonzalez y col.,  1996).

Influencia  de  la  concentraci6n  de  prcteinas  y otros  componentes  bacterianos

sobre   la   solubilidad   del   polip5ptido   RL-60pe.   Para  comprobar   sti  la  baiia

solubilidad   observada   con   el   polip6ptido   RL-6008   se   deb fa   a   la   elevada

concentraci6n  de  proteinas     y  de  otros  componentes  bacterianos  que  se

producen durante el proceso de ruptura celular, se procedi6 a,realizar la ruptura

usando suspensiones bacterianas con distinta concentraci6n de c6lulas.  En las

figuras  24a  y  b  se  presentan  los  resultados  de  los  experimentos  de  ruptura

celular  cuando  se  emplean    suspensiones  concentradas  entre  2  y  20  veces

respecto  del   cultivo   inicial.   Al   comparar  la   intensidad   del   par  de   bandas,

fracciones  soluble  e  insoluble,  para  cada  concentraci6n  de  bacterias  usadas

(por ejemplo,  carriles  1  y 2  con  carriles  3  y 4),  s6lo  se  observa  un  aumento

proporcional de las intensidades de las bandas con la concentraci6n de c6lulas.

Las  bandas  correspondientes  al  polip6ptido  siguen  el  mismo  comportamiento.

Este resultado indica que la concentraci6n de proteinas y otros componentes
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FIGURA 24.  Efecto  de  la  concentraci6n  de  c6Iulas  bacterianas  sobre  la
solubilidad  del   polip6ptido   RLnoop8.   La  fracci6n   soluble   e   insoluble  del

polip6ptido  RL-60P8  sobreproducido  en  E.  co//.  BL21(DE3)  se  determin6  por
SDS-PAGE  en  geles  de  poliacrilamida  al  10  %  T  (Schagger  y  von  Jagow,
1987),   como  se  describi6  en  Materiales  y  M6todos.   Se  emplearon  varias
densidades de c6lulas en la suspensi6n bacteriana,  Ias que se obtuvieron por
diluci6n de la suspensi6n bacteriana mss concentrada (20x) previo a la ruptura
celular. Las proteinas se visualizaron por tinci6n con azul de Coomassie R-250

(a) y por autorradiografia (b).  Carriles impares, fracci6n soluble;  carriles pares,
fracci6n insoluble. Carriles 1 y 2, concentraci6n 2x; carri]es 3 y 4, concentraci6n
4x; carriles 5 y 6, concetraci6n 10x;   carriles 7 y 8, concentraci6n 20x. La flecha
indica la posici6n donde migra el polip6ptido RLfiop8.

101
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celulares   no   afectan   la   solubilidad   del   polip6ptido   RLnooB8   en   el   rango

analizado. EI elevado nt]mero de protefnas  que se marc6 en forma inespecifica

en este experimento (figura 24b) se debe a que las bacterias se incubaron s6lo

30 minutos en lugar de una hora (tiempo habitual) con la rifampicina, que inhibe

las RNA polimerasas end6genas sin afectar a la RNA polimerasa T7.

Coexpresi6n  de  polip5ptidos  C-terminal   y  chaperoninas   GroELJGroES.  De

acuerdo con  los antecedentes  bibliogfaficos  disponibles,  era posible   suponer

que   la   masiva  producci6n   de  proteinas  fofaneas   en   E.   co/I.  podria   estar

disminuyendo  la  capacidad  de  asistencia  de  las  chaperonas  moleculares  al

plegamiento de las proteinas intracelulares y ser 6sta,  por lo tanto,  una causa

de  la  agregaci6n  observada  en  los  polipeptidos  derivados  de  la  tubulina.  Por

ello,  se  decigi6  coexpresar  las  chaperoninas  GroEL/GroES  y  los  polip6ptidos

derivados de la tubulina.

En  primer lugar,  se transform6  el  plasmidio  pOF39K,  que  codifica  para

las   chaperoninas   GroEL   y   GroES,    en   la   cepa   de   E.    co//.   BL21(DE3),

verificandose  que  la  cepa  transformada  sobreprodujera  ambas  chaperoninas.

Posteriormente,   la  cepa  bacteriana,  que  contenfa  el  plasmidio  pOF39K,   se

transform6 con cada uno de los plasmidios recombinantes de los polip6ptidos y

se  investig6  Ia  solubilidad  de  6stos.   Se  trabaj6  con  todos   los  polip6ptidos

construidos, para descartar un efecto derivado del tamafio y la secuencia de los

polip6ptidos  sobre  las  chaperoninas,  que  pudiese  ser  la  consecuencia  de  la



103

p6rdida  probable  de  los  sitios  de  interacci6n  entre  los  polip6ptidos  de  menor

tamafio y las chaperoninas.  En este experimento,  los polip6ptidos parcialmente

solubles  son  los  mas  interesantes  de  considerar,  pues  permiten  cuantificar

mejor  el  efecto  de  las  chaperoninas  sobre  la  solubilidad  de  6stos.  Por  otra

parte,  el  polip6ptido  que  se  expresa  completamente  soluble  sirve  de  control

para verificar que no se estan  produciendo  agregados  insolubles  debido  a  la

sobreproducci6n  de  chaperoninas,   Los  resultados  de  este  experimento  se

muestran en  las figuras 25 a,  b,  c y d.  La flecha en  la figura  muestra el  lugar

donde  migra  la  chaperonina  GroEL,  de  acuerdo  con  su  peso  molecular.  La

chaperonina  GroES  no se  observa  en  el  gel,  pues  co-migra  con  la  banda  de

lisozima (banda mss gruesa en todos los carriles). Puede observarse que todos

los polip6ptidos conservaromsu solubilidad en presencia de  las chaperoninas,

mientras que  las chaperoninas  permanecieron  siempre  en  la fracci6n  soluble.

La cuantificaci6n de la marca en ambas fracciones confirm6 que la presencia de

chaperoninas  no  modificaba  la solubilidad  de  los  polip6ptidos  derivados  de  la

tubulina  (Tabla  5),  excepto  por  un  leve  aumento  de  la fracci6n  insoluble  del

polip6ptido RL-52or3.

La ausencia de efecto de GroELy GroES fue independiente del orden en

que se transformaron los plasmidios que codifican para las chaperoninas y para

los  polip6ptidos  (datos  no  mostrados).  Este  resultado  sugiere  que,  i.n  vivo,  Ia

agregaci6n  de  los  polip6ptidos  derivados  de  la  tubulina  no  parece  ser  la

consecuencia de una carencia de chaperoninas.
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FIGURA  25.  Determinaci6n  del  efecto  de  la  expresi6n  de  chaperoninas
GroEL/GroES  sobre  [a  so]ubi[idad   de  los   polip6ptidos   C-terminal.   La
fracci6n soluble e  insoluble de  los  polip6ptidos sobreproducidos  en  una  cepa
de   E.   co//.   BL21(DE3)   que   expresa   las   chaperoninas   GroEL/GroES   se
determinaron   mediante   SDS-PAGE  en  geles   de  poliacrilamida   al   10   0/o   T

(Laemmli,1970),  como se describi6 en Materiales y M6todos.  La visualizaci6n
de las proteinas se realiz6 por tinci6n  con azul  de Coomassie R-250 (a y c) y

por autorradiografia  (b y d).  En  a y b:  carriles  1  y 2,  RL-52or3  ;  carriles 3 y 4,
RL-11Ch2;  carriles 5 y 6,  RL-18or8.  En c y d:  carriles 1  y 2,  RL-3386;  carriles 3 y

