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RESUMEN.

La v-tubulina es una proteina del centrosoma encargada de la nucleacion
de los microtibulos. Interactiia con el heterodimero o/f-tubulina favoreciendo su
polimerizacién. En el citoplasma se encuentra formando parte de complejos de
IMDa llamados y-TuRC, en conjunto con un grupo de proteinas acompaiantes
conocidas como proteinas GRIP. Tanto la y-tubulina como las proteinas GRIP son
muy conservadas entre los organismos eucariontes. Los complejos y-TuRC se ubican
en la matriz pericentrosomal y el aparato de golgi de las células animales e
interactiian con el extremo (-) de los microttibulos durante su nucleacion.

La vy-tubulina presenta una elevada similitud estructural con a y B-tubulina,
sugiriendo que las superficies de interaccién longitudinal y lateral estan conservadas.
En la superficie de interaccidn longitudinal del extremo (-) de o/B-tubulina se
encuentra una regién de la secuencia conocida como “LoopT7”. Se ha visio que esta
regién esta involucrada en el proceso de polimerizacion-¢ hidrélisis de GTP en o/B-
tubulina y en la proteina homologa procarionte FisZ. La hipdtesis de esta tesis
plantea que la regién del “loop” T7 de y-tubulina esta involucrada directamente en la
nucleacién de microttibulos y en la formacién de los complejos y-TuRC.

Existe muy poca informacién sobre los detalles estructurales de las
interacciones que participan en la pucleacion de microtibulos. Esto ultimo es
consecuencia de la inestabilidad estructural intrinseca de las tubulinas, lo cual
dificulta 1a obtencién de protefna recombinante correctamente plegada y funcional
para estudios bioquimicos. En el desarrollo de esta tesis se disefié una metodologia
ad-hok que permite hacer estudios con y-tubulina recombinante. Esta consiste en la
purificacién de protefna de y-tubulina humana producida en bacteria, la que es
marcada con biotina o rodamina y microinyectada en el citoplasma de ovocitos del
pez cebra (Danmio rerio). Dentro del citoplasma del embrién la maquinaria
citoplasmética se encarga de su plegamiento y su funcionalidad. Posteriormente se
analiza mediante microscopia de fluorescencia y por métodos bioquimicos si la
proteina microinyectada es incorpora al centrosoma y a los complejos y-TuRC del

embridn.

Con la finalidad de establecer qué aminoacidos del “loopT7” podrian ser
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relevantes en la interaccién longitudinal de y-tubulina se utilizé la bioinformatica. A
partir de sus resultados se disefiaron dos proteinas mutantes en el “Loop” T7, la y-
tubulina M249E, en la cual se reemplazé un aminoacido hidréfobo por uno cargado y
la y-tublina T7p que posee parte de la secuencia del “loopT7” de B-tubulina. Estas
proteinas se expresaron y purificaron como proteinas recombinantes en £. coli, se
marcaron con una sonda fluorescente o bien con biotina y se microinyectaron en
ovocitos del pez cebra, La localizacion de las proteinas recombinantes en los
centrosomas de los embriones se determind por microscopia de fluorescencia. De la
misma forma se determind la distribucién celular de la y-tubulina enddgena por
inmunofluorescencia, La incorporacién de las proteinas recombinantes en los
complejos y-TuRC nativos en los embriones se determiné mediante fraccionamiento
en gradientes de glicerol, revelando la presencia de la proteina marcada con biotina.
También se determiné el efecto de las mutaciones en el “loop” T7 sobre la
interaccidn de la y-tubulina con la chaperonina CCT.

Los experimentos de incorporacion al y-TuRC demostraron que y-tubulina
humana recombinante es capaz de incorporarse en los centrosomas y en los
complejos y-TuRC de los blastémeros de embriones inyectados. Mediante la misma
metodologia se demostré que las mutaciones puntuales en €l “loop™-T7 alteran la
capacidad de y-tubulina de incorporarse al y-TuRC pero no su capacidad de
interactuar con o/p-tubulina, sugiriendo que las interacciones longitudinales son
importantes para mantener la integridad de los complejos y-TuRC. Por otra parte, los
ensayos de interaccidn con la chaperonina CCT demostraron que las tres proteinas
recombinantes de y-tubulina son capaces de interactuar con ella, sin embargo, las
mntaciones en el “Loop” T7 inducen una disminucién en la interaccién, siendo
mayor el efecto en la mutante M249E, lo que demuestra que la region del “Loop” T7

participa en la interaccion de y-tubulina con la chaperonina CCT.
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ABSTRACT.

y-tubulin is a protein responsible of centrosomal microtubule nucleation, that
interacts with the «/B-tubulin heterodimer to promote its polymerization. Into the
cytoplasm, y-tubulin is found as part of Z2MDa complex called y-TuRC, also with an
accompanying group of proteins known as GRIP proteins. Both, the y-tubulin and the
GRIP proteins are highly conserved among ecukaryotic organisms. y-TuRC
complexes are located in the pericentrosomal matrix and golgi apparatus of animal
cells and interact with the minus end of tubulin to induce microtubule nucleation.

y-tubulin has a high structural similarity with o and B-tubulin, suggesting that
the surfaces of longitudinal and lateral interactions are conserved. Within the
longitudinal interaction area of the minus end of o/f-tubulin is found a sequence
region known as T7 loop. It has been determine that this region is involved in the
polymerization and GTP hydrolysis in «/B-tubulin and in the prokaryotic homolog of
tubulin, FtsZ, The hypothesis of this thesis proposes that this region of y-tubulin is
directly involved in the microtubule nucleation or in the formation of y-TuRC

complexes.

There is liftle information about the structural details of the interactions
involved in microtubule nucleation, due to the intrinsic structural instability of
tubulins, which makes difficult to obtain correctly folded recombinant protein for
functional and biochemical studies. During the development of this thesis an ad-hok
methodology was designed that allowed to make studies with recombinant y-tubulin.
This consisted in the purification of human y-tubulin protein produced in bacteria,
which was labeled with biotin or rhodamine and microinjected into the zebrafish
(Danio rerio) oocytes cytoplasm, where the cytoplasmatic folding machinery was
responsible of its functionality. Subsequently the incorporation of the labeled y-
tubulin into the centrosome and y-TuRC of the embryo was analyzed by fluorescence

microscopy and biochemical methods.

Bioinformatic methods were used in order to determine which amino acids of
the T7 loop could be relevant for the y-tubulin longitudinal interactions. The results
allowed to design two mutants protein in the T7 loop, the M249E y-tubulin mutant

where methionine, a hydrophobic aminoacid was replaced by a charged aminoacid,
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and the T7P y-tubulin, that contains part of the B-tubulin T7 loop sequence. The
proteins was expressed and purified as recombinant proteins in E. coli and then
microinjected into zebrafish embryos. The location of recombinant proteins into the
centrosome was determined by fluorescence microscopy. In the same way we
determined the cellular distribution of endogenous y-tubulin of the zebrafish embryo.
The incorporation of recombinant y-tubulin into the native y-TuRC complexes of the
embryos was determined using glycerol gradient. Fractionation of the embryo
cytoplasm revealed the presence of the protein labeled with biotin in the fraction
corresponing to the y-TuRC density. It was also determined the effect of mutations in
the T7 loop over the interaction of y-tubulin with the CCT chaperonin.

The incorporation experiments showed that the recombinant human y-tubulin
was incorporated into the centrosome and into the y-TuRC complexes of the
blastomeres of the injected embryos. Using the same methodology it was
demonstrated that punctual mutations in the T7 loop alter the ability of the y-tubulin
to incorporate into the y-TuRC complexes but not its ability to interact with o/f-
tubulin, suggesting that the longitudinal interactions are important to maintain the y-
TuRC complex integrity, Moreover, the interaction assays between y-tubulin and the
CCT chaperonin showed that all the three recombinant proteins were able to interact
with it, however, mutations in the T7 loop decreased the interaction, being the most

pronounced effect with the M249E mutant, demonstrating that the region of T7 loop

is involved in the interaction of y-tubulin with the CCT chaperonin.




1. INTRODUCCION.

El citoesqueleto de microtiibulos consiste en un entramado de polimeros
cilindricos de 25 nm de didmetro externo (microtibulo) formados por subunidades de
una proteina conocida como tubulina, Las subunidades de tubulina son en si un
heterodimero de dos proteinas globulares muy cercanamente relacionadas, llamadas
o-tubulina y {-tubulina. Estas tubulinas polimerizan mediante interacciones no
covalentes para formar polimeros lineales (protofilamentos) que a su vez interactiian
lateralmente formando los microtiibulos. Las tubulinas poseen un dominio de union a
GTP, y la hidrélisis de éste se encuentra estrechamente relacionada con el proceso de
polimerizacién (Anders y Botstein, 2001).

La estructura a alta resolucion del heterodimero de o/p-tubulina (Nogales y
col., 1998) y del microtibulo (Nogales y col., 1999; Li y col., 2002) muestra varias
regiones de las tubulinas que podrian ser importantes tanto para la hidrélisis del GTP
como para las interacciones tubulina-tubulina durante la polimerizacién. La similitud
estructural con proteinas relacionadas, como la proteina FitsZ del citoesqueleto
bacteriano (Léwe y Amos, 1998; Oliva y col., 2004}, mostré que muchas de estas
estructuras son conservadas y probablemente fundamentales para la funcién de todas
las proteinas de la familia de las tubulinas. Se ha demostrado experimentalmente la
importancia de algunas de estas regiones en FtsZ, como por ejemplo la participacion
del lécido aspartico 212 de la region del “loopT7” en la catélisis del GTP (Mukherjee
y col., 2001). Se identificaron los posibles residuos homoélogos en tubulina y por
medio de experimentos genéticos en levaduras se demostrd la importancia de los
residuos 4cido aspértico 252 y acido glutdmico 255 del loopT7 de a-tubulina en la

dindamica de los microtubulos in vive (Anders y Botstein, 2001). Las mutaciones de




estos residuos producen fenotipos letales en levaduras debido a una aparente
inhibicién de la dindmica de los microtibulos. Sin embargo, no ha sido posible
demostrar esta hipotesis in vifro, pues las mutaciones en tubulina, al ser letales,
impiden su purificacién desde células encariontes. La aparicién el afio 2005 de la
estructura resuelta a 1,4 A de la y-tubulina (Aldaz y col., 2005), que participa en la
nucleacion de los microtibulos, planteé nuevos desafios. Esta proteina conserva las
mismas regiones de interaccion de o y P-tubulina en el microtibulo a pesar de
cumplir otra funcién en la célula. Las bases estructurales de los mecanismos de
interaccién tubulina-tubulina y de la catélisis del GTP de las tubulinas permanecen
aun desconocidas por la dificultad técnica de purificar tubulinas mutantes en cantidad
suficiente para realizar experimentos in vitro, debido a que la compleja via de
plegamiento de las tubulinas impide la produccién de proteina recombinante
funcional en bacteria. (Goulin y col., 1996; Lopez-Fanarraga y col., 2001)

En el presente trabajo de tesis se desarrollo una metodologia ad hoc para el
estudio de mutantes de tubulina, en la cual se utilizd como proteina modelo a la y-
tubulina y su funcién nucleadora de microttibulos. Esta metodologia comprendid la
sintesis de y-tubulina recombinante en bacteria, la inyeccion de ésta en el citoplasma
de células eucariontes vivas y el analisis de las vias de plegamiento y funcionalidad
de la proteina. Esto permitid combinar el analisis in vivo con la construccion y
caracterizacion in vitro de las mutantes de y-tubulina. Por varios motivos que se
describen mas adelante, escogimos como modelo de célula eucarionte los ovocitos
del pez cebra, lo cual nos obligd a explorar Ia biologia celular del la y-tubulina del
pez.

A continuacién se describird la biologia estructural de las tubulinas, la




polimerizacidn, estructura y nucleacién de los microtiibulos, la biologia celular de la
y-tubulina y su funcidén como nucleador de microtiibulos, y de las vias de

plegamiento de las tubulinas. Con estos antecedentes se planteara el problema que

nos conduce a la hipdtesis de este trabajo.

1. a. La familia de Ias tubulinas es un extenso grupo de proteinas que poseen la
propiedad de polimerizar e inducir la actividad GTPasa. Esta familia de proteinas
estd representada en todos los tipos de organismos conocidos, tanto eucariontes como
procariontes, desempefiando diversas funciones, como la mantencién de la estructura
celular, la formacién del huso mitdtico y el haz del huso, los cuerpos basales de los
flagelos, los centriolos y el transporte citoplasmético en células eucariontes. En
células procariontes las proteinas de esta familia estin involucradas en la formacion
del anillo de divisién que acompafia a la division celular. Los representantes
conocidos de esta familia son a-tubulina, B-tubulina, y-tubulina, e-tubulina, &-
tubulina y n-tubulina en eucariontes y en procariontes, FtsZ (McKean y col., 2001) y
las recientemente descubiertas BtubAB (Jenkins y col., 2002). Se ha observado que
todos los miembros de la familia de las tubulinas poseen una estructura comtin
(Nogales y col., 1998). Como se aprecia en la Figura 1, esta estructura se divide en
tres dominios (Nogales y col., 1998; Léwe y Amos, 1998; Aldaz Y col., 2005). Un
dominio N-terminal (magenta en la representacion grafica, Figuras 1B y C), que en
B-tubulina comprende los residuos 1 al 205 y consiste en cinco hélices-a y seis
hojas-p paralelas, que forman un plegamiento tipo Rossman clasico, donde se
encuentra el sitio de union de GTP. Un dominio intermedio que comprende los

residuos 206 al 381 (azul en la representacion grafica) que en B-tubulina estd




formado por 4 hélices-o. v 7 hojas-J3, es aqui donde se encuentra el sitic de unién a
taxol en B-tubulina. Por 1iltimo, un domino C-terminal predominantemente helicoidal
que comprende desde el residuo 382 al 454 (azul verdoso en la representacion
grafica) que en P-tubulina, se orienta hacia la parte exterior de los microttibulos y
puede participar como sitio de union a proteinas motoras moleculares y otras como

las MAPs, Tay, etc.




TAXOL

Loop T7

Figura 1. Representacién esquemaitica de la estructura del heterodimero de o/B-
tubulina resuelto a 2,8 A mediante difraccién de electrones (TUB1) a partir de hojas
inducidas por Zn>* en presencia de taxol (Nogales y col., 1998). En A, se muestra
una representacion de la estructura 3D en cintas de la cadena polipeptidica y de la
superficie de los aminoécidos del heterodimero. Los mon6meros a y b se muestran
en verde y violeta, respectivamente. En rojo y sepia los nucleétidos GDP y GTP
respectivamente y el taxol en verde. En B y C se muestran dos vistas de la estructura
de la B-tubulina, resaltando la presencia del nucledtido y el “loop T7”. La estructura
de la B-tubulina se muestra en tres colores, los cuales representan las regiones
aminoterminal en magenta, el dominio central en azul y el dominio carboxilo

terminal en azul verdoso.