4,  RL-60B8; carriles 5 y 6,  RL-38P4; carriles 7 y 8,  RL-81P12.  Carriles impares,
fracci6n   sobrenadante;   carriles   pares,   fracci6n   sedimentada.   Las   flechas
muestran  la  posici6n  donde  migra  la  chaperonina  GroEL.  M,  marcadores  de

peso molecular (A, 66000;  8, 45000;  C, 36000;  D, 29000;  E, 24000;  F, 20100 y
G,14200).
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TABLA 5. Efecto de la co€xpresi6n de chaperoninas GroEL/GroES sobre

la     solubilidad     de     los     polip6ptidos     C-terminal     de     la     tubulina

sobreproducidos en E. co//-BL21(DE3).

sin chaperoninas                           con chaperoninas
Polip6ptido             soluble (%)       insoluble (%)        soluble (°/o)       insoluble(%)

RL18or8
RL-1 1 or2
RL-52Ch3

RL-81P12
RL-38f}4
RL€OP8
RL-33P6

Se sabra que las chaperoninas GroEL/GroES  asiste,n al  plegamiento de

proteinas cuando 6stas tienen cierto grado de estructuraci6n y que su actividad

se manifiesta en  una etapa del  plegamiento posterior a  la asistencia dada por

las   chaperonas   DnaK/DnaJ,   las  cuales  se  unen   a   los   polip6ptidos   en   el

momento  que  estan  siendo  traducidos.   Por  ello,   se  intent6  co-expresar  un

plasmidio que codifica para DnaK/DnaJ  con  los plasmidios recombinantes que

codifican para los polip6ptidos C-terminal.  Esto no fue posible, pues siempre se

perdi6 uno de los plasmidios al subcultivar las cepas co-transformadas.

El analisis de los resultados presentados,  en su conj.unto,  indica que los

Cl  de polip6ptidos C-terminal  de la tubulina se producen dentro de la c6lula y

su formaci6n depende del tamafio y secuencia de los polip6ptidos mss bien que
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de un aumento inespecifico de la concentraci6n de proteinas intracelulares. Su

formaci6n   y   solubilidad   no   se   deberia   a   una   carencia   de   chaperoninas

GroEL/GroES.  La estabilidad de los polip6ptidos en los Cl es baja,  pues sufren

degradaci6n despu6s de transcurrida 1  hora desde su formaci6n.

Caracteristicas funcionales y estructurales de los polip6ptidos C-terminal

sobreproducidos en E. coli.

Con   el    prop6sito   de   caracterizar   los   polip6ptidos   de   la   tubulina

sobreproducidos  en  E.  co//.,  se  analizaron  algunos  aspectos  estructurales  y

funcionales de ellos utilizando como control la tubulina purificada de cerebro de

pollo.

Sitios de  uni6n  para calcio en  los  polip5ptidos de  la tubulina.  Se setoe  que la

tubulina  tiene  sitios  de  uni6n  para  metales;   entre  ellos,   para  el   i6n  calcio

(Monasterio y col.,1995).  La determinaci6n del ntimero de sitios de uni6n para

este  metal  y  su   localizaci6n  en  la  molecula  de  tubulina  ha  sido  tema  de

controversia y adn no existe consenso respecto de este punto.  El disponer de

una familia de polipeptidos derivados de la misma isoespecie de la tubulina que

difieren s6Io en su tamafio,  pero que todos contienen  la regi6n putativa donde

se   unirra   el   calcio,   permite   aportar   valiosa   informaci6n   para   dilucidar   la
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localizaci6n del sitio de union de calcio a tubulina.  6Se une a or-tubulina o a P-

tubulina?.

Los  poljpeptidos  C-terminal  de  la  P-tubulina  estudiados  en  esta  Tesis,

tienen la secuencia nucle6tidica de la isoespecie cP2 de a-tubulina de cerebro

de pollo.  La uni6n de calcio a esta proteina no ha sido determinada.  Por este
I)

motivo  se  investig6  Ia  uni6n  de  calcio  a  tubulina  de  cerebro  de  pollo.  Este

estudio tambien  permitiria di]ucidar el  problema del  ndmero  de  sitios  de  uni6n

para  calcio   en   la  tubulina.   La  figura  26   muestra   que   la   uni6n   sigue   un

comportamiento   lineal  en   un  gfafico  de   Scatchard,   indicando  que  no  hay

cooperatividad.  El analisis de estos resultados muestra la presencia de un sitio

de uni6n para el metal con una constante de afinidad de 29 uM.  Los resultados

de uni6n de calcio a los polip6ptidos RL-52G3 y RL-33-86 purificados mostraron

que no unran calcio (C. Aranda, A. L6pez,  R. Lagos y 0. Monasterio, resultados

no publicados).

En  vista  que  los  polip6ptidos  mas  grandes  no  han  sido  purificados,  se

us6  un  m6todo  indirecto  para  visualizar  la  uni6n  de  calcio  en  muestras  no

purificadas,  que  se  separan  en  geles  de  poliacrilamida.  Utilizando  el  reactivo

Stains  all,  que  detecta  la  presencia  de  motivos  de  uni6n  de  i6n  calcio  por  la

coloraci6n azul que presenta la proteina (Campbell y col.,1983),  se comprob6

que  los  polip6ptidos  sobreproducidos  presentan  un  comportamiento  similar al

observado  con  la tubulina  purificada desde su fuente  de  origen  natural.  En  la

figura 27 se muestran los resultados de estos experimentos, para clones repre-
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FIGURA 26. Grafico de Scatchard para la uni6n de calcio al heterodimero
de   tubulina   de   cerebro   de   pollo.   EI   heterodfmero   libre   de   agregados
sedimentables     por    ultracentrifugaci6n     (Soto,     1993),     se     equilibr6     en
amortiguador  PIPES   50   mM,   pH  6,8,   y  se   purific6   de   los   agregados   no
sedimentables  por  cromatograffa  en  una  columna  de  Sephacryl  S300  (ver
Materiales y M6todos).  EI  ensayo  de  uni6n  se  realiz6  mediante el  sistema  de
micropartici6n   MPS-1   (AMICON)   con   un   volumen   de  500   Hl   de   muestra,
utilizando una membrana YMT de limite de exclusi6n 30 kDa.  Los resultados de
la  uni6n  del   metal  se  analizaron   usando  el   programa  Sigmaplot  5.0.   KD,
constante de disociaci6n del complejo calcio-heterodimero de tubulina; n, moles
de calcio unido por mol de heterodimero. El coeficiente de regresi6n lineal r fue
de 0,96.



FIGURA 27.  Detecci6n de motivos de uni6n de calcio en los polip6ptidos
RL-11oc2    y    RL-38P4.    Los    polip6ptidos    C-terminal    RL-11or2    y    RL-38P4

sobreproducidos en E. oo/i. BL21(DE3) se separaron  por SDS-PAGE en geles
de poliacrilamida al  10 % T (Laemmli,1970).  Las proteinas se visualizaron por
tinci6n  con  Stains  all,  para  determinar  la  presencia  de  motivos  de  uni6n  de
calcio  (ver  Materiales  y  Metodos).  Carril  1,  marcadores  de  peso  molecular;
carril  2,  tubulina  de  cerebro  de  pollo purificada;  carril  3,  polip6ptido  RL-11or2;
carril 4, polip6ptido RL-38P4.  Las flechas muestran la posici6n donde migran la

P-tubulina y el   polip6ptido RL-3884,  respectivamente.  M,  marcadores de peso
molecular (A, 94000; a, 67000; C, 43000; D, 30000).
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sentativos de or-y B-tubulina.  Se observa que la or-tubulina (carril 2. en  la figura

27, banda superior) present6 una coloraci6n rojiza con el reactivo; mientras que

la P-tubulina (carril 2 en la figura 27, banda inferior) se tifi6 de color azul,  Io que

sugiere la posibilidad de la presencia de uno o mas sitios de uni6n de calcio en

la P-tubulina.  Del  mismo modo,  el  polipeptido perteneciente a cutubulina  (carril

3  en  la figura  27,  banda  de  mayor  intensidad)  se  mostr6  con  una  coloraci6n

rojiza y e] polip6ptido Perteneciente a P-tubulina, una coloraci6n azul (carril 4 en

la   figura   27,   indicado   por   la   flecha).   Los   resultados   obtenidos   con   los

polip6ptidos C-terminal confirman la presencia de motivos de uni6n de calcio en

P-tubu.Iina.

La  coloraci6n  azul  en  sus  diferentes  intensidades,   asociada  con   la

presencia de motivos de uni6n  de calcio  en  la proteina,  ha sido cuestionada,

pues se ha encontrado que un alto contenido de residuos acidosJ(glutamico y

aspartico)  interfieren  en  la formaci6n  del  color (Campbell  y col.,  1983).  Por  lo

tanto,  se  intent6 verjficar [a presencia de sitios d6  uni6n  para  calcio  mediante

un m6todo directo descrito por Serrano y col. (1986). Con este prop6sito se hizo

una electroforesis (SDS-PAGE) de los polip6ptidos sobreproducidos en E. co//. y

del heterodimero de tubulina purificado de cerebro de pollo.  Las bandas del gel

fueron transferidas a nitrocelulosa e incubadas con una soluci6n que contenfa

calcio radiactivo (ver Materiales y M6todos).  Los resultados obtenidos muestran

que   s6Io   la   tubulina   fue   capaz   de   captar   calcio   en    las   condiciones

experimentales empleadas. EI i6n se uni6 tanto a ct-tubulina como a a-tubulina
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FIGURA 28. Uni6n de calcio a tubulina de cerebro de pollo.  El heterodfmero
de  tubulina  purificado  desde  cerebro  de  pollo  se  separ6  por  SDS-PAGE,
usando geles de poliacrilamida al  10  % T (Laemmli,1970).  Una vez finalizada

la electroforesis,  las proternas se transfirieron a nitrocelulosa por Western blot

y se  proces6  para  estudiar la  uni6n  de calcio,  usando 44Ca  (ver  Materiales  y
Metodos).  La visualizaci6n de la uni6n de calcio radiactivo se realjz6 mediante
autorradiografia.  Las  flechas  muestran  la  p6sici6n  donde  migran  ci-  (banda
superior) y P-tubulina (banda inferior).
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(figura 28),  Io que estaria indicando la presencia de sitios de uni6n para calcio

en or-y P-tubulina.  Contrariamente a lo esperado,  Ios poljp6ptidos C-terminal no

fueron capaces  de unir calcio  bajo  las  mismas condiciones  experimentales,  lo

que podria indicar que no poseen el sitio de uni6n para el i6n o que se requiere

de  las  modificaciones  postraduccionales  presentes  en  la  tubulina  nativa  para

que  se  produzca  la   uni6n.   Sin   embargo,   estudios   paralelos   a   esta  Tesis

realizados con la tubulina purificada desde eritrocitos de pollo, mostraron que la

protefna completa y los  peptjdos. C-terminal,  derivados  de ella  por tratamiento

con  subtilisina,  un fan  calcio  (0.  Monasterio,  R.  Lagos  y  A.  L6pez,  datos  no

publicados).  Esta tubulina se asemeja` mss a  los polip6ptidos sobreproducidos

en  E.   co/r.,   pues   no   se  encuentra  poliglutamilada,   la  cual   es   una  de   las

modificaciones   post   traduccionales   de   la   tubulina   de   cerebro   de   pollo

(Monasterio y col.,1995).  Por otro  lado,  los  ensayos  de  uni6n  de  calcio  a  los

polip6ptidos  recombinantes  RL-52Ch3  y  RL-3386   purificados,   hechos  en   un

trabajo  paralelo  a  esta  tesis  (C.  Aranda,   R.  Lagos,  O.Monasterio,  datos  no

publicados),  dieron  resultados  negativos  para  la  uni6n  de  calcio,  confirmando

los hallazgos observados mediante Western blot.

Secuencia  aminoacidica  y  estructura  de  algunos  polip5ptidos  C-terminal.  I:os

dos polip6ptidos de menor tamafio de or- y P-tubulina fueron enviados a Espafia

para  su  secuenciaci6n  (Laboratorio  del  Dr.  J.M.  Andreu,  CSIC,  Espafia).  La

secuencia informada corresponde exactamente a la secuencia publicada   para
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los e*remos C-terminal de Ch- y a-tubulina (datos no publicados).  Los estudios

de  estructura  secundaria  mediante  dicroismo  circular  mostraron  que  ambos

polip6ptidos estaban muy poco estructurados en soluci6n,  presentando menos

de un 5 % de or-helice. Sin embargo,  el empleo de trif[uor-etano[ al 60 % como

solvente  o  la  disminuci6n  del  pH  a  2  produjo  un  aumento  del  porcentaje  de

estructura or-h6Iice a  un 20  %  para  el  polip6ptido  RL-52Ch3  y a  un  30  %  en  el

polip6ptido    RL-33P6    (Evangelio,     1995).     Por    lo    tanto,     los    polip6ptidos

subclonados y expresados en E.  co//. tienen el  potencial  de adquirir estructura

secundaria en  soluci6n.  La estructura de estos  polip6ptidos  recombinantes  se

obtuvo  por  NMR  bidimensional  (M.A.  Jim6nez,   R.   Lagos,   J.M.  Andreu  y  0.

Monasterio, manuscrito en preparaci6n).



DISCUSION

Los resultados presentados en esta Tesis muestran que Ch-y P-tubulina

y los polip6ptidos  C-terminal  RL-18or8,  RL-11or2,  RL-52ex3,  RL-81P12,  RL-38P4

y    RLnoop8,    sobreproducidos    en    E.    co/i.,    forman    agregados    insolubles

intracelulares (Cl) cuya formaci6n depende de las condiciones de inducci6n del

cu]tivo  y  de  las  caracteristicas fisico-quimicas  de  la  proteina  sobreproducida.

Tambi6n  influyen  en  la  solubilidad  con  que  se  recuperan  los  polip6ptidos  C-

terminal  las  condiciones  del  medio  de  ruptura  celular.  Se  demostr6  que  la

formaci6n de Cl responde en forma inversa a la concentraci6n intracelular de la

protefna   que   se   sobreproduce.   Asi,   cuanto   menor   es   su   concentraci6n

intracelular mayor es la probabilidad de recuperarla soluble.  En relaci6n con las

propiedades de la proteina, se demostr6 que la solubilidad depende de la carga

y es independiente de su tamafio.  Con respecto a las condiciones de ruptura,

se  demostr6  que  la  polaridad  del  medio  de  ruptura  celular  influye  sobre  la

solubilidad de la proteina sobreproducida.