1. b. El heterodimero o/f tubulina, hidrélisis de!l GTP y Ia dindmica de
polimerizacién de los microtibulos. ¢ y B-tubulina se encuentran formando un
heterodimero permanente dentro de la célula. Este heterodimero puede formar parte
de estructuras mayores como los microtibulos o simplemente formar parte de un
conjunto soluble de tubulina no polimerizada. La estructura del heterodfmero o/
tubulina se resolvié a 2,8 A, mediante difraccidén de electrones, en hojas inducidas
por Zn?t (Nogales y col., 1998). En el modelo estructural del heterodimero que se
muestra en la Figura 1A, se observa que dentro de la region de interaccion de los
mondémeros (interaccién intradimero) queda oculto el sitio de unién a GTP de a-
tubulina (Mingorance y col.,, 2001). El nucledtido que contiene este sitio es no
intercambiable (conocido como sitio N) y permanece como GTP sin ser hidrolizado.
En cambio, el sitio de unidén a nucledtido de la B-tubulina (sitio E) se ubica en la
region de interaccién interdimero vy el GTP unido es susceptible de ser hidrolizado
durante la polimerizacién. El producto GDP se intercambia por GTP una vez que el
heterodimero es liberado del polimero, pudiendo reiniciar un nuevo ciclo de
polimerizacién. Normalmente las tasas de hidrélisis de GTP de tubulina en solucién
‘son muy bajas, aumentando sélo durante la polimerizacién (Wang y col., 2007), Se
piensa que la hidrdlisis del GTP intercambiable o la liberacion del Pi resultante luego
de la hidrélisis inducen una curvatura del heterodimero (Nogales y col,, 1998), que
produce una desestabilizacion de la estructura del polimero favoreciendo la
despolimerizacion (Desai y Mitchison, 1997).

La dindmica de polimerizacién de los microtibulos se caracteriza por
periodos de pGITmerizacién y despolimerizacién prolongados de los extremos de los

microtubulos (Mitchison y Kirschner, 1984). Este fendmeno ha sido descrito como




inestabilidad dindmica en base a cuatro parametros: las tasas de polimerizacion y
despolimerizacion y las frecuencias de rescate (transiciones desde despolimerizacion
a polimerizacién}) y de catistrofe (transicidon desde polimerizacién a
despolimerizacién) (Mitchison y Kirschner, 1984). La alternancia entre periodos de
catastrofe y recuperacién es estocastica, de modo que los polimeros individuales
nunca llegan a alcanzar un tamafio uniforme en un régimen estacionario, esto a pesar

de que la poblacién de microtiibulos en solucion exhibe un régimen estacionario.

1. c. La estructura de Ios microtiibulos. La polimerizacién del heterodimero a/f3
involucra la formacién de dos tipos de contactos, conservados entre los miembros de
la familia de las tubulinas; contactos longitudinales (kead-to-tail) entre
heterodimeros, los cuales llevan a la formacion de polimeros lineales conocidos
como protofilamentos (Nogales y col., 1999). Este ensamblaje longitudinal de o/-
tubulina determina una polaridad a lo largo de la estructura, donde cada extremo del
microtubulo tiene una cinética de polimerizacion y despolimerizacion diferentes: el
extremo (+), coronado por P-tubulina, posee una cinética mayor que el polo (-),
coronado por o-tubulina (Mitchison y col., 1993). Este tipo de interaccién
longitudinal se observa también en los polimeros lineales de FtsZ (Oliva y col,
2004) y Btub AB (Sontag y col., 2005). El otro tipo de contacto corresponde a
contactos laterales entre protofilamentos adyacentes, los cuales llevan a la formacion
de las paredes de los microtiibulos y las hojas inducidas por Zn®*. En general las
interacciones longitudinales son heterélogas (o—f) en tanto que las laterales son
homdlogas (a—a, B—B) en la mayor parte del microtiibulo, y heterdlogas sélo en el

cierre de la pared, al menos en los microtitbulos de 13 protofilamentos (Nogales y




col., 1999). Los modelos a alta resolucion de microtibulos hechos por Nogales y
col.,, (1999) y Li y col., (2002) muestran claramente las estructuras involucradas en
los contactos laterales, La region de los aminodcidos entre la hebra 8 B7 y la hélice a
H9 conocida como “Loop” M interactiia con gran parte de la superficie de union del
mondmero adyacente, donde la hélice H3 y el “loop™ H1-S2 son sus principales
contrapartes. En la interaccién longitudinal participan principalmente el “loop T7”
que se encuentra entre las hélices H7 y HE y la hélice H8. Esta region penetra en la
cavidad donde se aloja el nucledtido en el dominio N-terminal del siguiente
mondmero, tomando contacto con el nucledtido y probablemente activando su
hidrolisis (Figura 1). Se especula que en o-tubulina, el residuo E254 puede tener el
papel de residuo catalitico (Nogales y col., 1998), pues este residuo se encuentra en
el comienzo de la hélice H8, y es homdlogo al residuo D212 de FtsZ que posee tal
funcion catalitica (Léwe y Amos, 1998). Ademas, se ha demostrado que mutaciones
en este residuo en o-tubulina de levadura generan fenotipos letales, que se relacionan
con una detencidn de Ia dinamica de los microtiibulos dentro de Ia célula (Anders y

Botstein, 2001).

1. d. La nucleacién de microtibuloes. Normalmente los microtibulos se ensamblan
espontdneamente in vitro a altas concentraciones del heterodimero o/ff en presencia
de GTP y Mg*". El proceso ocurre en dos fases; una fase lenta donde ocurre la
formacién de pequefios protofilamentos a modo de micleos (Volter y Ericsson,
1984). Esta fase es conocida como fase de nucleacion y es generalmente la fase
limitante del-proceso. La siguiente fase es de crecimiento rapido o elongacidn, donde

los microtibulos crecen lateral y longitudinalmente a partir de los pequefios niicleos




formados en la fase de nucleacién (Moritz y Agard, 2001).

Se cree que la nucleacion de microtubulos in vivo es asistida por componentes
celulares anexos (Archer y Solomon, 1994). Estos componentes son conocidos como
centros organizadores de microtubulos (MTQOCs), entre los cuales se incluyen los
centrosomas de las células animales y el cuerpo del huso de las levaduras. Varias
lineas de evidencia implican a la proteina centrosomal y-tubulina como uno de los
componentes importantes en este proceso (Moritz y Agard, 2001; Joshi y col., 1992;
Schiebel, 2000; Job y col., 2003). Durante la mitosis, la y-tubulina se acumula en la
matriz pericentrosomal de las células animales y los cuerpos basales de las levaduras,
intercambidndose constantemente con un conjunto de y-tubulina no centrosomal que
es mayoritario en células que no se encuentran en divisién (Wiese y Zheng, 2006;
Reinaud-Messina y Mercedes 2006). En todos los casos, incluyendo a las plantas,
que carecen de centros organizadores de microtibulos (Murata y col., 2005), la y-
tubulina participa asistiendo a la nucleacién y organizacién del arreglo de
microtibulos. Incluso, se ha demostrado in vitro que y-tubulina purificada es capaz
de nuclear microtibulos atn en forma monomérica (Zheng y col., 1995; Leguy y

col., 2000).

U

1. e. La y-tubulina, Al ignal que o y B-tubulina, y-tubulina es una proteina altamente
conservada entre las especies, Presenta alrededor del 30% de identidad de secuencia
con o y B-tubulina (Moritz y Agard, 2001; McKean y col., 2001). Es una proteina
citosblica que forma parte de los MTOC (Zeng y col., 1991). Al menos en animales y

levaduras forma dos tipos de complejos: los complejos anillo de y-tubulina (y-TuRC)




y los complejos pequefios de y-tubulina (y-TuSC) (Wiese y Zheng, 2006). El primer
tipo de complejo, visto bajo microscopia electronica sugiere una estructura flexible
en forma de anillo abierto de aproximadamente 25 nm de didmetro que se asocia al
extremo (-) del microtiibulo (Moritz y col., 2000). Los y-TuRC se han aislado de
huevos de Xenopus (Zheng y col., 1995), Drosophila (Gunawardane y col., 2000;
Moritz y col.,, 2000; Oregama y col., 1999) y humano (Murphy y col., 2001).
Contienen de 10 a 14 moléculas de y-tubulina y al menos seis proteinas adicionales,
resultando en un complejo de una masa cercana a los 2 MDa (Moritz y Agard, 2001).
Las proteinas adicionales toman el nombre de Grip (Gamma ring protein) en
Drosophila y Xenopus, GCP (Gamma complex protein) en humanos (Murphy S. y
col. 2001) y Spc en levaduras (Gunawardane y col., 2000). Estas, al igual que la y-
tubulina son muy conservadas entre los distintos organismos. Los complejos y-TuSC
consisten en dos moléculas de y-tubulina y dos moléculas de proteinas Grip; Dgrip
97 y Derip98 en Drosophila, Xgrip 109 y Xgrip110 en Xenopus y Spc97 y Spe98 en
levaduras (McKean y col., 2001; Gunawardane y col.,, 2000; Wiese y Zheng, 2006).
Se ha sugerido que estos pequefios complejos constituyen los bloques de
construccion de los complejos y-TuRC (Job y col, 2003) y que probablemente se
encuentran formando parte de las paredes del anillo (Moritz y col., 2000). Ambos
complejos y-TuRC y y-TuSC son capaces de nuclear microtibulos in vitro y modular

la dindmica del extremo (-} (Moritz y col., 2000).

Existe evidencia de mecanismos de nucleacion independientes de y-tubulina
(Job y col., 2003; Hannak y col., 2002; Popov y col., 2002). Se ha visto que al alterar

la funcién o eliminar y-tubulina la nucleacion de microtibulos en la célula no
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desaparece por completo. Sin embargo, la falta de la funcién produce serias
alteraciones tanto en el ciclo celular como en la formacién de arreglos de
microtibulos. Por ejemplo, el desarrollo de embriones de ratén deficientes en una
isoforma de fy-tubulina (Tubgl™) se manifiesta en una detencién en estado de
mérula/blastocisto, mediante un arresto mitético caracteristico (Yuba-Kubo y col,
2005). En las células de estos embriones se observan microtibulos, sin embargo
dejan de dividirse. Algo semejante se observa al silenciar y-tubulina en embriones de
C. elegans (Hannak y col., 2002). En todos los casos, a pesar de la carencia de la
actividad nucleadora de microtibulos de y-tubulina, los microtiibulos contintian
creciendo. También se ha observado que la ausencia de la formacién de los
complejos y-TuRC por el silenciamiento de la expresion de la proteina Dgrip75 en
Drosophila parece no influir en la destinacién de y-tubulinz‘i al centrosoma ni en la

nucleacién de microtibutos (Vérollet y col,, 2005).

y-tubulina es un blanco para la regulacién del ciclo celular pues la nucleacién
es la etapa limitante en la polimerizacién de microtibulos. La fosforilacion de y-
tubulina es importante para el control del ensamblaje y del nimero de microtibulos
ensamblados, ya que afecta la organizacién y funcion de los microtibulos durante el

ciclo celular de levadura (Voguel y col., 2001)

Las interacciones de y—tubulina con los componentes del y-TuRC y con el
heterodimero of que llevan a la nucleacién de MT son desconocidas a nivel
estructural. En la actualidad no existen modelos de la estructura de los complejos -

TuRC de suficiente resolucién como para observar el detalle molecular de las

interacciones. Sin embargo, basados en la elevada similitud estructural y de
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secuencia con a y [3 tubulina, es posible esperar que las regiones de interaccidn
correspondan a las mismas regiones observadas en el modelo de alta resolucion del
microtitbulo (Nogales y col., 1999), es decir gue y-tubulina poseeria los mismos ejes
de interaccidn longitudinal y lateral que a y B tubulina. En base a esto, se han
planteado dos modelos para dar una explicacidn estructural al proceso de nucleacion.
El primero es conocido como el modelo del templado, sugerido a partir de la
estructura de los y-TuRC observada por microscopia electrénica (Mortiz y Agard,
2001). Seghn los autores, su estructura es semejante al corte fransversal de un
microtiibulo. El modelo indica que y-tubulina puede actuar como una base helicoidal
donde los microtibulos crecen, como si hubiese un extremo (+) de microtibulo
preexistente (Job y col., 2003; Weise y Zheng, 2000; Keating y Borisy, 2000; Moritz
y col.,, 2000). En este modelo la y-tubulina debiera formar un pequefio polimero
mediante interacciones laterales e interactuar mediante interacciones longitudinales
con c-tubulina durante la nucleacién. Extensa evidencia habla a favor de este
modelo, La localizacién restringida de y-tubulina en el extremo (-) del microtiibulo
(Keating y Borisy, 2000), Ia funcién del y-TuRC como “caping” del exiremo (~) para
modular su dindmica (Weise y Zheng, 2000), la ultraestructura del ¥-TURC en forma
de tapa en el extremo (-) del microtibulo (Moritz y col,, 2000) y el hecho que el tipo
de contactos que muestra y-tubulina en el cristal donde se resolvid su estructura
(Aldaz y col., 2005), son laterales y muy semejantes a los observados en la

ultraestructura del microtiibulo de Nogales v col. (1999). ElI modelo alternativo,
llamado “del protofilamento” (Erickson y Stoffler, 1996) se basa en la observacién
de la posicion de los complejos anillo, que aparentemente no se encuentran en una

posicidon adecuada para servir como templado. Segin estos autores, el plano del
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anillo del y-TuRC es paralelo al eje longitudinal del microtiibulo y no perpendicular a
él como se espera para el modelo del templado. Esta estructuracién es similar a lo
que ocurre durante la despolimerizacién de los microtibulos, donde se desprenden
protofilamentos que forman fibras enroscadas en el extremo del microtibulo
(Nogales v col., 2003), que se parecen a la estuctura del y-TuRC (Erickson y
Stoffler., 1996). En este modelo, las moléculas de y-tubulina se asocian enfre si
mediante interacciones longitudinales. De este modo, el y-TuRC corresponderia a un
protofilamento enroscado y la nucleacidn de microtibulos estaria dada
principalmente por interacciones laterales enire y-tubulina y el heterodimero af, las
que darfan origen a la formacién de hojas que posteriormente se plegarian en un
tubo, dando lugar al microtibulo. Una evidencia que habla a favor de este modelo es
la determinacién de regiones de interaccién por medio de la técnica de péptidos
SPOT la cual indica que las regiones de y-tubulina que poseen afinidad por el
heterodimero corresponden a las superficies laterales de la protefna (Llanos y col.,
1999). Sin embargo, hasta la fecha no existen evidencias inequivocas a favor o en
contra de uno u otro modelo. El estudio de las superficies de interaccion mediante
mutagénesis podria entregar datos importantes en este sentido. No obstante, como ya
se menciond, hasta el momento no ha sido posible detectar funcionalidad en alguna
de las tubulinas eucariontes recombinantes sintetizadas en bacteria (Bhattacharyya y
col., 1997; Séanchez y col., 2004; Andreu y col., 2002) y el uso de lineas celulares es
muy complicado, pues una deficiencia en alguna tubulina es letal para células
eucariontes, Esto ha dificultado enormemente el estudio de las tubulinas a nivel

estructural,
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1. f. El plegamiento de las tubulinas y la chaperonina CCT. EI hecho que las
tubulinas no puedan ser sintetizadas en bacterias se debe a que las proteinas de la
familia de las tubulinas son incapaces de plegarse por si mismas espontaneamente.
Su plegamiento depende o es facilitado via interacciones con una seric de factores
citosolicos de plegamiento exclusivos de las células eucariontes (Goulin y col., 1996;
Lopez-Fanarraga y col., 2001). La via de plegamiento de B-tubulina incluye 5
factores, entre los cuales se encuentran la prefoldina y la chaperonina citosolica CCT
(Chaperonin containing TCP-1, también Ilamada TriC o c-cpn). Se ha demostrado
que y-tubulina necesita unicamente la interaccidon con la chaperonina CCT para

alcanzar el correcto plegamiento (Melki y col., 1993).