Tambien se observ6 que,  a diferencia de otras proteinas,  la solubilidad

de los polipeptidos C-terminal de or-y P-tubulina sobreproducidos en E.  co//. no

se  afecta  por  la  temperatura  a  [a  cual  se  rea[iza  la  expresi6n,  ni  por  la  co-

expresi6n de jos polip6ptidos de tubulina con  las chaperoninas  GroEL/GroES.

114
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Tampoco    influyen   en   su   solubilidad    la   cepa    Pacteriana    utilizada    para

sobreproducir  los  polip6ptidos  ni   el  vector  de  expresi6n  en  el   cual   estan

subclonados  los  CDNA  que  los  codifican.  Todos  los  CI  de  los  polip6ptidos  C-

terminal son estables frente a detergentes apolares, tales como Trit6n X-100 o

Nonidet P40, y se §olubilizan con detergentes polares,  como por ej.emplo SDS,

o con un agente caotr6pico como clorhidrato de guanidina.

EI  clonamiento  y  expresi6n  de  or-  como  P-tubulina  muestra  que  estas

proteinas se recuperan en forma insoluble cuando se sobreproducen en E. co/i..,

lo  que  confirma  los  resultados  de  Wu  y  Yarbrough,   (1987)  y  Yaffe  y  col.,

(1988b).  Por otra  parte,  Ia  traducci6n  /.n  w.fro  permite  obtener or  y  P-tubulina

solubles (Yaffe y col.,1988a).  En consecuencia,  cabe preguntarse 6Por qu6 la

solubilidad  de  una  misma  proteina  depende  del  sistema  de  expresi6n  que  se

emplea?  La  formaci6n  de  agregados  proteicos  insolubles  en  el  citoplasma

bacteriano puede deberse a factores que dependen del sistema de expresi6n,

de   la  protefna  que  se  esta  expresando  per  se  o   bien,   de   la   estrategia

experimental  usada  para  recuperarla  a  partir  del  cultivo  bacteriano  que  la

produce. Por ejemplo, cuando se emplea traducci6n /.n w.fro la concentraci6n de

proteinas obtenida no supera los 4 pug/ml  (Yaffe y col.,  1988),  en tanto que en

bacterias,   la  concentraci6n  generalmente  es  superior  a   1   mg/ml   (Marston,

1986). Es decir, existen numerosos factores que pueden estar influyendo sobre

el estado,  soluble o insoluble,  con que se recuperan  las proteinas clonadas y

expresadas en bacterias.  Por lo tanto,  para abordar este tipo de problema fue
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necesario realizar un estudio sistematico en  que se consideraron  la  influencia

de   estos   factores   tanto   por   separado   como   en   su   conjunto.   Por   esto

discutiremos   secuencialmente   los   resultados   obtenidos   en   relaci6n   a   las

condiciones de ruptura celular,   formaci6n de Cl  y solubilidad  del  producto de

expresi6n.

ConcJf-ci.ones  de  rL/pfura  ce/4;/ar.  La  polaridad  del  medio  donde  se  realiza  la

ruptura celular influye sobre la so]ubi]idad que presentan  las proternas que se

recuperan  desde  E.  Go//..  Tal  es  el  caso  del  polip6ptido  RL-33P6,  el  cual  se

recup,era insoluble si se emplean detergentes apolares para la ruptura celular;

pero  se obtiene en forma soluble  cuando  se  utilizan  ciclos  de  congelamiento/

descongelamiento  (Gonzalez  y  col.,   1996).   La  supresi6n  del  efecto  de  los

detergentes apolares cuando se adiciona NacI  1 M al medio de ruptura celular,

confirma que la formaci6n de agregados insolubles del polip6ptido RL-33P6 se

debe   a   una   disminuci6n   de   la   polaridad   del   medio   causada   por   estos

detergentes.   Resultados  similares  fueron  informados  por  Dunderdale  y  col.

(1994), quienes observaron, empfricamente, que se requerfa de la presencia de

NacI  1  M en el medio para evitar que la resolvasa RuvC expresada en E.  co//.

precipitara durante la ruptura celular que se realizaba en presencia de Trit6n X-

100. La baja polaridad del medio en estos casos podria favorecer la interacci6n

de  las  protefnas  sobreproducidas  con  protefnas  bacterianas  que  se  liberan

durante  el  proceso  de  ruptura  celular,  como  ha  sido  observado  por  Darby  y
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Creighton (1990) para los CI del   inhibidor de tripsina de pancreas bovino.  Se

debe recordar que el polip6ptido RL-33P6 es altamente cargado,  pues contiene

32,8 %  de residuos  de aminoacidos  acidos y 5,2  %  de  residuos aminoacidos

basicos,   lo  cual  permitirra  su  interacci6n  electrosfatica  con  proteinas  de  la

•   bacteria.

Se puede concluir que el uso de detergentes en el amortiguador donde

se  rompen   las  c6lulas  bacterianas  que  sobreproducen   proteinas  clonadas

influye sobre la solubilidad de la macromol6cula que se recupera desde E. co/i..

Formacr.6n de C/. Existe controversia con respecto al sitio donde se producirian

los agregados  insolubles,  por lo tanto, fue  importante preguntarse  cD6nde se

forman  los  CI?,  Gen  el  citoplasma  bacteriano  o  extracelularmente,  durante  el

proceso  de  ruptura  celular?  La  morfologia  y  contenido  celular  analizados  a

trav6s  de  microscopia  muestran  la  presencia  de  Cl  en  todas  las  cepas  que

sobreproducen   or- y a-tubulina o polip6ptidos  C-terminal,  excepto en  aquellas

cepas  que  sobreproducen  el  polip6ptido  soluble  RL-33P6  o  que  contienen  el

vector  de expresi6n pT7-7. Estos hallazgos difieren de lo descrito por Frankel y

col. (1991 ), quienes observaron por microscopia electr6nica agregados opacos,

denominados por ellos CI, tanto en las c6lulas que sobreproducen una proteina

insoluble  como  en  aquellas  c6Iulas  que  expresan  la  proteina  soluble.   Esto

t

demuestra que la presencia de estos agre6ados en  la c6Iula bacteriana no es

un  criterio  para  determinar  la  solubilidad  o  insolubilidad  de  una  determinada
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proteina sobreproducida en E.  co//..  La ausencia de agregados si es un criterio

de  solubilidad,  pues  al  sobreproducir  el  polip6ptido  RL-3386  no  se  observan

agregados y el producto es soluble.

Si la formaci6n de CI  de polip6ptidos  C-terminal  ocurre en .el  citoplasma

bacteriano como consecuencia de su elevada concentraci6n, Ios factores que la

disminuyan, como por ejemplo una menor transcripci6n o una menor traducci6n,

deberian   favorecer   la   obtenci6n   de   los   polip6ptidos   en   forma   soluble.

Alternativamente, si los CI se producen durante el proceso de ruptura celular,  Ia

concentraci6n  de   los   polip6ptidos   en   el   citoplasma   bacteriano   no   deberia

afectar su solubilidad.

Se sabe que la expresi6n de algunas protefnas a temperaturas iguales o

superiores a 37 °C produce la formaci6n de CI en E.  co/i. y que esto no ocurre

cuando  la expresi6n  se  realiza  a temperaturas  menores  o  iguales  a  30°C.  El

mismo efecto se obtiene al incubar la proteina soluble, purificada, con extractos

de E. oo/i. crecidos a 37 °C o 30°C, respectivamente (Schein y Noteborn,1988).

Este  efecto  puede explicarse  suponiendo  que  a  37  ac  se  producen  factores

bacterianos   que   promueven   la   formaci6n   de   agregados   o   bien,   que   a

temperaturas iguales o superiores a 37 °C Se produce desnaturalizaci6n t6rmica

de la proteina (Schein,1989). Alternativamente, se puede suponer que a bajas

temperaturas hay una transcripci6n y traducci6n reducida.

La  solubilidad  del  polip6ptido  RL€OP8  no  se  modific6  al  expresar  el

plasmidio  que  lo  codifica  a  15  °C.  Esto  significa  que  en  nuestro  modelo  la
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transcripci6n  sigue  siendo  elevada  a  esta  temperatura.  `Por  [o  tanto,   para

confirmar nuestra suposici6n que una menor expresi6n favorece la obtenci6n de

polipeptido soluble,  se realiz6 el estudio de la cinetica de formaci6n de los CI.

Se suponia que en los primeros estadios de la inducci6n g6nica la cantidad de

mRNA deberia ser baja y, por lo tanto, se tendrra una baja cantidad de proteina

traducida,.  que  favoreceria  su  recuperaci6n  en  forma  soluble.  Los  resultados

confirmaron   la   hip6tesis,   pues   la  fracoi6n   de   polip6ptido   RL60P`8   soluble

aument6 en los primeros .instantes posteriores a la inducci6n.

Tambien  se  observ6  un  aumento  en  la fracci6n  soluble  del  polip6ptido

RH50P8 luego de transcurridas 4 horas desde la inducci6n  de las c6lulas,  en

presencia  de  rifampicina.  En  estas  condiciones  [a  sintesis  de[  polipeptido  es

baja,  Io  cual  apoya  la  hip6tesis  que  una  menor  concentraci6n  intracelular  de

proteinas evita la formaci6n de Cl. La disminuci6n de la sintesis de proteinas se

puede   deber   a   una   disminuci6n   de   la   concentraci6n   de   mRNA   como

consecuencia de la ausencia del  estimulo inductor para  la transcripci6n o a  la

probable  degradaci6n  de  los  mRNA  existentes.  Ademas,   se  sabe  que  las

c6lulas de E. co//. pierden sus ribosomas despu6s de 4 horas de inducidas para

sobreproducir  proteinas  clonadas  (Dong  y  col.,   1995),   lo  cual  nos   permite

suponer que en nuestro sistema se produjo una disminuci6n del  contenido de

ribosomas, con la consecuente disminuci6n de la traducci6n del polip6ptido RL-

6088. La baja concentraci6n del polip6ptido permitirra su correcto plegamiento y

la obtenci6n de una mayor cantidad en la fracci6n soluble,  en comparaci6n con
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el  rendimiento que se obtiene cuando la transcripci6n y la traducci6n estan en

su maxima capacidad.

Los  resultados  discutidos  hasta  aqui,  en  su  conjunto,   indican  que  la

agregaci6n  de  los  polip6ptidos  que  forman  CI  se  produce  intracelularmente,

debido  a  un  aumento  de  su  concetraci6n  en  el  citoplasma  bacteriano,  y  no

durante el proceso de ruptura celular.  Los agregados serian segregados hacia

los polos de las celulas, donde se acumulan.

6Que ocurre con  las  proteinas sobreproducidas  luego  de formados  los

Cl? Ya discutimos la influencia de la velocidad de sintesis y degradaci6n de los

Cl.  Por  lo  tanto,  analizaremos  su  estabilidad  intracelular y  como  influyen  las

condiciones de rompimiento celulary purificaci6n.
'

El hecho que las proteinas incluidas en los CI se encuentren mss bien en

fase  s6Iida  nos  hizo  suponer  que  6stos  serian  estables frente  a  la  actividad

proteolitica celular.  Contrariamente a lo supuesto,  los resultados indican que el

polip6ptido RLfioB8 se degrada en los Cl o en una forma soluble producto del

intercambio entre el polip6ptido que se encuentra en los CI y su forma soluble.

Si  bien  la  prote6Iisis  del  polip6ptidQ podrfa ocurrir en  la fase soluble,  durante

cualquiera   de   los   estadios   del   plegamiento,   o   cuando   el   polip6ptido   se

encuentra formando CI, los resultados presentados sugieren que 6sta ocurre en

los CI,  pues la purificaci6n de los Cl no elimina la prote6Iisis. Asf,  Ios productos

de degradaci6n que se observan en la fracci6n soluble del polp6ptido RH50P8

en el experimento de estabilidad de los CI podrfan provenir de la prote6lisis de



121

los CI. Sin embargo, en un trabajo paralelo a esta Tesis, se observ6 que existia

una actividad proteolitica asociada al polip6ptido  RL-52or3,  la cual  se activaba

en   la  fase   soluble   y  s6lo   despu6s   que   el   polip6ptido   era   purificado   por

cromatografia  en  una  columna  de  DEAE-celulosa  (C.  G6mez,  R.  Lagos  y  0.

Monasterio,  datos no  publicados).  La proteasa parece ser especifica  para  los

polipeptidos C-terminal de la tubulina y corta la cadena polipeptidica cuando la

secuencia es Ala-Phe.   Esta secuencia de aminoacidos tambi5n se encuentra

presente  en  los  polip6ptidos  C-terminal  de  a-tubulina  que  forman  Cl  y  cuyo

`peso   molecular  es  superior  a   10000.   Por  lo  tanto,   si   existe   un   equilibrio

intracelular  entre el Cl y la forma soluble, 6sta altima puede sufrir degradaci6n

enzimatica.  Resultados  similares  se  nan  encontrado  pare  la  creatina  quinasa

que  se- recupera  a  partir  de  los  Cl  en  E.  co//.,  pues  durante  el  proceso  de

desnaturalizaci6n y renaturalizaci6n de la proteina se activa una proteasa   que

promueve la obtenci6n de la creatina quinasa inactiva (Babbit y col., 1990).

En general,  la informaci6n sobre actividades proteoliticas asociadas con

los  Cl  es  escasa,  aunque  su  detecci6n  es  importante,  pues  puede  ser  una

complicaci6n   para   la   obtenci6n   de   algunas   proteinas   recombinantes   en

bacterias.  Para el caso particular de las tubulinas y sus po[ip6ptidos C-terminal

sobreproducidos,   es  fundamental  emplear  inhibidores  de  proteasas  en   los

amortiguadores que se utilizan y no s6lo en el amortiguador de lisis inicial,`para

evitar la proteolisis durante su purificaci6n.

Los resultados mostrados en esta Tesis indican que los Cl son estables
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frente   a   detergentes   apolares,   pero   pueden   solubilizarse   con   SDS.   La

solubilizaci6n es diferencial con  respecto a algunas protefnas que acompafian

a[  polipeptido  C-terminal  sobreproducido,   lo  que  indica  que  los  C]   no  son

homog6neos  en  su  composici6n  y  que  a.Igunas  proteinas  contaminantes  se

incorporan a los Cl  una vez que estan formados,  confirmando  lo sefialado por

algunosautorespar;otrasproteinas(Hartycol.,1990).