1. g. La_familia de las chaperoninas. Las proteinas de esta familia poseen una
estructura comnuin; todas son grandes oligémeros constituidos por subunidades de
alrededor a 60 kDa dispuestos en una forma toroidal. Usualmente estdn compuestos
por dos anillos que interactian por un lado comuin, opuesto a la cavidad de entrada
de la proteina sustrato, Cada subunidad oligomérica posee una estructura similar de
tres dominios; un dominio ecuatorial, un dominio intermedio y un dominio apical,
donde se encuentran los sitios de union al sustrato (Gomez-Puertas y col., 2004;
Llorca y col, 2001a; Spiess y col., 2004). Las chaperoninas del grupo I (en
eubacterias y organelos como mitocondrias y cloroplastos) estdn constituidas por
siete subunidades idénticas, a diferencia de las chaperoninas de tipo II (en
arqueobacterias y el citoso! eucarionte), que estin construidas por 8 a 9 subunidades
de dos, tres o incluso ocho tipos distintos (Gomez-Puertas y col,, 2004, Llorca y col.,

2001a; Llorca y col. 2001b, Ritco-Vonsovici y Willison, 2000). La chaperonina CCT
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posee ocho subunidades distintas, dispuestas en un arreglo preciso (Tian y col,
1995). Presenta especificidad. para un limitado nfimero de proteinas, dentro de las
cuales destacan las tubulinas y actinas (Spiess y col., 2004). Esta especificidad de
sustrato es inexistente en las chaperoninas del grupo I, como GroEL-GroES. Varios
grupos de investigacion se han abocado a la busqueda de los determinantes
estructirales del reconocimiento entre la chaperonina y sus sustratos. Se ha
demostrado que CCT une proteinas en un estado cuasi-nativo (Tian y col,, 1995) y no
en estructura completamente al azar. Es decir que Ia chaperonina no reconoce una
proteina por que estid desplegada, sino que posee especificidad por determinadas
estructuras (Llorca y col., 2001a). Los modelos provenientes de la reconstruccion de
imagenes de microscopia electronica de complejos CCT-tubulina muestran regiones
bien acotadas de la estructura de tubulina que interactian con Ia chaperonina (Llorca
y col., 2001a). Las regiones involucradas en la interaccion entre la tubulina-CCT
podrian corresponder mayormente a “loops™ que estdn ausentes en su homoélogo
procarionte FisZ. Esta observacion ha dado pie a la hipotesis de que las proteinas del
citoesqueleto han co-evolucionado junto con los factores que ayudan a su
plegamiento (Huang y col., 1996; Llorca y col., 2001a; Llorca y col.,, 2001b;
Bertrand y col., 2005), lo que podria explicar la especificidad de sustrato de CCT.
Las regiones de interaccion definidas por Llorca y col. (2001b) corresponden a su
vez, a algunas regiones que participan en la interaccién longitudinal (ej. “loop” T7) y
lateral (ej. “loop” M) en la estructura de los microtibulos (Gomez-Puertas y col.,
2004, Andreu y col., 2002). La proteina FtsZ es capaz de plegarse espontén?a{nente y
no es reconocida por la chaperonina aun en su estado desplegado. Se ha visto que

proteinas quimeéricas de FtsZ a las cuales se le han insertado estos “loops” de
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tubulina son capaces de interactuar con CCT, y ademds pierden su capacidad de
plegarse espontdneamente (Bertrand y col., 2005), apoyando las observaciones de
Llorca y col. en el modelo de la interaccién. Sin embargo, han sido encontradas
proteinas homoélogas a o y P tubulinas, en bacterias del género Prostecobacter (31a
35% vy 34 a 37% de identidad de secuencia con o y [(-tubulina respectivamente)
(Jenkins y col., 2002) que poseen estos “loops™ y al parecer son capaces de plegarse
espontaneamente dentro del citoplasma de E. coli en ausencia de la actividad de la
chaperonina CCT (Sontag y col., 2005). Es decir que la presencia de estos “loops™

podria no ser un determinante para la carencia de plegamiento de las tubulinas.

1. h. Las interacciones proteina-proteina de las tubulinas. La tubulina participa en
gran cantidad de interacciones con otras proteinas. Durante su existencia, no solo
deben interactuar con otras moléculas de tubulina para construir microtibulos, sino
que deben interactuar también con una serie de moléculas de factores de
plegamiento, prefoldinas y chaperoninas para llegar a ser funcionales (Tian y col,
1996). Una vez incorporada al microtiibulo debe interactuar con otros tipos de
proteinas, como los motores moleculares y las proteinas MAPs. En el caso de y-

tubulina, esta debe interactuar al menos con otras moléculas de y-tubulina, con la

chaperonina CCT, algunas proteinas Grip del y-TuRC y o/B-tubullina.

La naturaleza molecular de las interacciones proteina-proteina que generan las
tubulinas para sus diversas funciones permanece poco explorada, debido
mayormente a la dificultad de producir proteina recombinante para estudios de

estructura-funcién. En la prictica, al expresar tubulina en un sistema bacteriano, la
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proteina producida tiende a ‘formar cuerpos de inclusién, que solo pueden ser
solubilizados en presencia de altas concentraciones de agentes desnaturantes . Y por
ofro lado, hasta el momento el replegamiento al equilibrio no ha dado buenos
resultados (Andreu y col., 2002; Ghua y Bhattacharyya, 1997). En la actualidad no
existe metodologia alguna que permita obtener tubulina recombinante en cantidad
suficiente para analizar su funcidn in vitro. Es posible hacer estudios genéticos como
los efectuados en levadura, mediante “scanning” de alanina, donde se ha intentado
definir regiones importantes para la funcién de tubulina (Anders y Botstein, 2001).
Sin embargo, los datos obtenidos no son suficientes para ahondar en la naturaleza
molecular de las interacciones. Por otro lado, las mutaciones importantes en o, f y -
tubulina generan fenotipos letales en células eucariontes, lo cual dificulta la sintesis

de proteinas en sistemas de expresion eucarionte.

El principal escollo para conocer la naturaleza molecular de la funcionalidad
de y-tubulina y de otras tubulinas es la falta de una metodologia experimental. Ya que
las tubulinas son proteinas fundamentales para las funciones celulares, resulta
indispensable tener mayor cantidad de informacién acerca de los detalles
estructurales relacionados a su funcionalidad. Esto hace necesaria Ia exploracion de

nuevas técnicas que permitan hacer estudios estructura-funcién con estas proteinas.

Uno de los objetivos que se aborddé en esta tesis fue disefiar una metodologia
experimental que permitiera el estudio de las superficies de interaccion proteina-
proteina de y-tubulina. Se decidié enmarcar nuestra investigacién en-una parte de la
region de interaccién longitudinal de y-tubulina, el “loop” T7, bajo la hipdtesis de
que esta region es un componente importante para las interacciones proteina-proteina

en que y-tubulina participa al formar el y-TuRC y al interactuar con la chaperonina
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CCT. La metodologia que se propuso estd basada en la idea de que el plegamiento
correcto de y-tubulina requiere de la presencia de chaperoninas, prefoldinas y otras
protefnas que se encuentran en el interior del citoplasma eucarionte. Esto nos obliga
a trabajar in vivo o en sistemas de traduccion in vitro. De este modo, se propuso
sintetizar y-tubulina en bacteria, purificarla desde los cuerpos de inclusién y
posteriormente introducirla por microinyeccién en una célula eucarionte viva. En el
citoplasma de la célula la proteina recombinante deberia ser plegada e incorporada en

las estructuras celulares correspondientes, que en el caso de fy-tubulina

corresponderian al y-TuRC y al centrosoma.

La ventaja de la metodologia propuesta radica en que al sintetizar la proteina
en bacterias de modo recombinante, se pueden introducir ficilmente mutaciones que
permitiran estudiar las regiones de interaccién de y-tubulina. Ademas, al poder
purificarla es posible marcar con una sonda fluorescente o de cualquier ofro tipo para
seguir el comportamiento de la proteina una vez inyectada dentro del citoplasma de
la célula. Se eligié como modelo experimental eucarionte al los zigotos y embriones
tempranos del pez cebra (Danio rerio) por su gran tamafio, lo que facilita la
microinyeccién y la manipulacion y por la transparencia de su citoplasma, lo cual
favorece la observacién con microscopia de fluorescencia y confocal (Fernandez y
col., 2006; Solnica-Krezel y Driever.,, 1994). El uso del embrién temprano en
desarrollo permitié acrecentar el conocimiento sobre la biologia celular de la y-
tubulina del pez cebra, en cuanto a su expresion y localizacion subcelular durante los

primeros estadios del desarrollo.

La metodologia que se planted para el desarrollo experimental de esta tesis
puede eventualmente abrir caminos alternativos para el estudio de la biologia
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estructural de ofras protefnas que no son fimcionales cuando se expresan como

recombinantes.



2. HIPOTESIS.

Basados en la similitud estructural y de secuencia entre la familia de las tubulinas, es
posible esperar que las regiones de interaccion lateral y longitudinal de sus miembros
sean conservadas. De modo que nos planteamos la siguiente hipdtesis: al igual que o
y B-tubulina, la regién del “loop” T7 de y-tubulina deberia formar parte de la
superficie de interaccién longitudinal y por lo tanto, seria importante en Ia
formacién del y-TuRC, la nucleacién de microtiibules y Ia interaccién con la

chaperonina CCT,

3. OBJETIVO GENERAL.

Hacer un estudio estructura-funcién de la region del “loop” T7 de y-tubulina,
observando cémo alteraciones en su secuencia afectan las interacciones que llevan a
la formacion del y-TuRC, la nucleacién de microtubulos y la interaccién con la

chaperonina CCT.

\
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4. OBJETIVOS.

4. a. Estudiar la expresion, localizacion celular y formacion de complejos de y-
tubulina del embrién temprano del pez cebra. Se localizé el mensajero de y-
tubulina mediante RT-PCR utilizando la tinica secuencia de y-tubulina disponible en
las bases de datos de genoma del pez cebra (NM_200908).

Mediante immunoblot se observaron los niveles de expresién de y-tubulina
durante el desarrollo temprano del pez y si es que éstos sufren alguna variacién.
Mediante immunofluorescencia se localizé la y-tubulina endégena de los embriones
tempranos del pez cebra y observar como cambia su localizacién duranie los
distintos estadios del ciclo celular y por medio de una adaptacion de la metodologia
planteada por Oregama y col. (1999), se observé por fraccionamiento en gradientes
de densidad si la y-tubulina del pez cebra forma complejos y-TuRC y si éstos son

capaces de interactuar con microtibulos in vitro y ademas nuclear su polimerizacién.

4. b. Generar mutantes puntuales en el “loop” T7 de y-tubulina, Mediante
andlisis bioinformatico de alineamiento de secuencia, alineamiento estructural y
modelamiento por homologia se decidié qué aminodcidos son buenos blancos para
mutar dentro de la region del “loop™ T7. Se cuenta con un plidsmido de expresion
pET11A, que contiene clonado el gen de la tubulina humana tubgl (NM_001070). El
plasmido pET11A-tubgl se muestra detallado en sus componentes en la Figura 2.
Las mutantes fueron hechas mediante mutagénesis sitio dirigida por PCR. Los
plasmidos resultantes fueron analizados mediante ensayos de restriccion y ensayos
de expresién, immunoblot y secuenciacion. las proteinas mutantes fueron

caracterizadas estructuralmente mediante renaturacion al equilibrio, observando la
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fluorescencia intrinseca de los tript6fanos y dicroismo circular.

4. c¢. Estudiar la interaccion entre la chaperonina CCT y v-tubulina
recombinante para observar como las mutaciones en “loop” T7 afectan la
interaccién. La interaccidn entre y-tubulina y CCT fue estudiada mediante un ensayo
de interaccién por electroforesis en geles de poliacrilamida. Ademds, se realizé
microscopia electrdnica de transmisién de los complejos .CCT-y-tubulina, con la
finalidad de observar la interaccion entre estas moléculas a alta resolucion utilizando
el refinamiento de imagenes de particulas 1inicas con el programa Xmipp (Soriano y

col., 2004).

4, d Estudiar Ia incorporacion de y-tubulina recombinante en los y-TuRC del
embrioén temprano del pez cebra y el efecto de las mutaciones en la region del
“loop” T7 sobre la funcionalidad de la y-tubulina ir vivo. Para esto se
microinyectd y-tubulina recombinante marcada fluorescentemente o biotinilada, -en
ovocitos del pez cebra. Los ovocitos inyectados con y-tubulina fluorescente fueron
observados por microscopia de fluorescencia, en embriones vivos y fijados. El
comportamiento de las proteinas fluorescentes fue utilizado como indicador de
funcionalidad, de modo de comparar si la funcién de las proteinas se altera por las
mutaciones introducidas en el “loop” T7. Se observé como la inyeccion de y-tubulina
recombinante afecta el desarrollo de los embriones.

La y-tubulina recombinante biotinilada fue microinyectada en los embriones
para posterformente hacer una extraccién del y-TuRC mediante gradientes de

glicerol. Las diferentes fracciones de los gradientes se analizaron por immunoblot
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contra y-tubulina y contra biotina utilizando estreptavidina conjugada con HRP. De
este modo se observé si la proteina exdgena biotinilada se incorpora en los y-TuRC y
si las mutaciones en el “loop™ T7 alteran su incorporacién. Por ultimo, se realizo un
ensayo de polimerizacién de microtibulos in vitro en presencia de cantidades de
citoplasma de embriones microinyectados con y-tubulina recombinante. Esto, con la
finalidad de observar si la proteina exdgena microinyectada es capaz de interactuar

con los microtiibulos y cémo las mutaciones en el “loop” T7 alteran la interaccion y-

tubulina-heterodimero a/p.




5. MATERIALES.
5. a. Cepas Bacterianas.

Para la sintesis de la proteina recombinante se utilizé la cepa de E. coli (DE3)
.(F' ompT hsdSB (rz” mp’) ga dem (DE3) que posee en su genoma una copia del gen
de la RNA polimerasa del fago T7 inducible por IPTG.

Para la transformacién de los plasmidos producto de Ja mutagénesis sitio-
especifica se utilizé la cepa E. coli XL10-Blue (reaAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17
supE44 relAl lac [F’ proAB lacl®ZAMIS5 Tn 10 (tet)] que forma parte del kit de
mutagenesis sitio-especifica QuikChange de Stratagen® (La Jolla, CA, USA).

Para propagar y mantener los plismidos fue ulilizada la cepa de E. coli

DH585 (DIacU169 recAl endAl gyrA96 relAl hsdR17 thi-1 supE44 ).

5. b. Plasmidos.

El gen de y-tubulina humana Tubgl (NM_001070) se encuenira clonado en
un vector pET11a de Novagen (Madison, WI, USA) resultando en el plasmido

pET11a-Tubgl, el cual se muestra esquematicamente en la Figura 2.