Por dltimo es interesante discutir acerca del criterio de solubilidad de los

CI   que   hemos   empleado.   Como   se   dijo   anteriormente,   Ia   presencia   de

agregados   intracelulares   no   permite   predecir   la   solubilidad   del   producto

expresado.  Por esto,  fue  necesario  analizar con  mss  detalle  las  c6lulas  que

sobreproducian    los    polipeptidos    expresados.    Con    este    fin,    se    utiliz6
1

microscopfa  de  epifluorescencia,  pues  la  coloraci6n  de  las  c6lulas  con  esta

t6cnica  se  relaciona  con  su  estado  metab6Iico.  Los  resultados  indican  que

todas las c6lulas que forman  CI  tienen un estado metab6Iico distinto al  de las

c6lulas que sobreproducen las proteinas en forma soluble,  pues su coloraci6n

es  diferente.  La  coloraci6n  naranja  de  las  c6lulas  que  forman  CI  de  or-  y  P-

tubulina   y   de   polip6ptidos    C-terminal    indica    que   dichas   c6Iulas   estan

metab6licamente activas;  la coloraci6n verde de las c6Iulas que sobreproducen

el    polipeptido    soluble    RL-33P6,     por    el    contrario,     indica    que    estan

metab6licamente   poco   activas   (MCFeters   y   col.,    1991).   Por   lo   tanto,    la

consecuencia  inmediata de  la formaci6n de  los  Cl  puede  ser la  recuperaci6n

metab6Iica de la c6Iula  bacteriana,  a trav6s de  la   recuperaci6n  parcial  de su



123

homeostasis, debido a que el producto expresado es parte de otra fase (s6lida)

en  el  citoplasma  bacteriano.  Aquellas  c6lulas  que  sobreproducen  la  proteina
\

soluble  (por  ejemplo,  el  polip6ptido  RL-33P6)  pueden  caer  en  un  estado  de

inhibici6n  de  su  crecimiento   por  interacci6n   inespecrfica  de   [os   productos

expresados con los componentes de la c6lula.  Esto puede llevar, por ejemplo, a

una  p6rdida  de  los  ribosomas  (Dong  y  col.,   1995;   Kurland  y  Dong,   1996),

situaciones en la cuales el metabolismo es mrnimo.

El  hecho  que  las  c6lulas  que  sobreproducen  polip6ptidos  con  distinto

estado  de  solubilidad  adquieran  diferente  coloraci6n  cuando  se  observan  por

epifluorescencia permite disponer de un nuevo m6todo,  no descrito antes,  para

conocer la solubilidad de una determinada protefna sobreproducida en E.  co/f..

Esta metodologia es 'mucho mss rapida (se requieren aproximadamente 10 min.

para completar el procedimiento) y da mayor seguridad  para el  usuario que el

empleo de radioctividad, utilizada habitualmente con este prop6sito.

So/ub/.//.dad de /os producfos expresados.  Si  la agre`gaci6n  de  los  polip6ptidos

que  forman  Cl  se  produce  intracelularmente,   debido  a  un  aumento  de  su

concetraci6n  en  el  citoplasma  bacteriano,  y no durante  el  proceso  de  ruptura

celular, al inhibir la agregaci6n intracelular deberra producirse un aumento en la

solubilidad.   Por  esta  raz6n,   probamos  el  efecto  de  la  co-expresi6n  de  las

chaperoninas    GroEL/GroES,    que    podrian    ser    limitantes    por    su    baja

concentraci6n   en   la   c6Iula,   pues   se   sabe   que   estas   proteinas   evitan   la
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agregaci6n  al  permitir el  plegamiento  correcto  de  la  proteina  sobreproducida.

Nuestros resultados indican que la formaci6n de Cl  de polipeptidos C-terminal

de   Ch-   y   P-tubulina   no   parece   ser   la   consecuencia   de   una   carencia   de

chaperoninas  GroEL/GroES,   porque  la  sobreproducci6n  de  estas  proteinas

solubles  no  modific6  Ia  solubilidad  de  los  polip6ptidos.   Por  lo  tanto,   la  alta

concentraci6n  local  de  los  polip6ptidos  que se  produce durante  su traducci6n

masiva,   favorece   la   interacci6n   entre   ellos   e   impide,   de   este   modo,   la

interacci6n  con  GroEL/GroES.  Asi,  Ia  elevada  concentraci6n  temporal  de  los

polip6ptidos C-terminal serfa la responsable de la formaci6n de los agregados.

Esta afirmaci6n se sustenta en que f.n v/.fro la tubulina desnaturalizada,  a bajas

concentraciones,  se  asocia  a  GroEL  cuando  esta  chaperonina  se  encuentra

presente en el amortiguador de replegamiento (Phadtare y col.,1994). En dicho

estudio,  el complejo tubuliha-GroEL se retuvo en una columna de afinidad que

tenia inmovilizados anticuerpos anti  chaperonina GroEL y la tubulina se  liber6

del complei.o al agregar GroES y ATP a la columna.

Se   sabe   que,   i.n   vivo,   la   secuencia   natural   de   asistencia   para   el

plegamiento  de  protefnas  requiere  primero  de  las  chaperonas  DnaK/DnaJ  y

luego,   de  las  chaperoninas   GroEL/GroES   (Hartl  y  col.,   1994).   Este  hecho

permiti6  a  BIum  y  col.,  (1992)  evitar  la  formaci6n  de  Cl  de  la  hormona  del

crecimiento  humano  sobreproducida  en  E.  co//. al  coexpresar  las  chaperonas

DnaK/DnaJ.   Por  lo  tanto,   la  carencia  de  efecto  de  la  co-expresi6n  de  los

polip6ptidos con' las chaperoninas GroEL/GroES se puede explicar por la falta
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de  chaperonas  DnaK/DnaJ,  pues  en  ausencia  de  estas  chaperonas,  a  altas

concentraciones del polip6ptido,  la agregaci6n estaria favorecida con respecto

a la interacci6n proteina-chaperonina GroEL.

La co-expresi6n de las chaperonas DnaK/DnaJ no se pudo realizar, pues

invariablemente  se  perdi6  el  plasmidio  que  codifica  para  las  chaperonas  o

aqu6I  que  codifica  para  el  polip6ptido,  a  pesar que  este  dltimo  plasmidio  se

modific6 por la introducci6n de un gen que codifica resistencia a kanamicina (L.

Barros y R.  Lagos,  resultados no publicados).  Para sobrellevar este problema,

se us6 el sistema de doble plasmidio que se induce por estfes t6rmico,  pues el

aumento de temperatura tambien induce la expresi6n de DnaK/DnaJ. Bajo estas

condiciones no se produjo un aumento de la fracci6n soluble de los polip6ptidos

C-terminal  ensayados.  De  acuerdo  con  el  analisis  anterior,  se  puede  concluir

que   la  formaci6n  de   CI   de   polip6ptidos   C-terminal   de  or-  y   0-tubulina   es

independiente de la presencia de chaperoninas GroEL/GroES o de chaperonas

DnaK/DnaJ en E. co//., bajo nuestras condiciones de ensayo.

En el esquema que se presenta a continuaci6n se resume lo que se ha

discutido antes con respecto a la formaci6n de Cl de polip6ptidos C-terminal de

la tubulina en E. co//.:

chaperonas

(DnaKroriaJ/GrpE)

prole [na traditcida

cli ape roninas (GroEL/GroES)

interned.wios de

plegamiento (solubles)
protelna plegada (soluble)

prcteJna  en Cl (insoluble)
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De  acuerdo  con  la  secuencia  de  eventos  mostrada  en  el  esquema,

podemos  concluir  que  los  polip6ptidos  expresados  seran   insolubles  si   las

contantes  k4  y k2 son  mucho  mayores  que  las  constantes  inversas  k.1  y  k.2,  y

viceversa.  En  el  caso  de  aquellos  polip6ptidos  que  se  expresan  parcialmente

solubles,  las contantes k] y k2 pueden ser mayores,  iguales o menores que las

constantes inversas k.1 y k.2.

La formaci6n de  los  Cl  con  los polip6ptidos  de tubulina  se deberia  a  la

ausencia en E. co/f. de los factores que participan en su plegamiento en la c6Iula

eucarionte,  Ios cuales ademas son exclusivos para esta proteina.  La secuencia

de eventos para el plegamiento de P-tubulina en reticulocitos de conejo, tomada

del trabajo del grupo de Cowan (Tian y col.,1996), se muestra a continuaci6n:

FD FE P

Fc

1
=i pN+  orN I  orNPN
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Donde, lQB es un intermediario de plegamiento, proveniente de la chaperona c-

cpn, que inicia la secuencia de eventos de interacci6n con los factores F hasta

interactuar con el mon6mero de cutubulina.

De acuerdo a la hip6tesis de Anfinsen (1973), toda la informaci6n para el

plegamiento correcto de una proteina reside en su secuencia. Por lo tanto, toda

proteina  deberia plegarse en  su forma  correcta  si  se  encuentra  en  equilibrio

entre la forma desnaturalizada y nativa. Sin embargo, se ha visto que la cin6tica

de plegamiento es fundamental,  pues se producen  intermediarios que pueden

desviar el  plegamiento  hacia  conformaciones  no funcionales y con  capacidad

de agregarse. La formaci6n de agregados serfa dependiente del tamafio y de la

secuencia  de  la  protefna  (Creighton,  1992).  Por  esto,  nos  pareci6  necesario

conocer  otros  factores  propios  de  los  polip6ptidos  C-terminal  que  pueden

contribuir en la formaci6n de los Cl.  Con este prop6sito,  se analizaron algunos

pafametros   fisico-qufmicos    que    tendrian    la    misma    influencia    sobre    la

agregaci6n  de  protefnas,  de  acuerdo  a  lo  descrito  por  Wilkinson  y  Harrison

(1991).   Sin   embargo,   nuestros   resultados   mostraron   que   la   carga   neta

promedio,    en   especial   cargas   negativas,    se   correlaciona   mej.or   con   la

solubilidad  de  los  polip6ptidos  sobreproducidos  en  E.  co//. que  la  fracci6n  de

residuos formadores de vuelta,  la fracci6n de residuos de cisteina o la fracci6n

de residuos de prolina.  Si  bien este resultado es claro,  su  interpretaci6n debe

ser cuidadosa,  pues otros investigadores han observado que la composici6n y

secuencia de aminoacidos es mas importante que la carga neta promedio.  Por
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ejemplo, Izard y col. (1995) encontraron que la sustituci6n del triptofano 140 por

fenilalanina, en el extremo C-terminal de la proterna, aumenta la forma insoluble

de  la  colicina A sobreproducida  en  E.  co//. de  un  20  %  a  un  50  %.  Con  esta

sustituci6n  la  carga  neta  promedio  continda  siendo  la  misma  y  s6lo  se  ha

reemplazado  un  aminoacido  hidrof6bico  por  otro  ,de  similares  caracterfsticas.

Por  lo  tanto,  en  este  caso  la  presencia  de  un  aminoacido  en  una  posici6n

especrfica resulta ser mas importante que la carga, pues al sustituir los residuos

de triptofanos 86 o  130  par feni|alanina no  se  observa  ningdn  efecto  sobre  la

solubilidad  de  la  colicina  A  (80%  soluble).  Por  otra  parte,  la  sustituci6n  del

triptofano 140 por lisina conduce a la agregaci6n casi total de la colicina A (96%

insoluble); pero una segunda mutaci6n de la lisina 113 por fenilalanina restituye

la  solubilidad  de  la  proteina  recombinante  a  niveles  cercanos  a  los  de  la

proteina  nativa  (83  %  soluble),  indicando  que  el  triptofano  140  y  la  lisina  113

son importantes para el plegamiento correcto de la colicina A.

Los  resultados  anteriores  nos  permiten  concluir  que  la  presencia  de

chaperonas   bacterianas   no   tiene   influencia   sobre   la   solubilidad   de   los

polip6ptidos  sobreproducidos.  La  solubilidad  depende  mayoritariamente  de  la

carga neta de la proteina y en especial de la presencia de cargas negativas.

Funcionalidad de los productos de expresi6n. De acuerdo a uno de los criiter.ios

de dominio de una proterna este debiera ser una regi6n de la cadena peptidica

que se pliega de manera independiente del resto de la protefna y conserva sus
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propiedades en forma aislada  (Creighton,  1992).  Los  polip6ptidos  expresados

fueron  disefiados  de  acuerdo  a  los  dominios  que  existirian  en  la  tubulina,

definidos   por   cortes   de   enzimas   proteoliticas,    como   se   explic6   en    la

introddrcci6n (de Pereda,1996).  Por esto,  si el polip6ptido expresado forma un

dominio   o   m6dulo   en   la   tubulina,   6ste   debiera   conservar   su   funci6n   al

replegarse.  EI subclonamiento y expresi6n  en E.  co//- de fragmentos del  CDNA

de   or- y  P-tubulina  nos  permiti6  obtener solo  un  polipeptido  soluble  de  la  P-

tubulina y uno parcialmente soluble de cutubulina.  Estos polip6ptidos resultaron

apropiados para estudiar su funci6n y definir su condici6n de m6dulo o dominio,

pues   se   estableci6   un   m6todo.  de   purificaci6n   a   homogeneidad   y   se   les

caracteriz6    como    producto    de    expresi6n    (Aranda,    1994).    Estudios    de

resonancia  magnetica  nuclear  bidimensional,   prote6Iisis  parcia[  y  dicroismo

circular,    muestran   que   estos   polipeptidos   C-terminal   tendrian   la   misma

estructura  secundaria  que  poseen  en  el  heterodimero  (Evangelio,  Aranda,

Lagos, Andreu y Monasterio, resultados no publicados).

En el heterodi'mero se han estudiado las caracterfsticas de los extremos

C-terminal de tubulina y se sabe que estos participan en la uni6n de calcio y de

las  proteinas  MAPs   (Weisenberg,   1972;   Serrano  y  col.,   1986;   Mejillano  y

Himes,1991).  Se  ha  determinado  tambi6n  que  estas  interacciones  tienen  un

papel fundamental en la regulaci6n de la formaci6n de los microtdbulos y en su

inestabilidad   dinamica.  (para  revisi6n  ver     Monasterio  y  col.,   1995).   En   el

laboratorio se ha determinado que Ca2+ y Gd2+, inhiben la polimerizaci6n de la
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tubulina   por   inducci6n   de   la   actividad   GTpasica   (Soto   y   col.,   1996).   No

obstante, adn no ha sido posible dilucidar el ndmero de sitios para calcio en el

heterodimero y a cual  tubulina,  or o a,  se  une  (Monasterio y col.,  1995),  pues

estos estudios se han visto complicados por la presencia de varias isoespecies

y   la   imposibilidad   de   obtener   ambos   extremos   C-terminal,   producto   de

prote6lisis parcial del heterodimero, en forma separada.