5. c. Partidores.
Los partidores utilizados para introducir las mutaciones en el gen de y-
tubulina humana (tubg1) fueron los siguientes:
Para la mutante M249E.
Reverso: 5’-GATGAGGTCATTGTTCTCGTAGCCAGGGTAGCG,

Delantero: 5’-CGCTACCCTGGCTACGAGAACAATGACCTCATC.
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Para la mutante T7§.

Mutacién M249L.:

Reverso 5’-GAGGTCATTGTTCAGCTAGCCAGGAAAGC
Delantero: 5’-GCTTTCCTGGCTACCTGAACAATGACCTC
Mautacién Y245F:

Reverso 5°-GTTCATGTAGCCAGGAAAGCGCAGGGTGGTG

Delantero 5’~CACCACCCTGCGCTTTCCTGGCTACATGAAC

Mutacion Y248Q:

Reverso 5°-GAGGTCATTGTTCAGCTGGCCAGGAAAGCGCAG

Delantero 5’-CTGCGCTTTCCTGGCCAGCTGAACAATGACCTC

Los partidores utilizados para detectar la presencia del mensajero de Yo-tubulina

enddgena del pez cebra mediante RT-PCR fueron llamados tubgll y sus secuencias

son:
Reverso 5’-GGAGAGTCTTATGGACCTGT
Detantero 5’-GCAGACTGTGTGGTTGTGCT

Todos lo partidores fueron sintetizados por Invitrogen (Carlsbad, CA, USA).

5. d. Anticuerpos.

El anticuerpo utilizado para detectar y-tubulina en immunoblot e
inmunofluorescencia fue el anticuerpo monoclonal hecho en ratén: anti-gamma-
tubulin clone GTU-88 producido por SIGMA-ALDRICH® (Madison, WL, USA.).

El anticuerpo utilizado para detectar o-tubulina en immunoblot e
inmunofluorescencia fue el anticuerpo monoclonal hecho en raton: anti-alpha-tubulin

clone B-5-1-2 producido por SIGMA-ALDRICH® (Madison, WI., USA.).
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Para detectar actina en imvmmnoblot fue utilizado el anticuerpo policlonal
hecho en conejo: Actin (F-196):s¢-7210 producido por Santa Cruz Biotechnology
(USA).

Como anticuerpo secundario para inmunoblot fieron utilizados los
anticuerpos policlonales hechos en cabra fusionados con HRP para sistema de
revelado con quimioluminiscencia: Goat Anti Rabit IgG-HRP sc 2004 y el Goat Anti
Mouse IgG-HRP sc 2005 producidos por Santa Cruz Biotechnology (USA).

El anticuerpo secundario utilizado para immunoflorescencia fue el anticuerpo
ploliclonal hecho en cabra fusionado con alexa fluor 488: Alexa Fluor 488, Goat-
Anti-Mouse IgG (H-+L). Producido por Invitrogene Molecular Probes (Eugene, OR,

USA)

Tabla 1. Titulo de los anticuerpos utilizados.

Anticuerpo Inmunoblot Inmunofluorescencia
anti-gamma-tubulin clone GTU-88 1:10.000 1:100
anti-alpha-tubulin clone B-5-1-2 1:10.000 1:100
Actin (H-196):5¢-7210 1;1.000 X
Goat Anti Rabit IgG-HIRP sc 2004 1:10.000 X
Goat Anti Mouse IgG-HRP sc 2005 1:10.000 X
Alexa Fluor 488, Goat-Anti-Mouse 1gG (H+L) - X 1:100
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5. e. Medios de cultivo.
5. e. 1. Medio Luria-Bertani (LB)

Se preparé un litro de LB utilizando 10g de triptona, 5g de extracto de
levadura, 10 g de NaCl, ajustando el pH a 7,5 con NaOH IN. El medio LB se

esterilizd mediante autoclave. En el momento de usar sec agrega el antibidtico

ampicilina (amp) 100 pg/ml

5. e. 2. Medio NZY".

Para preparar un litro de este medio se utilizé NZ amina 10 g (hidrolizado de
caseina), extracto de levadura 5 g. NaCl 5 g y se ajusté a pH 7,5 con una solucién de
NaOH IN. Se esterilizd mediante autoclave, En el momento de usar se suplemento

con 12,5 ml de MgCl; 1M estéril y 10 ml de glucosa 20% (p/v) estéril.

5. f. Soluciones.

TEN: Amortiguador TRIS-HCI 50 mM, pH 8,0; EDTA 1 mM; NaCl 100 mM

Lisis 2: Amortignador TRIS-HCI 50 mM, pH 8,0; EDTA 10 mM; NaCl 100 mM;
Trit6n-X100 1% (v/v).

Solucion urea 8 M: Amortiguador TRIS-HCI 20 mM, pH 8,0; bisulfito de Na 10
mM DTT 5 mM; urea 8 M.

PBS: amortiguador fosfato de Na 50 mM, pH 7.5.

Soluciéon de bloqueo inmunoflorescencia: solucién PBS; Albumina de bovino al
5%; Tween20 al 0,2%.

Solucion PMS: Amortiguador fosfato de Na 10 mM, pH 7; MgCl, 0,5 mM; 0,24 M

sacarosa.
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Solucién PMG: Amortiguador fosfato de Na 10 mM, pH 7; MgCl, 0,5 mM; 0,24 M
sacarosa; GTP 0,1 mM.

Solucién de extraccion y-TuRC: Amortiguador K-Hepes 50 mM, pH 7,6; MgCl, 1
mM; EGTA 1 mM; KCl 100 mM glicerol 10%; céctel de inhibidores de proteasas.
Solucién de extraccion 2 y-TuRC: Amortiguador K-Hepes 50 mM, pH 7,6; MgCl,
1 mM; EGTA 1mM; cé6ctel de inhibidores de proteasas.

Solucién de polimerizacién: Amortiguador MES 50 mM pH 6,8; EGTA 0,5 mM;
MgCl, 6 mM; GTP 0,1 mM; Glicerol 10%.

Solucién H: Amortiguador Tris-HC1 20 mM pH 7,2; NaCl 10 mM; MgCl, 5 mM.
DTT 1mM; PMSF 1mM, Céctel de inhibidores de Proteasa.

Solucién A: Amortiguador Tris-HC1 50 mM, pH 7,2; MgCl; 5 mM; NaCl 150 mM;
Glicerol 10% (v/v); PMSF 1 mM; DTT 1 mM.

Solucién B: Amortiguador Tris-HCI 50 mM, pH 7,2; MgCl; 5 mM; NaCl 1,15 M;
Glicrol 10% (v/v); PMSF 1 mM; DTT 1 mM.

Solucion de carga (SDS): amortiguador Tris-HCI 75 mM, pH 6,8; glicerol 10%;
SDS 2,5% (p/v). 2-mercaptoetanol 10 mM; azul de bromofenol 0,01% (p/v).
Solucién gel concentrador (SDS): Amortiguador Tris-HCI 375 mM, pH 8,8; SDS
0,1% (p/v).

Solucion gel separador (SDS): Amortiguador Tris-HCI 138 mM, pH 6,8; SDS 0,1%
(V).

Solucién tincién Azul de Coomassie: Azul de Coomassie-R-250 2,5% (p/v);
metanol 50% (v/v); Acido acético 10% (v/v).

Solucion de destincién: Metanol 50% (v/v); acido acético 10% (v/v).

Solucién bloqueo immunoblot: Amortiguador Tris-HCI 50 mM, pH 7,5; NaCl 150
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mM; leche en polvo descremada comercial al 5%.

TBS-tween: Amortiguador Tris-IIC1 50 mM, pH 7,5; NaCl 150 mM; Tween-20 0,1%
Solucién de transferencia: Amortiguador Tris 25 mM; glicina 190 mM: metanol
20%.

Solucién de revelado immunoblot: Amortiguador Tris-HCI 100 mM, pH 8,5; 4cido

cumarico 0,225 mM; luminol 1,25 mM.

5. g. Reactivos.

Los reactivos bisulfito de sodio, urea, azul de bromofenol, etanol, sacarosa,
sulfato de amonio, cloruro de potasio, hidréxido de sodio, Azul de Coomassie R250
y cloruro de magnesio fueron adquiridos de Merck S.A. El material cromatografico
Sephadex G25 y DEAE-Sephadex A50 y los reactives, EGTA, la lisozima, DNAsa,
DMSO0, dcido cumdrico y GTP fueron adquiridos de SIGMA-ALDRICH@ (Madison,
WL, USA.). La Q-sepharosa fue adquirida de GE Helthcare Bio-Sciencies AB. La
StreptavidinaHRP de Biosource Tagoinmunologica TM. (Ca. USA). Los reactivos
dcido deoxicolico, GndHCI, Tween 20, agarosa, seroalbumina de bovino, glicerol,
acrilamida y Triton X100 fueron adquiridos de Winckler Ltda (Santiago, Chile). El
coctel de inhibidores de proteas “Complete” fue adquirido de ROCHE Chile Ltda. El
Coomasie Biosafe fue adquirido de BioRad Laboratories. Las columnas de Superosa
12 fueron obtenidas de Pharmacia. El reactivo MES fue adquirido de
Phytotechnology Labs TM. La ampicilina, glicina, tris. DTT, IPTG y Hepes fueron
adquiridos de UsBiological (Swanpcott, Ma, USA). El metanol y 4acido acético
fueron adquiridos de TCL Tecnologia y Ciencia lida. (Santiago. Chile). El Iuminol

fue obtenido de Fluka (SIGMA-Aldrich). La polimerasa PFU Turbo fue obtenida de
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Promega Corporation (Madison USA). Los sistemas de filtracion Ceniricon fueron
adquiridos desde Millipore Corporation (Billerica, MA USA). La enzima de
restriccion EcoRI fue obtenida de New England Biolabs Inc. La enzima
retrotranscriptasa fue adquirida de Promega Corporation. La DNApolimerasa Tag fue
adquirida de Fermentas Life Sciences. La sonda de marcaje fluorescente TAMRA
fue adquirida de Molecular Probes (Sigma-Aldrich). La biotina para el marcaje de
proteinas (Sulfo-NHS-Biotina) fue adquirida de PIERCE Biotechnology, (Rockford,
IL, US). Los DNTP fueron adquiridos de Omega. El SDS y el DAPI fueron
adquiridos de Apolichem Biotechnology Inc. El hidrolizado de caseina y la triptona
se obtuvieron de BD (Becton, Dickinson and Company). El exfracto de levadura se

adquirié de MoBio Laboratories Inc.
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6. METODOLOGIAS

6. a. Purificaciéon de y-tubulina recombinante. Cepas de E. coli BL21 fueron
electroporadas con el plasmido de expresion pET11a-Tubgl, portador del gen de la
tubulina humana Tubgl (NM_001070). En la Figura 2 se muestra un esqueima del
plasmido. Las bacterias transformantes se hicieron crecer en medio LB-ampicilina
bajo agitacion a 37 °C hasta alcanzar una densidad optica (D.O.} a 600 nm de 0,6. Al
alcanzar la D.O. requerida, se indujo la expresion del gen, mediante Ia adicién de 0,1
mM de IPTG al medio dejando incubar en agitacién durante 3 h. Posteriormente las
bacterias inducidas fueron colectadas por centrifigacion en una centrifuga Sorval
RC-3B (para volimenes de un litro) a 5.000 rpm. Los precipitados de bacteria
resultantes fueron lavados dos veces con 20 ml de soluciéon TEN por lifro de medio,
mediante centrifugacion a 5.000 xg. El precipitado resultante fue resuspendido en 10
ml de solucién TEN, A esta suspension se le agregé 10 mM de bisulfito de sodio, 5
mM de DTT, 300 pl de lisozima (10 mg/ml), 10 mM de MgCl; y céctel de
inhibidores de proteasa y s incubd en hielo durante una hora con agitaciones
recurrentes. Posteriormente se agregaron 200 pl de dcido deoxicdlico (10% p/v) y se
icubd a 37 °C hasta que la solucidn se tornara viscosa. Posteriormente se agregaron
250 pl de DNAsa (4 mg/ml) y se incubd una hora a temperatura ambiente. La
solucién de lisis fue sometida a 6 ciclos de 20 seg de sonicacién a 9 watts de
potencia. La muestra fue precipitada por centrifugacion a 7.000 xg durante 10 min a
4 °C. El precipitado resultante fue lavado por centrifugacidn tres veces con 10 ml de
solucion de lisis 2 y posteriormente lavado por cenirifugacion dos veces en 10 ml de
agua nanopure. El precipitado obtenido fue resuspendido en 1 a 2 ml de solucién

urea 8 M. La resuspension fue centrifugada durante una hora a 12.000 rpm en una
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microfuga y el sobrenadante fue cargado en una columma de Q-Sepharose
preequilibrada con buffer urea 8 M. Posteriormente Ja proteina fue eluida con un
gradiente continuo de KCI de 0 a 1 M. Las fracciones obtenidas de la cromatografia
fueron analizadas por electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS tefiidos con Azul
de Coomassie.

La concentraciéon de y-tubulina recombinante fue estimada a partir de la
absorbancia a 280 nm utilizando un coeficiente de extincién tedrico de 0,896 mg 'ml
cm™, Los coeficientes de extincién teéricos fueron calculados utilizando el programa
PROTPARAM (Gasteiger y col. 2005) disponible en el servidor de protedmica
ExPASy (http://www.expasy.org). La absorbancia a 280 nm fue medida usando
diluciones de y-tubulina en solucién de medicion (amortiguador fosfato 20 mM, pH
6,5, GdmHCl 6 M) en cubeta de cuarzo de 1 c¢cm de paso Optico y en un

espectrofotémetro de arreglo de diodo Hewlet-Packard modelo 8452A.

6. b. Ensayo de renaturacion por dilucion ripida en GdmHCI y-tubulina
recombinante fue dializada toda la noche contra 100 volumenes de una solucion de
amortignador Tris 50 mM pH 7,5, GdmHCI 6 M, DTT 1mM. 0,2 mg de proteina
fueron diluidos por dilucidén rapida en tubos de microfuga que contenian 1 ml de
concentraciones decrecientes de GndHCI (de 0 a 6 molar en el mismo amortiguador)
e incubadas durante una hora en hielo. Posteriormente se obtuvo el espectro de
fluorescencia de 350 a 450 nm excitando a 280 nm en espectrofluorimetro
PerkinElmer (Luminisence Spectrometer LS50) para observar la fluorescencia
intrinseca de los triptéfanos. Se midié ademas la dispersion de luz a 350 nm,

excitando a 350 nm. Se uiiliz6 el corrimiento del maximo de emision como indicador
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de cambio de estado. Las curvas fueron ajustadas a una curva sigmoidea cuadritica
de dos estados utilizando el programa SigmaPlot® (Systat Software, Inc, Alemania).
Las mediciones de dicroismo circular fueron hechas en un especiro polarimetro
JASCO J-600 en cubeta de cuarzo con un paso optico de 1 mm. La c;)ncentracién de
proteina fue de 0,01 mg/ml. Cada curva corresponde al promedio de 5 mediciones.
Se graficé la elipticidad residuo promedio vs. la concentracion de desnaturante. Las

curvas fueron suavizadas utilizando la funcion “smoother 2D” del programa

SigmapPlot®.

6. c. Marcaje de tubulina recombinante. Se diluyeron 5 mg de tubulina
recombinante purificada segiin el protocolo descrito en la seccion (6.a) por dilucion
rapida en vortex en un tubo que contiene 0,5 mg de TAMRA o BIOTINA, en 1 ml de
solucién de marcaje (Hepes 25 mM, pH 7,5, Urea 1 M). Se dejé incubando durante
una hora en hielo con agitaciones recurrentes. Con la finalidad de separar Ia sonda no
unida de la sonda unida, se cargd la proteina marcada en una columna de Sephadex
G25 previamente equilibrada en solucién de marcaje y posteriormente se eluyd con
el mismo amrotiguador. Las fracciones que presentaron proteina fueron separadas y
concentradas en sistema Centricon con un corte de 30 kDa (Amicon) hasta llegar al
volumen inicial. La proteina marcada y concentrada fue cargada nuevamente en una
columna de Sephadex G25 en las mismas condiciones de la cromatografia anterior y
eluida con solucién de marcaje. Las fracciones de la cromatografia que presentaron
proteina fueron concentradas nuevamente en Centricon. Para las proteinas marcadas
con TAMRA se procedio a estimar el grado de marcaje espectrofotometricamente

utilizando la siguiente formula recomendada por el fabricante.
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ABSprotetna = ABS2800m — ABSsssnm (0.3)

Grado de Marcaje = (ABSsssum * 51169 (gr/mol)) / ([y-tubulina g] * 65000 M cm™)

La férmula del grado de marcaje es una relacion entre la cantidad de
moléculas de sonda y Ia cantidad de moléculas de proteina, de modo que un indice de
1 significa que existe una molécula de sonda por una de proteina. Se trabajé con
proteinas que presentaron un grado de marcaje cercano a 1. La concentracion de y-
tubulina se obtiene segin el método descrito en Ia seccidén 6. a utilizando el valor de
ABSproteina-

Las proteinas marcadas con biotina fueron analizadas por un ensayo
semejante a un inmunoblot, utilizando estreptavidina conjugada con HRP

{peroxidasa de rdbano) en vez de anticuerpos, revelando por quimicluminicencia.

6. d. Ensayos de incorporacién de y-tubulina, Para este tipo de ensayos se utilizd

v-tubulina recombinate purificada segin el protocolo descrito en la seccién (6. a). La
proteina recombinante fue marcada con TetraAminoMetil Rodamina (TAMRA) o
Biotinilada segiin el protocolo descrito en la seccidn (6.c). La proteina recombinante
" mantenida en solucién urea I M antes de la inyeccidn, se centrifugd en microfuga a
14,000 rpm por 10 min para evitar agregados. Los embriones tempranos fueron
inyectados en estado de una célula con 5 nl de una solucion que contenia I mg/ml de
proteina, utilizando un microinyector con microagujas hechas con capilares de
borosilicato de 1,2 mm de didmetro externo, 0,69 mm de didmetro interno y 10 cm

de largo (Sutter Instruments. Novato. CA.) en un “puller” (NARISHIGE modelo PC-
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10) en dos pulsos de calor (a 88.3 °C y 99,2 °C), micromanipulador y lupa. Los
embriones inyectados con y-tubulina TAMRA fueron llevados de inmediato al
microscopio de fluorescencia invertido (Zeiss Axiovert 135 equipado con camara
CCD Hamamatzu refrigerada modelo C5985; motor en Z (Prior); objetivos
Achroplan para bajas magnificaciones (X 10 a 40) y optobar (X 1,6 — 2,5)) para ser
observados in vive. O bien, luego de una incubacion de 2 h a 28 °C, los embriones
fueron decorionados y fijados en solucién formalina-dcido acético durante 4 h.
Posteriormente lavados 3 veces por 30 min con PBS. Durante el primer Javado se
adicioné DAPI 0,01 mM a la solucién. Los embriones asf tratados fueron montados
en solucién de montaje y Hevados al microscopio de fluorescencia.

La proteina biotinilada se traté del mismo modo que la marcada con TAMRA.
Los embriones fueron microinyectados con gotas de 5 nl en estado de 1 célula, se
inyectaron alrededor de 300 embriones por experimento, y se incubaron durante 4 h a
28 °C para permitir que continien con su desarrollo. Posteriormente los embriones
fueron tratados con el protocolo de extraccién de complejos y-TURC descrito en la
seccion (6. f). Las fracciones obtenidas fueron analizadas por inmunoblot utilizando
anticuerpos anti-y-tubulina y estreptavidina conjugada con HRP, a modo de

inmunoblot para poder detectar la proteina biotinilada (ver titulos en Tabla 1).

6. e. Inmunofluorescencias. Los embriones tempranos de pez cebra previamente
decorionados fueron fijados en paraformaldehido al 4% v/v en solucién PBS durante
4 h, sin agitar, cuidando preservar su integridad. Posteriormente se lavaron 3 veces
por 10 min en PBS con ligeras agitaciones manuales de vez en cuando. Los

embriones fueron incubados en solucién de bloqueo (BSA 0,2%, tween 20 al 0,01%,
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DMSO al 1% en PBS) durante 24 h a 4 °C y posteriormente incubados con
anticuerpo primario durante toda la noche a 4 °C en solucién de bloqueo (ver titulos
en Tabla 1). Al tercer dia, se hicieron 3 lavados de una hora en solucion de bloqueo a
temperatura ambiente. Posteriormente, los embriones fueron incubados con el
anticuerpo secundario durante 4 h a temperatura ambiente en solucidn de bloqueo
(ver titulo en Tabla 1). El anticuerpo fue lavado por incubacién de los embriones en
PBS durante una hora a temperatura ambiente y posteriormente toda Ia noche a 4 °C.
Al siguiente dia los embriones fueron incubados con DAPI 0,01 mM en PBS durante
30 min y posteriormente lavados dos veces por una hora en PBS. En este estado los

embriones est4n listos para montar en solucion de montaje (Glicerol:PBS 9:1).

6. f. Extraccién de complejos v-TURC. Se maceraron en homogeneizador (vidrio-
teflén) de 5 ml alrededor de 100 embriones sin decorionar en 1 volumen de solucidn
de extraccién. El macerado fue centrifugado a 14.000 rpm en microfuga a 4 °C
durante 20 min. El sobrenadante fue cargado en gradientes discontinuos de glicerol
(5%, 10%, 20%, 40%) preparados en solucion de extraccién 2. Los gradientes son
preparados la noche anterior en un volumen total de 4 ml. Los gradientes cargados
con la muesira fueron cenirifugados en un rotor sorval AH650 Sorval a 40.000 rpm
durante 4 h a 4 °C. Posteriormente, los gradientes fueron separados de arriba hacia
abajo en fracciones de 200 pl. Las fracciones resultantes fueron analizadas por geles
de poliacrilamida-SDS e inmunoblot utilizando anticuerpos anti-y-tubulina, anti-a-

tubulina. Las fracciones que contienen sefial de y-tubulina fueron utilizadas para

ensayos de polimerizacion de microttibulos in vitro.
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6. g. Purificacién de tubulina de cerebro de pollo. Se extrajeron cerebros de
alrededor de 400 cabezas de pollo frescas, tratadas en hielo. Alrededor de 600 ml de
cerebros fueron lavados dos veces con un volumen de solucién PMS, es importante
que esta solucién sea mantenida en hielo antes de usar. Posteriormente se agregaron
1,5 voltmenes de PMS a los cerebros para ser homogeneizados en una juguera
durante 45 seg. El homogeneizado fue centrifugado durante 40 min a 10.000 tpm en
rotor GSA Sorvall previamente enfriado. Posteriormente al liquido sobrenadante se le
agrega lentamente 32% de SO4(NHa); en hielo y agitacién continna. Se deja reposar
por 10 min, La solucién se centrifuga a 10.000 rpm en rotor GSA Sorvall durante 40
minutos. El precipitado resultante es descartado y al sobrenadante se le adiciona
SO4(NH,); lentamente hasta alcanzar el 43% de saturacion, en hielo y agitacion
continua. Se deja reposar por 10 min y posteriormente se cenrifuga a 10.000 rpm en
un rotor GSA Sorvall. El precipitado fue resuspendido en PMG utilizando un
homogeneizador vidrio-teflén, hasta alcanzar un volumen de alrededor de 50 ml. Los
50 ml se mezclan con alrededor de 300 mi de DEAE-Sephadex ASQ previamente
equilibrada en PMG. El material cromatografico fue lavado dos veces con un
volumen de PMG-KCI 0,4 M y posteriormente eluido dos veces con 250 ml de
PMG-KC1 0,8M. Al total del eluido se le agregé lentamente 43% de saturacién de
SO4(NHy); y se centrifugd durante 40 min a 10,000 rpm en un rotor GSA Sorvall. El
precipitado fue disuelio en alrededor de 5 ml de PMG y posteriormente
cromatografiadc en una columna de exclusion molecular Sephadex G25
preequilibrada y eluida con PMG a un flujo no menor a 1 ml/minuto. Las fracciones
se analizaron induciendo la polimerizacién de MT por adicion de MgCl. Las

fracciones que presentaron precipitado blanco fueron centrifugadas a 5.000 xg
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durante 10 minutos. El pellet fue resuspendido en 2 mi de soluciéon PMG-sacarosa y
se dejé dializando contra esta misma solucién durante toda la noche a 4 °C. La
concentracién de tubulina fue estimada espectrofotométricamente midiendo la
absorbancia a 280 nm y utilizando un coeficiente de extincién de 1,03 mg'ml cm™
(Na y Timashef, 1980). La proteina fue congelada en nitrdgeno liquido y gnardada a

-80 °C.

6. h. Ensayo de polimerizacién de microtiibulos. Para la polimerizacion de MT fue
utilizada tubulina purificada desde cerebro de pollo segun el protocolo descrito en la
seccién (6. g). La tubulina libre de sacarosa fue inducida a polimerizar por
temperatura (pasando de 4 a 37 °C) en solucién de polimerizacidn. Para la
polimerizacidn seguida en espectrofotometro (observando en el tiempo como cambia
la absorbancia a 350 nm durante la reaccion) se utilizé una cubeta de cuarzo con
camisa interna para lograr cambios rapidos de temperatura. Las curvas obtenidas
fueron ajustadas a un modelo sigmoideo de dos variables (SigmaPlot). EI punto
medio fue graficado como tiempo medio de latencia versus cantidad de exiracto de y-
TURC adicionado (Figura 8). Para los ensayos seguidos por inmuneblot se indujo la
polimerizacién por temperatura pasando de 4 a 37 °C en solucién de polimerizacion,
Ias muestras fueron tomadas a los 0, 5 y 15 min de reaccién y precipitadas por
Airfuge BECKMAN a 100.000 xg durante 5 minutos. Los liquidos sobrenadantes y
los precipitados fueron separados y analizados por geles de arcrilamida-SDS tefiidos

con Azul de Coomasie y por inmunoblot utilizando anticuerpos anti-y-tubulina.

6. i. Purificacién de CCT. 100 g de testiculos de toro fueron macerados en batidora
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en presencia de 1 volumen de solucién H (al cual se le agrega PMSF 1 mM, DTT 1
mM e inhibidores de proteasa en el momento de usar). El homogeneizado fue filtrado
por 3 a 4 capas de gasa. Posteriormente el ‘ﬁltrado fue vuelto a lisar en un
homogeneizador (vidrio-teflon) y filtrado nuevamente por 3 a 4 capas de gasa. El
filtrado fize centrifugado durante 30 min a 9.000 rpm en rotor Sorvall §534 a 4 °C. El
sobrenadante resultante fue ultracentrifugado en un rotor Beckman 50.2Ti durante
una hora a 34.000 rpm. El sobrenadante que contiene la fraccién citosélica fue vuelto
a filtrar por gasa. Al filtrado se le afiade lentamente SO4(NHa4)2 hasta llegar al 30% de
saturacién en hielo. Se dejé incubar 30 min y posteriormente se centrifugd durante
30 min en rotor Sorvall S834 a 10.000 rpm a 4 °C. Al sobrenadante se le volvio a
afiadir SO4(NHy); hasta alcanzar el 50% de saturacion. Después de 30 min de
incubacidn, fue centrifugado en rotor sorval SS34 a 10.000 rpm durante una hora a4
°C. Posteriormente el precipitado fue resuspendido en 10 ml de solucién A (a la cual
se le agrega PMSF 1mM, DTT 1mM e inhibidores de proteasa en el momento de
usar) y puesto a dializar contra 1 I de esta misma durante 2 h. Posteriormente la
muestra dializada fue cargada en gradientes discontinuos de sacarosa (preparados del
siguiente modo; 10%, 12.5%, 15%, 17.5%, 20%, 22.5%, 25%, 27.5%, 30%, 32.5%,
35%, 37.5% y 40% de sacarosa preparados en solucién A) y centrifugados en un
rotor Beckman SW28 a 23,500 rpm durante 17 h a 4 °C. Los gradientes una vez
centrifugados fueron separados en fracciones y éstas analizadas por geles de
eleciroforesis en geles de acrilamida-SDS. Las fracciones que presentan mayor
enriquecimiento de CCT fueron dializadas contra 1 1 de solucién A toda la noche a 4
°C. La muestra dializada fue cargada en una columnna de afinidad Hepanin-Sepharose

(5ml) preequilibrada con solucién A y posteriormente eluida mediante un gradiente
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de elusi6n entre las soluciones A y B (1. del 0 al 15% de B en 4 vol de columna. 2. de
15 al 100% de B en 7 vol de columna 3. 100% de B en 1 vol de columna). Las
fracciones procedentes del cromatograma fueron analizadas mediante electroforesis
en geles de acrilamida-SDS (10%). Las fracciones mas enriquecidas en CCT fueron

congeladas en nitrogeno liquido y guardadas a -80 °C.

6. j. Ensayo de interaccién por geles. Se hicieron reaccionar 14,5 pg CCT
purificada segiin la metodologia descrita en Ia seccidn 6. i y 22 pg de y-tubulina
recombinante en una relacién molar de 1:30 en 50 pl de solucién A. La reaccion fue
incubada a 30 °C durante 30 min para permitir la interaccién. Posteriormente las
muestras se cargan en un gel nativo de poliacrilamida (10%) que es corrido al menos
durante 6 h a 4 °C (1 dimensién). Utilizando la tincién Coomassie Biosafe (Biorad)
es posible tefiir parte del gel para observar donde se encuentra el complejo CCT-y-
tubulina. Se escindieron pequefios fragmentos de los carriles a la altura del complejo
CCT-y-tubulina visto por Coomassie Biosafe. Los pequefios fragmentos de gel fueron
incubados a 95 °C durante 5 min con solucién de carga (SDS) para ser analizadas por
electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS 10% (2° dimension) tifiendo
posteriormente con Azul de Coomasie. Cuando existe interaccién aparece y-tubulina
junto con CCT en la 2® dimensién. Los carriles fueron analizados por densitometria
utilizando el programa LABWORKS (Perkin Elmer. Inc), para estimar las cantidades

relativas de interaccion.