El uso de los polip6ptidos C-terminal de or- y a-tubulina sobreproducidos

en E.  co//.,  permitieron contribuir a aclarar esta situaci6n,  pues  la presencia de

sitios  de  uni6n  de  calcio  se  detect6  s6Io  en  polip6ptidos  de  la  a-tubulina  por

tinci6n   con   Stains  all,   hecho  que  fue  coincidente  con   la  presencia  de   la

secuencia   aminoacidica   de   consenso   putativa   para   la   uni6n   del   metal

(Sanchez,1992). Esta conclusi6n se vi6 reforzada por resultados no publicados

de nuestro laboratorio (E.  Nova y 0.  Monasterio),  que indican que el i6n calcio

no es capaz de inhibir la actividad GTpasica en el heterodimero oap de tubulina

cuando   se   ha   eliminado   el   extremo   C-terminal   de   B-tubulina   mediante

tratamiento de la proteina con subtilisina.

La uni6n del colorante Stains all,  s6Io a la B-tubulina del hereterodimero

de  cerebro  de  pollo,  confirm6  Ia  especificidad  de  este  reactivo  por  el  motivo

encontrado  para  unir calcio  en  el  p6ptido  P.    Este  resultado  necesariamente

implica la presencia de un solo sitio de uni6n en el heterodfmero.  Por lo tanto,

para comprobar esta  hip6tesis  se  determin6  el  ndmero  de  sitios  de  uni6n  de

calcio en el heterodimero,  dada la enorme contr.oversia respecto al ndmero de
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sitios  de  uni6n  de  alta  afinidad  en  la  tubulina.  Nuestros  resultados  muestran

que se unen  1,25 moles de calcio por mol de heterodimero con  una constante

de afinidad de 29 x 10-6 M-1,  muy de acuerdo con lo encontrado por Mejillano y

Himes   (1991)   para   tubulina   de   cerebro   de   cerdo.   Estos   resultados   son

congruentes  con  la  presencia  de  un  solo  motivo  de  uni6n  de  calcio  de  alta

afinidad en B-tubu]ina.

AI   repetir   los   experimentos   de  Western   blot,   con   calcio   radiactivo,

realizados por Serrano y col. (1986), tambi6n encontramos que tanto or-como P

-tubulina unian calcio, sin embargo, Ios p6ptidos C-terminales no unieron calcio.

Pensamos  que  e§tos  resultados  se  encuentran  alterados  por  un  artefacto

experimental,  producido  por  la  presencia  de  SDS,  pues  las  proteinas  y  los

p6ptidos transferidos a membranas de nitrocelulosa fueron separados en geles

SDS-PAGE.  El  efecto se producirfa,  porque los mon6meros de or- y a-tubulina

contienen  SDS  Io  que  les  confiere  una  elevada  carga  negativa.  Esta  carga

negativa adicional  podria  estar uniendo  calcio  en forma  inespecifica.  Por otra

parte,  Ia falta  de  uni6n  del  metal  en  los  polip6ptidos  C-terminal,  que tambi6n

han  sido  tratados  con  SDS,  puede  explicarse  por  un  menor  contenido  de

detergente debido a su alta carga negativa intrinseca.  En consecuencia,  estos

polip6ptidos tienen disminuida su capacidad de uni6n  inespecifica y,  debido a

su baja afinidad por calcio, no unirfan el cati6n en el Western blot.

Es  interesante  mencionar    que  el  polip6ptido  C-terminal  RL-33P6  uni6

calcio con muy baja afinidad en experimentos de uni6n por filtraci6n  en gel8s.
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Este resultado nos  permite  postular que  las  modificaciones  postraduccionales

que ocurren en el  extremo C-terminal  deberian  estar involucradas  en  la  uni6n

del  cati6n,  pues  calcio  no  se  une  aunque  la  cadena  peptidica  tenga  una

conformaci6n  similar a  la que tiene en  el  heterodfmero.  Ad.emas,  los  estudios

con estos polip6ptidos  han  permitido concluir que existe diferencia entre ellos

por su afinidad a proteinas MAPs.



CONCLUSIONES

1.  La  formaci6n  de  Cl  de  or-y  a-tubulina  y  de  sus  polip6ptidos  C-terminal

sobreproducidos  en  E.  co/i.  depende  en  forma  directa  de  su  carga  neta

negativa promedio y,  en forma inversa, de su concentraci6n  intracelular.

2.  La utilizaci6n de Triton X-100 o Nonidet P40 en el amortiguador de ruptura

celular,  con  concentraciones  normales  de  sales  (100  mM),  disminuye  la

solubilidad de los polipeptidos C-terminal de   er- y a- tubulina.  La adici6n de

Nacl   1   M   en   el   amortiguador  de   ruptura   suprime   el   efecto   de   estos

detergentes.

3.  La  formaci6n  de  Cl  de  polip6ptidos  C-terminal  de  or-  y  P-  tubulina  no  se

modifica  por  la  co-expresi6n  in  vivo  de  los  polip6ptidos  con  chaperoninas

GroEL/GroES,   la   inducci6n   de   chaperonas   moleculares   DnaK/DnaJ,   el

empleo de bajas temperaturas para la expresi6n de los polip6ptidos o el uso

de diferentes cepas bacterianas.
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PROYECCIONES

Los  resultados  presentados  indican  que  es  posible  clonar  y  expresar,  en

forma soluble o parcialmente soluble,  dominios de una  sola  isoespecie de or- o  a-

tubulina en  E.  co//..  Los  polip6ptidos  obtenido:  han  permitido  iniciar estudios  para

dilucidar  el  papel  que  pueden  cumplir  la  Ch-  o  la  Piubulina  en  el  proceso  de

polimerizaci6n  del  heterodimero  oap  en  microtdbulos.   Estos  polip6ptidos  tambi6n

permitifan  establecer  la  localizaci6n  del  sitio  de  uni6n  de  la  mol6cula  de  GTP

intercambiable  a  la  tubulina,   una  vez  que  se  optimicen   los  m6todos  para  su

replegamiento  y  poder  contar  con  preparaciones  purificadas  (Patricio  Rodrfguez,

Tesis de Doctorado).  Por otra parte,  el disponer de una bateria de polip6ptidos de

la tubulina purificados a homogeneidad,  permite proyectar estudios de competencia

t.n  w.vo,  por  microinyecci6n  de  los  polip6ptidos  a  c6lulas  en  cultivo,  Io  que  da fa

informaci6n  sobre el  papel  que puede tener la proteina en  los  diversos  procesos

fisiol6gicos.  Otro aspecto  que  se  puede  abordar es  el  estudio  de  la  influencia  de

algunos aminoacidos en su estructura y funci6n, por mutagenesis sitio dirigida.

En sfntesis,  el clonamiento y expresi6n de una isoespecie de tubulina en E.

co/i. es una contribuci6n importante para el estudio de esta proterna,  pues permitifa

precisar la informaci6n disponible en relaci6n con  la estructura y funci6n de or- y f}-

tubulina.
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