6.k. Microscopia electrénica de complejos CCT-y-tubulina. Se hicieron reaccionar

87 ug de CCT purificada de testiculos de bovino (metodologia seccidn 6. i) con 16
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pg de y-tubulina recombinante (seccion 6. a) en una relacion molar de 1:3,5,
mediante dilucién rapida en vortex en un volumen de 300 ul de solucién A. La
reaccion fue incubada a 30 °C durante 30 min. Los complejos CCT-y-tubulina fueron
separados de la proteina no unida mediante cromatografia de filtracidén en gel,
utilizando una columna de Superosa 12 (Pharmacia) preequilibrada en bufer A. Las
fracciones obtenidas de la cromatografia fueron analizadas por electroforesis en gel
de poliacrilamida-SDS tefiido con azul de coomassie. La fraccién con mayor
cantidad de CCT fue utilizada para preparar las grillas de microscopia de
fluorescencia. Las grillas de Cobre-Rodio fueron preparadas segin la metodologia de
tincién negativa en acetato de uranilo: las grillas fueron incubadas 2 min con la
muestra sin diluir, lavadas rapidamente en agua nanopura:y posteriormente incubadas
durante 1 min en acetato de uranilo 2 mg/ml. Las grillas fueron visualizadas en un
microscopio elecirénico de transferencia Geol 100, utilizando 80 Watts de potencia.
Las fotografias de microscopia fueron tomadas todas a 20,000 aumentos utilizando la

metodologia de enfoque de dosis baja (low dose).

6. I. Procesamiento de imagenes de microscopia electronica. Para el mejoramiento
de la resolucién de las particulas de complejos y-tubulina-CCT en las micrografias
de microscopia electronica de transmision (segin la metodologia descrita en la
seccion 6. k.), se utilizé el procedimiento de alineamiento por maxima probabilidad
(maximum likelihood alignment) del paquete de programas XMIPP desarrollado en
el Centro Nacional de Biotecnologia del CSIC, Madrid-Espaiia

(http://xmipp.cnb.csic.es).

Para esto se seleccionaron a mano particulas individuales desde las micrografias de
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microscopia electrénica tomadas segnin la seccion 6.k previamente digitalizadas en
un digitalizador Zeiss. La seleccién se realizé utilizando el programa Xmipp Mark.
Posteriormente las particulas seleccionadas fueron cortadas mediante el programa
Xmipp_scissor en imagenes de 100 x 100 pixeles. Todas las imagenes de particulas
seleccionadas fueron normalizadas utilizando el método Ramp del programa
Xmipp normalize. Las imagenes de particulas Unicas seleccionadas y normalizadas
se alinearon para mejorar su resolucién utilizando la metodologia de alinecamiento
rapido por méxima probabilidad del programa Xmipp_MLalign2D (Fast maximum
likelihood 2D Alignment) (Scheres y col., 2005a; Scheres y col., 2005b ) del paquete
de programas Xmipp. Se considerd oportuno correr un MLalign2D de siete
referencias con un total de 3.980 particulas. Se tomaron todas las particulas de las
referencias que mostraban la cavidad de CCT llena. Estas particulas se juntaron en un
solo grupo y se realiz6 con ellas varios pasos de alineamientos rotales y
transacionales. Lo mismo para las particulas vacias. Luego del alineamiento se
utilizé el programa xmipp_classify kerdersom para clasificarlas  segun
heterogeneidades. Posteriormente fueron seleccionadas el grupo de particulas del
mejor alineamiento para ser alineadas nuevamente mediante el programa
Xmipp MLalign2D, con lo cual se generé la imagen promedio de particulas de CCT

vacias, particulas de CCT-y-tubulina y complejos ternarios CCT-y-tubulina-

anticuerpo.

6. m. Mutaciones sitio-dirigidas. Las mutaciones sitio-dirigidas fueron realizadas
utilizando el kit de mutagénesis por PCR Quickexchange de Stratagene (La Jolla,

CA. USA). El pldsmido utilizado como templado fue para todos los casos el pET11a-
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Tubgl descrito en la Figura 2. Los partidores utilizados para la mutacion M249E
fueron; Reverso 3’GAT GAG GTC ATT GTT CTC GTA GCC AGG GTA GCG5’;
delantero 3’CGC TAC CCT GGC TAC GAG- AAC AAT GAC CTC ATCS’. La
proteina quimérica del Loop T7 fue lograda con tres mutaciones secuenciales
utilizando las siguientes parejas de partidores, Mutacion M249L; Reverso: 3’GAG
GTC ATT GTT CAG CTA GCC AGG AAA GC5’; delantero: 3°GCT TTC CTG
GCT ACC TGA ACA ATG ACC TC5’; Mutacion Y245F: Reverso 3°GTT CAT GTA
GCC AGG AAA GCG CAG GGT GGT G5’; delantero 3’CAC CAC CCT GCG CTT
TCC TGG CTA CAT GAA C5’; Mutacién Y248Q: Reverso 3’GAG GTC ATT GTT
CAG CTG GCC AGG AAA GCG CAGS?’; delantero 3°CTG CGC TTT CCT GGC
CAG CTG AAC AAT GAC CTCs".

Todas las reacciones de PCR para mutagénesis se realizaron utilizando la
enzima PFU-turbo de Stratagene (La Jolla, CA. USA) en las siguientes condiciones;
10 ng de DNA templado; 125 ng de cada partidor; 0,5 mM de DNTP (ATP, GTP,
CTP y TTP) y amortiguador especifico del enzima. EL ciclo de PCR utilizado fue €l
que sigue; paso 1) 95 °C por un minuto; paso 2) 95 °C por 50 seg; paso 3) 60 °C por
50 seg; paso 4) 68°C durante un minuto por cada kb del plasmido templado (para el
caso de pET11a-Tubgl se utilizé 7 min) después de este paso se vuelve al paso 2) 18
veces, completando 19 ciclos. Posteriormente se da un tlitimo paso de elongacion a
68 °C durante 7 min, Los productos de las reacciones de PCR fueron digeridos con la
enzima de restriccién Dpnl (Satratagene) incubando la reaccion durante una hora a
37°C.

Los plasmidos resultantes fueron introducidos mediante transformacion en

cepas ultra-competentes de E. coli XL10-Gold (Invitrogene). La transformacién se




hizo por choque térmico a 42 °C durante 30 seg de una solucién que contenia las
cepa bacteriana y 2 ml del plasmido producto de la reaccién de mutagénesis
previamente digerido con Dnpl. Luego, las bacterias fueron incubadas en medio
NZY* broth durante 1 h a 37 °C y posteriormente fueron plaqueadas en medio
restrictivo, LB-Ampicilina. De las colonias resultantes se seleccionaron tres clones
para cada mutacién, a estos se les extrajo el DNA plasmidial utilizando el kit
E.ZN.A. Plasmid Mini Kit II de Omega Bio-Tek (Doraville, GA, USA). Los
plasmidos fueron analizados por digestion con enzimas de restriccion utilizando las
enzimas EcoR1 y HindIII (Fermentas), que poseen sitios tinicos de restriccién dentro
del plasmido. Los plasmidos se analizaron en cuanto a su capacidad de sobreexpresar
y-tubulina (seccién 6.p) y su secuencia fhe confirmada por secuenciacidn en la
empresa MACROGENE (Setl, Korea). Los pladsmidos seleccionados fueron
llamados pET11a-Tubg-M249E y pET1la-Tubg-T7f dependiendo de la mutacidn

que portan.

6. n. Extraccion de RNA de embriones tempranos del pez cebra y RT PCR. Se
lizaron al rededor de 100 embriones tempranos del pez cebra utlizando 200 pl de
TRIZOL y se agité fuertemente mediante vortex para lograr un lisado completo.
Posteriormente el homogenizado se separé en dos fases adicionando 40 pl de
cloroformo (CHCI3), agitando manualmente durante 15 seg vy Inego de una breve

incubacion de 3 min, se centrifugd a 12.000 rpm en una microfuga durante 15 min a

4 °C, Se separdé manualmente la fase acuosa de la fase orgénica. La fase acuosa fue
traspasada a un tubo de microfuga nuevo al cual se le agregaron 100 pl de

isopropanol y se dejo incubando durante 10 min a temperatura ambiente.
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Posteriormente se centrifugd a 12.000 rpm en microfuga a 4 °C. El precipitado fue
lavado con 200 ml de etanol al 75% mediante cenfrifugacién a 12.000 rpm en
microfuga a 4 °C. El precipitado resultante fue resuspendido en agua nanopura
esteril. Todo el procedimiento fue hecho en condicién libre de RNAsas. La
concentracién de RNA fue estimada espectrofotométricamente midiendo la absorcion

a 260 nm utilizando la siguiente relacion:

1 D.0. 260 nm = 40 mg RNA/ml

6. 0. RT-PCR. La retrotranscripcion fue hecha autilizando la retrotranscriptasa M-
MLV Reverse Transcriptase de Promega (Madison, WI. U.S). Para elio se utilizaron
2 pg de RNA; 2 pmoles del partidor especifico tubgll reverso; 0,5 mM de DNTP y
200 unidades totales de retrotranscriptasa mas el amortiguador especifico-del enzima.
El programa de termociclador que se utilizd para Ia reaccién fue: 70 °C durante 5 min
antes de agregar la enzima y el amortignador. La reaccidn se transfiere rapidamente a
hielo v se incuba un minuto. Se agrega el amortiguador especifico del enzima, se
mezcla y posteriormente se agrega el enzima. Luego se transfiere nuevamente al
termociclador donde se continta con el siguiente programa: 25 °C durante 10 min. 42
°C durante 50 min y posteriormente a 70 °C por 15 min. El cDNA generado se utiliza

directamente en la reaccion de amplificacion por PCR.

Para la amplificacién por PCR se utilizé la Tag-polimeraza de Invitrogene
(Carlsbad, CA, U.S.). La reaccién se realizé como sigue: 0,4 mM de DNTP; 0,15
mM de MgCl, (Invitrogene), 0,5 pM de ambos partidores tubgll (delantero y
reverso), 2 pl del cDNA resultante de la retrotranscripicién, amortiguador especifico

de la polimerasa (sin MgCl,) y 100 unidades totales de Tag-polimerasa.
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El programa de termociclador utilizado para la reaccién fue el siguente; Paso
1) 95 °C durante 1 min. Paso 2) 95 °C durante 1 min. Paso 3) 65 °C durante 30 seg.
Paso 4) 72 °C durante 1 min, el programa regtesa 28 veces al paso 2). Luego del
ultimo ciclo se agregd un paso de elongacidn, paso 5) de 72 °C durante 10 min. El
resultante de la reaccién fue analizado por electroforesis en gel de agarosa al 1%,

tifiendo con bromuro de etidio.

6. p. Ensayos de sobreexpresion. Se transformaron por eleciroporacion cepas de £.
coli BL21 con los plasmidos pET11a-Tubg, pET11a-Tubg-M249E y pET11a-Tubg-
T78. Las transformantes fueron plaqueadas en medio restrictivo LB-ampicilina. Se
selecciond una colonia de cada cepa portadora de pldsmido para hacer un preindculo.
Posteriormente se crecieron las bacterias de cada cepa por separado a partir de los
preindculos en medio LB-ampicilina a 37 °C en agitacion hasta alcanzar una D.O. A
600 nm de 0,6. En este punto se separaron los cultivos en 5, a cuatro de éstos se les
adicioné 0,005; 0,01; 0,05; 0,1 mM de IPTG respectivamente y se dejé uno sin IPTG,
Todos los cultivos fueron incubados a 37 °C en agitacién durante 3 h. Posteriormente
1 ml de los cultivos fue precipitado por centrifugaciéon y lavado tres veces por
centrifugacién con agua nanopura de modo de eliminar todo el medio de cultivo.
Posteriormente los precipitados de bactetia fueron lisados directamente en solucién

de carga (SDS) por incubacién a 95 °C.durante 10 min.

6. q. Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS. Los analisis de electroforesis
en geles de poliacrilamida-SDS se realizaron segin Laemmli (1970). Se uiilizo

acrilamida al 10% en el gel separador y 4% en el gel concentrador, preparados en las
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soluciones de gel separador y de gel concentrador respectivamente. Las muestras
fueron disueltas en solucién de carga e incubadas a 95 °C durante 5 min y
posteriormente {ueron cargadas en los pocillos. La electroforesis se hizo a corriente
eléctrica constante de 25 mA hasta que el frente de corrida esté cercano a caer. Los
geles fueron o bien tefiidos con solucion de tincién de azul de Coomassie y
destefiidos posteriormente con solucion de distincién. O bien fueron transferidos a

membranas de nitrocelulosa para realizar immunoblots.

6. r. Electroforesis en geles de acrilamida en condiciones nativas. Los anélisis de
complejos CCT-y-tubulina hechos por electroforesis en gel de acrilamida en
condiciones nativas, fueron realizados en geles de dos fases, la primera, a modo de
gel concentrador fue preparada al 3% de acrilamida en amortiguador TRIS 30 mM
pH 6,8 y 1a segunda fue preparada al 6% de acrilamida en amortiguador TRIS 375
mM pH 8,8. Las muestras fueron preparadas en solucién de carga (gel nativo) y
cargadas en los pocillos. Los geles fueron corridos a corriente eléctrica constante de
100 mA durante toda la noche a 4 °C. Posteriormente se escindio una region del gel
para ser tefiida con solucién de azul de Coomassie BioSafe (BioRad) y ser usada
como testigo para con el resto del gel continuar con el experimento de interaccidn

(seccidn 6. )

6. s. Preparacion de células electrocompetentes y electroporacion. Las células
fueron crecidas en medio LB hasta alcanzar una D.0O. de 0,6 a 600 nm. Luego fueron
colectadas por centrifugacion en tubos de microfuga frios y posteriormente lavadas

tres veces por centrifugacion en glicerol al 10% estéril y frio. Las células
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electrocompetentes quedaron concentradas alrededor de 10 veces en comparacién al
volumen del cultivo inicial. Para electroporar se mezclaron 30 pl de células
elecirocompetentes con 2 a 5 pl de DNA. La electroporacion se realizé en un equipo
Bio-Rad Gene Pulser acoplado a un controlador de pulso. El voltaje utilizado fue de
2500 V, la resistencia de 200 Ohms y la capacitancia de 25 pFd. Una vez dado el
pulso las células fueron incubadas durante una hora a 37 °C en un mi de medio LB.

Posteriormente fueron plaqueadas en medio restrictivo LB-ampicilina,

6. t. Inmunoblots. Se realizd la transferencia de las proteinas directamente desde el
gel de poliacrilamida-SDS a una membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad) mediante
electrotransferencia, en solucién de transferencia, La electrotransferencia fue
realizada a un voltaje fijo de 100 V y amperaje variable, durante 90 min a -20 °C.
Posteriormente las membranas fueron incubadas durante toda la noche en solucién de
blogueo (inmunoblot) a 4 °C. Las membranas blogueadas fueron incubadas en
anticuerpo primario (ver titulos en Tabla 1) disuelto en 5 ml de solucién de bloqueo
con agitacidn constante durante una hora a temperatura ambiente. Posteriormente las
membranas fueron lavadas tres veces con 20 ml de solucion TBS-Tween20 al 0,1% .
Las membranas ya lavadas fiteron incubadas con ariticuerpo secundario fusionado a
la peroxidasa de rabano (HRP) disuelto en solucion de blogueo durante una hora con
agitacion constante a temperatura ambiente. Posteriormente las membranas fueron
lavadas tres veces en solucion TBS-tween20 al 0,1%.

El revelado de las membranas fue realizado por el método de
quimioluminicencia, Para esto las membranas fueron incubadas en solucion de

revelado por tres minutos a temperatura ambiente en cuarto oscuro. Posteriormente
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se expuso la membrana a una pelicula fotografica (Fuji Medical X-Ray Film.

FUJIFILM. Tokio, Japdon) durante el tiempo necesario para que la sefial aparezca.

Los films fueron desarrollados en maquina de revelado automéatica marca AGFA

modelo Curix60.
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Figura 2. Representacién esquematica del plidsmido de sobreexpresion Pet11A-y-
tubulina. El plasmido posee clonado el gen de la y-tubulina humana (AAF34188.1)
corriente abajo del promotor T7 del vector. Las flechas anaranjadas representan el
gen lacl, el gen que confiere resistencia a ampicilina y el gen de y-tubulina. Se
resaltan los sitios de corte con enzima de restriccion con los cuales fue clonado el
gen (EcoRI y Ndel). El promotor del fago T7, el operador lac y el origen de

replicacion (ori).
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7. RESULTADOS.

7. a. Expresion de y-tubulina en embriones tempranos del pez cebra. No hay
mucha informacion acerca de la expresion de y-tubulina en el pez cebra. De hecho,
no se sabe si la y-tubulina se sintetiza durante los estadios mds tempranos del
desarrollo. Es sabido que los embriones no expresan su genoma hasta el estadio de
blastula intermedia (Kane y Kimmel, 1993; Pellegri, 2003). Por ende la funcién de la
y-tubulina puede depender de un conjunto preexistente de proteina depositada en el
ovocito durante la ovogénesis, como un producto materno y por ende la via de
sintesis de y-tubulina puede no estar operativa en los embriones. Esto es fundamental
para la metodologia que se propuso implementar, pues implica que Ia proteina
recombinante micro-inyectada en los embriones podria no llegar a ser plegada
correctamente. Para determinar que la via de sintesis y plegamiento de las tubulinas
estd operativa en los embriones tempranos del pez cebra, se hicieron experimentos
tendientes a detectar la presencia del mensajero de y-tubulina y determinar los
niveles de expresion de la proteina en distintos estadios del desarrollo temprano,

Se analizé mediante inmunoblot los niveles de expresién de la y-tubulina
durante el desarrollo temprano del pez cebra. En la Figura 3A se muestra un
inmunoblot anti-y-tubulina y anti-actina (a modo de control de carga) de lisados
crudos de embriones de 1 a 11 h de desarrollo. Se observa en el inmunoblot de la
Figura 3A que los extractos de embriones muestran una sola banda de y-tubulina.
Entre fas 8 y 11 h del desarrollo hay una disminucién de la proteina. Al normalizar
las densitometrias por la sefial de actina y aplicar un analisis estadistico mediante un
test de Student, observamos que no hay diferencias significativas en cuanto a la

expresion de y-tubulina durante el desarrollo temprano del pez cebra entre los
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estadios analizados.

Los experimentos anteriores no permitieron discriminar si existe sintesis de
novo y degradacion de y-tubulina en los embriones, pues los niveles de proteina se
mantienen constantes. Por tanto, para dilucidar si existe sintesis y degradacion de la
y-tubulina en el embrion, se abordé el problema mediante la siguiente estrategia: Si
el mensajero de y-tubulina se encuentra en los estadios tempranos del emlzﬁén, es
posible que se esté traduciendo, de modo que puede ser silenciado, asi, cuando se
bloguea la traduccidn, la cantidad de y-tubnlina disminuird en funcién de su tiempo
de recambio. Con este propoésito se detectdé el mensajero de la tinica secuencia de
cDNA de y-tubulina disponible en la base de datos del pez cebra ZFIN
(www.zfin.org), el gen tubgll (NM_200908.1). En la Figura 3B se muestra una
electroforesis en gel de agarosa al 1% del producto de PCR hecho con cDNA
preparado por retrotranscripcion desde exiractos de RNA de zigotos. Los partidores
se disefiaron para flanquear el sexto intrén en la secuencia cromosémica (Ensemble
Zebrafish: ENSDARG00000015610) de modo que cualquier amplificado desde DNA
cromosomico tendrd un tamafio mucho mayor. El producto de PCR que se observa en
el gel de la Figura 3B tiene el tamafio esperado de 400 pb y su identidad se confirmé
mediante secuenciacion. Este resultado asegura que el mRINA del gen de y-tubulina
del pez cebra esta presente en los estadios mas tempranos del desarrollo y por ende
es susceptible de ser silenciado traduccionalmente. Estos resultados se confirmaron
en un trabajo reciente, donde se detecté la presencia del mensajero de y-tubulina
mediante hibridizacion in situ en el ovario, ovocito y embrion del pez cebra (Liu y

Lessman, 2008).
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Figura 3. Expresién de y-tubulina en embriones tempranos del pez cebra. En A
se muestra un inmunoblot revelado con un anticuerpo monoclonal anti-y-tubulina y
un anticuerpo policlonal anti-actina (control de carga). Las muestras corresponden a
embriones del pez cebra provenientes del mismo cruce, lisados a distintos estadios
del desarrollo temprano. Los embriones se incubaron a 28 °C durante el tiempo
indicado en 1a Figura. En B se muestra un gel de agarosa al 1% donde se cargo el
producto de PCR proveniente de cDNA sintetizado a partir de mRNA de embriones
del pez cebra de 1 h de desarrollo. Los partidores utilizados en la reaccién de PCR
son especificos para amplificar el gen de y-tubulina del pez cebra. A modo de control

negativo se realizé el mismo procedimiento en ausencia de retrotranscripcion.
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El silenciamiento del mRNA de y-tubulina se realizé mediante el sistema de
silenciamiento por oligo morfolino anti-sentido (Mo), el cual es ampliamente
utilizado con estos fines en pez cebra. La molécula de Mo es muy resistente a la
degradacion enzimética y tiene la misma capacidad de hibridacién que el RNA
(Corey y Abrams, 2001). Mediante este sistema es posible silenciar [a expresién de
un mRNA por impedimento estérico de la unién al ribosoma. Para esto es necesario
disefiar un Mo que hibride con el mensajero en la region que abarca el primer codén
del gen. El Mo disefiado, llamado Mo-tubgll, se microinyect6 en zigotos del pez
cebra a varias concentraciones. En la Figura 4 se muestran micrografias de
embriones de pez cebra inyectados con 5 nl de Mo-tubgll 0,1 mM y 0,6 mM y
embriones inyectados con el vehiculo de inyeccion, todos pertenecientes al mismo
cruce. Como se observa en la Figura 4B, los embriones inyectados con 0,1 mM de
Mo-tubgll presentaron un fenotipo ventralizado, claramente anormal a las 24 h post
fecundacién. Este fenotipo es muy reproducible, pues el 95% (+/-5) de los embriones
lo presenté. Sin embargo, estos embriones no presentaron un fenotipo diferenciable
de los embriones control antes de las 12 h de desarrollo. Al inyectar 5 nl de Mo
tubgll a concentraciones superiores de 0,3 mM, apareci6 otro fenotipo, también muy
claro y reproducible. Ef Mo a estas concentraciones tuvo un efecto mucho mais
temprano. Como se observa en la Figura 4C, al inyectar 0,6 mM de Mo-tubgll, el
desarrollo de los embriones se detuvo entre los estados de 50% y 70% de epibolia
(Kimmel y col, 1995). Estos embriones se mantuvieron aparentemente vivos
después de 24 h post-fecundacién a pesar de que su desarrollo se detuvo. Los
embriones inyectados con el Mo-tubgll que presentan este fenotipo seran llamados

embriones “morfantes”.
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El andlisis de la expresion por inmunoblot de y-tubulina de extractos crudos
de embriones morfantes para confirmar el silenciamiento de la expresién mostrd
que, la y-tubulina persiste aun hasta las 24 h post fecundacién (Figura 4D). Las
densitometrias de la sefial de y-tubulina en los inmunoblots normalizada por la sefial
de actina, no mostraron diferencias significativas entre los embriones morfantes y los
embriones control (test de Student). Indicando que los niveles de y-tubulina no
disminuyen.

Se analizé por inmunofluorescencia el citoesqueleto de microttibulos y la
distribucién de y-tubulina en los embriones morfantes. En la Figura 5 se muestran las
inmunofluorescencias contra a-tubulina del blastodermo de un embrién control en
estado de 70% de epibolia (Figura 5A), el blastodermo de un embrién morfante (0,5
mM) de 24 h post fecundacién (Figura 5B) y de los microtiibulos corticales de un
embrién morfante de 24 h post fecundacion (Figura 5C). Se observa que en los
embriones morfantes la polimerizacién de microtibulos no desaparece
completamente. Aparecen microtibulos dispersos en el citoplasma pero sin
organizarse en estructuras definidas, como las que se observan en los blastémeros del
embrion control (en el mismo estadio del desarrollo en que se detienen los morfantes
(Figura 5A). En los embriones morfantes no se observaron blastémeros en mitosis y
los microtibulos no parecen organizarse en un centro organizador de microtitbulos.
En Ia Figura 5C se observan microtitbulos corticales, los cuales intervienen en el
proceso de gastrulacién (Solnica-Krezel y Driever, 1994) estos contintian
apareciendo, sin embargo en la capa sincicial del vitelo no se observan arreglos de
microtibulos interfisicos ni mitéticos.

En la Figura 5D se observa la inmunofluorescencia de un embrién morfante
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tefiido contra y-tubulina y con la tincién de DAPI para observar los niicleos. Se
observa que la sefial de y-tubulina aun persiste en las células. Esta se encuentra
dispersa por el citoplasma, formando pequefios agregados. Este resultado es
consistente con lo que se ha visto en los inmunoblois de la Figura 4; la y-tubulina de
los morfantes no desaparece, sin embargo, los embriones dejan de desarrollarse.

En la Figura 6 se observa una tincién DAPI de niicleos, del blastodermo de
embriones morfantes de 24 horas post fecundacion, fijados en paraformeldehido al
4%. En las micrografias se observa que todos los niicleos de las células de los
morfantes se encuentran en un mismo estado del ciclo celular, semejante al de
profase temprana (ver mas adelante), con nucleos de gran tamafio y cromatina con
cierto grado de condensacion. No se observaron células en un estado distinto del

ciclo celular,
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Ytubulina
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Figura 4. Silenciamiento del gen de y-tubulina2 en embriones del pez cebra
mediante el uso de oligomorfolino antisentido (Mo). En A, B y C, se muestran
micrografias de microscopia de campo claro de embriones de 24 horas de desarrollo
incubados a 28 °C. En A se muestra un embrién control, inyectado con 5 nl de medio
de inyeccién sin Mo. En B se muestra un embri6n inyectado con 5 nl de Mo 0,3 mM
y en C se muestra un embrién inyectado con 5 nl de Mo 0,6 mM. En D se muestra un
inmunoblot de lisados de embriones inyectados con Mo 0,6 mM (Mo) y embriones
control de 24 h post fecundacién, revelando contra y-tubulina y contra actina como se

indica. Los embriones se incubaron a 28 °C.
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Figura S. Inmunoflorescencias del citoesqueleto de microtibulos, y-tubulina y
micleo de células de embriones morfantes. Los embriones se inyectaron con 0,5
mM de morfolino Mo-tubgl1. En A se muestra una inmunofluorescencia hecha con el
anticuerpo monoclonal anti-a-tubulina de embriones controles sin inyectar en estado
de 70% de epibolia (5 h post fecundacion a 28°C). En B se muestra una
inmunofluorescencia de embriones morfantes de 24 h pf. con el anticuerpo
monoclonal anti-y-tubulina. En C se muestra una micrografia de los microtabulos
corticales de embriones morfantes de 24 h post fecundacion marcados con anticuerpo
monoclonal-anti-a-tubulina En D se muestra una immunofluorescencia de
embriones morfantes de 24 h post fecundacion revelando contra y-tubulina (en verde)
tifiendo el nucleo con DAPI (en rojo). N = Nucleo, GV = Granulo de vitelo. Las
flechas rojas indican estructuras formadas por microtibulos en el interior de las

células.

58




Figura 6. Microscopia de fluorescencia de niicleos de embriones morfantes de 24
h post fecundacién. En A y B se muestran dos campos distintos en los cualese se

observan nucleos (azul) tefiidos con DAPI del blastodermo de embriones morfantes.
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7. b. Distribucion celular de y-tubulina endégena en embriones tempranos del
pez cebra. Se analizé mediante inmunofluorescencia la distribucién celular de y-
tubulina enddgena en el pez cebra. En la Figura 7 se muesiran las
inmunofluorescencias de células de embriones de dos a cuatro horas post
fecundacion; en A, B y C, las células marcadas se han marcado con y-tubulina y la
tincion nuclear con DAPI. En D, E y F, se muestran las células marcadas con un
anticuerpo anti-at-tubulina y DAPL

La sefial correspondiente a y-tubulina en las células de los embriones aparece
siempre cercana al niicleo. Al hacer una comparacién entre las Figuras 7A, By C, es
evidente que la distribucién de y-tubulina sufre modificaciones durante el ciclo
celular. Su distribucion es diferente dependiendo del estado del ciclo en que se
encuentre la célula. Como ya hemos dicho, la y-tubulina forma parte del material
pericentrosomal. Por ende, los reordenamientos que sufre ia y-tubulina durante el
ciclo celular son representativos de reorganizaciones que sufre el centrosoma. Asi, en
la Figura 7A se muesira una célula interfisica (a juzgar por el estado de
condensacion de la cromatina, en rojo). Aqui, la seiial de y-tubulina se ve dispersa a
un costado del nicleo. Su distribucién es bien delimitada pero no homogénea,
formando pequefios cimulos dentro. En la Figura 7B se observa un par de células
que estan en estado de anafase. Se observan en rojo los grupos de cromatidas
separandose y la sefial de y-tubulina ubicada al costado de cada uno. En este estado
del ciclo, la sefial de y-tubulina se ve mucho mas compacta. En la Figura 7C, la
célula que se muestra estd en un estado de profase tardia, a juzgar por el estado de
condensacion de la cromatina. Aqui, la sefial de y-tubulina se ve como una nube

alargada hecha de muchos cimulos discrefos de sefial. En todos los casos, la
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localizacién de la y-tubulina no es homogénea.

En las micrografias D, E y F de Ia Figura 7, los embriones se realizaron
inmunofluorescencias con un anticuerpo anti-c-tubulina para marcar el citoesqueleto
de microtibulos. En la Figura se observan los microtubulos y los reordenamientos
que sufre durante el transcurrir del ciclo celular, Asi, en 1a Figura 7D, en las células
en interfase, los microtiibulos se observan distribuidos por todo el citoplasma
radiando desde dos puntos muy cercanos al nticleo. En la Figura 7E, las células se
encontrarian en interfase temprana. En la Figura 7F, las células se encuentran en
estado de metafase y en ellos se observa claramente el haz del uso mitético y los
microtiibulos astrales.

Es evidente que el citoesqueleto de microtibulos cambia en cuanto a su
organizacion durante el transcurso del ciclo celular. En la Figura 8 se muestra una
reconstruccién de todos los cambios que sufre la y-tubulina durante el ciclo celular.
Estos podrian corresponder a cambios que sufre el centrosoma como un todo. La
Figura 8 muestra una serie de micrografias de células de embriones de pez cebra de 2
h post fecundacion. Las células se encuentran en el estado del ciclo celular indicado
para cada micrografia. Asi, durante la metafase, el material pericentrosomal se
encontraria muy compactado. La célula posee dos centrosomas, en cada extremo del
huso, que se encuentran a su vez en ¢l ecuador de la célula. Durante la anafase, los
centrosomas no perderian su estado de compactacion. Durante la telofase las células
comienzan a separarse y cada una recibe un juego de cromosomas y un centrosoma.
El vinico centrosoma de la célula telofasica se dispersa abarcando mayor area dentro
de la célula, pero manteniéndose siempre asociado a los cromosomas, que aun

presentan un alto grado de compactacion. Durante la interfase, la cromatina se
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descondensa y aparece el nucleo. Durante este periodo, el centrosoma que se
encontraba disperso se vuelve a compactar hacia el nucleo. Al entrar en un nuevo
ciclo, la cromatina comienza nuevamente a condensarse y el material
pericentrosomal se vuelve a dispersar y comienza a largarse. Pensamos que ese
alargamiento debe culminar en el fraccionamiento del material pericentrosomal para

formar los dos centrosomas hijos.
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Figura 7. Immunofluorescencias de células de embriones tempranos de pez

cebra. En A, B y C se muestran inmunoflurorescencias de células de embriones
tempranos del pez cebra en interfase, anafase y profase, respectivamente, reveladas
utilizando un anticuerpo monoclonal anti-y-tubulina en verde y la tincién nuclear con
DAPI en rojo. En D, E y F se muestran las immunofluorescencias de embriones
tempranos del pez cebra en profase, interfase y metafase, respectivamente, reveladas
con un anticuerpo monoclonal anti-a-tubulina en verde y la tincién nuclear con

DAPI en rojo.
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Figura 8: Posibles cambios morfoldgicos del centrosoma durante el ciclo celular
de embriones tempranos del pez cebra revelados con y-tubulina como marcador.
EnA,B,C, .D v E se muestran las inmunofluorescencias de embriones tempranos del
pez cebra de 2 h de desarrollo, reveladas utilizando un anticverpo monoclonal anti-y-
tubulina en verde y la tincién nuclear con DAPI. El estado del ciclo celular se indica
en la parte superior de las micrografias. En la parte inferior de la Figura se muesira
un modelo esquematico que representa los posibles cambios de morfologia del
centrosoma durante el ciclo celular en las células del embrién temprano del pez

cebra.




7. ¢. Los complejos de y-tubulina y su actividad nucleadora en los embriones
tempranos del pez cebra. La informacidn acerca de los complejos gue forma la y-
tubulina en los embriones del pez cebra es muy limitada en co.mparaci(')n a la que
existe para sistemas como Drosophila y Xenopus (Zheng y col,, 1995; Gunawardane
y col,, 2000; Moritz y col., 2000; Oregama y col., 1999). De hecho, nunca se han
aislados los complejos y-TuRC del pez cebra y son desconocidas sus caracteristicas
en cuanto a tamafio, morfologia y capacidad de interactuar o bien nuclear la
polimerizacién de microtibulos. Sin embargo, no tenemos ninguna razén para pensar
que la situacién sea muy distinta a lo observado en los organismos estudiados hasta
hoy en dia, donde y-tubulina se organiza en complejos denominados y-TuRC,

Para caracterizar las superficies de interaccion de y-tubulina, ésta debe estar
plegada correctamente vy por ende estar incorporada en estructuras celulares del
embrién. Para verificar esta proposicién se aislaron complejos y-TuRC desde
embriones tempranos del pez cebra y se probo su capacidad de nuclear microtibulos,
con el proposito de diseflar un ensayo que permitiera probar que la proteina
recombinante micro-inyectada en los embriones efectivamente se incorpora en el y-
TuRC y que ademds es capaz de interactuar con microtibulos. Para esto se utilizd
una metodologia descrita para aislar los complejos y-TuRC de Drosophila sp.
(Moritz y col., 2000). La Figura 9 muestra una serie de inmunoblots de las fracciones
provenientes de un fraccionamiento celular representativo de embriones tempranos
del pez cebra hecho mediante gradientes discontinuos de glicerol. Los inmunoblots
muestran la aparicién de dos poblaciones de y-tubulina en el gradiente de densidad
(barras negras). Una poblacion de menor densidad que aparece entre las fracciones 7

v 10 (glicerol del 7 al 9 % (v/v)) y una poblacion mas densa que aparece entre las
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fracciones 18 y 22 (glicerol del 26 a 38 % (v/v)) de un total de 24 fracciones. En la
literatura se han descrito dos tipos de complejos de y-tubulina con diferente tamafio,
los mas pequefios corresponden a los complejos y-TuSC y los més grandes a los
complejos mayores y-TuRC (Oregama y col., 1999). Esto es muy consistente con las
dos poblaciones encontradas en nuestros gradientes. Sin embrago, existen pruebas
experimentales de que la y-tubulina se encuentra formando parte de complejos atin
mayores que incluyen a la proteina centrosomal pericentrina (Dictenberg y col.,
1998). Independiente del tipo de complejo del que se trate, en adelante nos
referiremos al complejo mas denso de la y-tubulina que aparece en los gradientes
como y-TuRC, pues se ha demostrado que la y-tubulina en estructuras mayores se
encuentra siempre en complejos y-TuRC.

A modo de control se revelaron los immunoblots con un anticuerpo anti-c-
tubulina para descartar la posibilidad de que la poblacién mas densa de y-tubulina,
que se observa en los gradientes sea parte de los polimeros de tubulina. En la Figura
9 (barras grises) se observa que la a-tubulina aparece en el gradiente entre las
fracciones 4 y 8 (glicerol 6 a 7 % (v/v)), probablemente como parte del heterodimero
o/p.

Para determinar si los complejos de y-tubulina que se encuentran en la
fraccidn mds densa de los gradientes son efectivamente capaces de nuclear la
polimerizacién de microtibulos, se realizé un ensayo de polimerizacion in vitro con
o/p-tubulina purificada de cerebro de pollo al cual se¢ le adiciondé un volumen de
extracto de y-TuRC (fraccién mdis densa). En la Figura 10A, se muestra un

experimento de polimerizacién en el cual los microtdbulos se precipitaron por
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centrifugacién a los 5, 10 y 20 min de iniciada la reaccién. Los liquidos
sobrenadantes y los precipitados se separaron y analizaron por electroforesis en geles
de poliacrilamida-SDS e inmunoblot anti-y-tubulina. En el conirol negativo, sin
adicionar extracto de y-TuRC, se observa que aparece una pequefia sefial de y-
tubulina que probablemente se trata de y-tubnlina contaminante que copurifica con la
tubulina del cerebro de pollo, pues la sefial se encuentra mayormente en los
precipitados, es decir asociada a los microtibulos. Al adicionar 10 o 50 ul de extracto
de y-TuRC, observamos como la y-tubulina que se encuentra en los precipitados
aumenta y este aumento es proporcional a la cantidad de extracto adicionado. Como
control se repitié el mismo procedimiento en ausencia de a/B-tubulina, con 50 pl de
extracto, donde se observa que la seiial de y-tubulina se encuentra mayormente en los
sobrenadantes, Estos resultados indican que y-tubulina aislada desde los embriones
tempranos del pez cebra es capaz de interactuar y por ende coprecipitar con
microtibulos polimerizados in vitro.

Se probd la funcionalidad de los y-TuRC aislados de embriones tempranos del
pez cebra por su capacidad de nuclear microtibulos. De este modo, al adicionar
extracto de y-TuRC a la reaccion de polimerizacion in vitro, el tiempo de latencia
debe disminuir y esta disminucién debe tener relacion con la cantidad de y-TuRC que
se adiciona. En la Figura 10B se muestran los resultados del efecto de Ia
conceniracion de y-TuRC sobre el periodo de latencia de la polimerizaciéon de
microtiibulos #z vitro. El experimento se hizo en ausencia y en presencia de dos
cantidades del extracto de y-TuRC (10 o 50 pl). La curva fue ajustada a un modelo

sigmoideo de dos pardmetros y se definié al tiempo en que se alcanza un 50% de
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polimerizacién como el tiempo de latencia. Este tiempo o periodo de latencia (t) se
graficé en funcién de la cantidad de extracto adicionado. Se observa una disminucion
aparentemente exponencial del tiempo de latencia al adicionar extracto. Estos
resultados muestran que los complejos y-TuRC de los embriones del pez cebra son
funcionales, pues son capaces de interactuar con microtiibulos in vitro y nuclear su

polimerizacion.
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Figura 9. Fraccionamiento del extracto que contiene los complejos y-TuRC de
embriones tempranos del pez cebra por centrifugacion en gradientes de
densidad de gliceroL En la parte inferior de la Figura se muestran tres inmunoblotts
de un fraccionamiento celular hecho en gradiente de densidad de glicerol mediante
ultracentrifugacion, que se revelaron utilizando anticuerpos anti-y-tubulina y o-
tubulina, como se indica a la izquierda de la Figura. En la parte superior de la Figura
se muestra un grafico de barras de las densitometrias normalizadas de las sefiales de
los immunoblots. En barras negras se muestran las densitometrias de los
immunoblotts revelados contra y-tubulina y en barras grises las densitometrias de a-
tubulina. En lineas punteadas se indica la cantidad de glicerol (% v/v) en cada

fraccién del gradiente.
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Figura 10. Nucleacién de la polimerizacién in vitro de microtiibulos por y-TuRC
extraidos desde embriones tempranos del pez cebra. En A se muestra un
experimento de nucleacion de microtitbulos precipitados por centrifugacion. Se
adicionaron 0, 10, o 50 pl de extracto de y-TuRC a 250 pl totales de la reaccién de
polimerizacion de microtibulos. Como control se realiz6 una reaccidn en ausencia de
tubulina. Se tomaron muestras a los 5, 10 y 20 min desde iniciada la reaccién, se
precipitaron por centrifugacion y se separé el precipitado (P) del liquido
sobrenadante (S). Las muestras se revelaron por electroforesis en geles de
acrilamida-SDS e inmunoblot utilizando anticuerpo anti-y-tubulina. En B, se muestra

un grifico de la disminucion del tiempo de latencia (t) de reacciones de

polimerizacién de microtibulos in vitro seguidas por densidad 6ptica a 350 nm.
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7. d. Regiones de interaccién de y-tubulina. Como se ha mencionado en la
hipétesis de este trabajo, se espera que las regiones de interaccidn longitudinal y
lateral de o y P tubulina estén conservadas en la y-tubulina. De hecho, en los
contactos de y-tubulina en el cristal, de donde se obtuvo su estructura 3D por
cristalografia de rayos X a 2,7 A de resolucidn, se observan ciertas interacciones de
tipo lateral (Aldaz y col., 2005), que son muy semejantes a las del heterodimero o/f3-
tubulina cuando se encuentra formando parte de un microtiibulo (Nogales y col.,
1998). Hasta ¢l momento no se ha podido abtener una estructura en que.participe un
polimero de y-tubulina que permita observar sus zonas de interaccién. Por esta razon,
se modelé6 un homodimero y-tubulina (dimero yfy), utilizando como templado la
estructura 3D del heterodimero de o/ff tubulina (1TUB) gy la estructura cristalina de
y-tubulina (1Z5V). El modelo se obtuvo por homologia estructural con el programa

MODELLER (Eswar y col, 2000), vy se validd con el programa proSA-web

(hitps://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php). Se obtuvo un valor de Z-score de -

11.71 para el total de los 875 aminoacidos de los dos mondmeros. Se comprobd

también mediante el programa Verify 3D (hitp:/nihserver.mbi.ucla.edu/Verify_3D)

(Liithy y col., 1992). Con el uso de este modelo se examinaron las regiones
involucradas en la interaccion longitudinal y los residuos clave.

En el modelo del heterodimero o/B (1TUB) que se muestra en la Figura 1A,
se observa que la region del “loop” T7 penetra en la cavidad donde se aloja el
nucledtido del mondémero adyacente. En el modelo del homodimero y/y que se
muestra en la Figura 11A, la region que se encuentra mas cercana al nucledtido del
monomero adyacente corresponde a los residuos Y248, M249 y N250, ubicados en el

centro del “loop” T7. Los alineamientos de secuencia y estructurales confirman que
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estos residuos se ubican en la misma regién en la B-tubulina, como se resalta en el
alineamiento de la Figura 12. En la Figura 11B y 11C se muestran dos’ vistas de la
estructura de la y-tubulina a 1,4 A de resolucién (1Z5V), colorcadas segiin el
potencial electrostatico de su superficie. Aqui se observa que la region del “loop™ T7
se encuentra en el limite entre una region polar, que en el modelo se encuentra
expuesta al solvente y una regién de naturaleza hidrofébica, que se encuentra
formando parte de la interfase. También es evidente que esta regién forma una gran
protrusién que, como ya se ha mencionado, penetra en la cavidad donde aloja el
nucledtido del mondmero adyacente, quedando muy cercana al nucledtido. El
residuo metionina 249 se encuentra en el centro de interaccién (Figura 11A), y
debido a su naturaleza hidrofébica resulta un excelente blanco para una mutacién. En
el modelo de homodimero y/y, la metionina 249 se sitia en las cercanias del fosfato o
del GTP del mondmero adyacente. Por esta razén se cambid la metionina 249 por un
glutamdto (mutante M249E) para introducir una carga negativa y generar una
repulsion entre el grupo carboxilo y los fosfatos del GTP.

En la B-tubulina los aminoacidos que se encuentran de la region del “Loop”
T7 corresponden a F-P-G-Q-L-N (del 242 al 247 en la secuencia), Como se muestra
en el alineamiento de la Figura 12, la region del “loop” T7 difiriere solamente en los
residuos F242, Q245 y la L246 de B-tubulina, con los que corresponden a y-tubulina,
Con la finalidad de evaluar la importancia de los residuos del “Loop” T7 antes
mencionados en y-tubulina, se opté por cambiarlos por los de B-tubulina. Se genero
otra mutante de y-tubulina, en el cual se introdujeron mutaciones puntuales en la
secuencia del “loop” T7 de modo de asemejario a la secuencia del “loop” T7 de B-

tubulina, a modo de proteina quimérica. Para obtener esta mutante, a la que
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llamaremos T7B, realizamos las signientes mutaciones puntuales Y245F; Y248Q y

M249L en y-tubulina.

El gen de la y-tubulina que se utilizé corresponde al de la y-tubulina humana
TUBGI1 (GeneBank NM_001070). Este gen esta clonado en un vector de expresion
pET11A el cual se muestra esquematicamente en la Figura 2. Es inducible por IPTG,
posee un sitio de miltiple clonamiento corriente abajo de un promotor del fago T7 y
posee una secuencia de resistencia a ampicilina, Las mutaciones se realizaron sobre
este pldsmido pET1la-Tubgl mediante PCR, utilizando los partidores que se
describen en materiales y métodos. En la Figura 13 se observa que todos los
plasmidos, las mutantes (M249E y T7B) v la tipo silvestre (WT), expresan una
proteina que es inmunoreactiva con el anticuerpo monoclonal anti-y-tubulina. Se
observa que las tres proteinas tienen un patrén de migracién muy semejante en la
electroforesis de acrilamida-SDS y muestra una masa relativa de alrededor a 50 kDa.

La purificacién de la y-tubulina, WT y las mutantes sobre-expresadas en E.
coli, mostré que estas forman grandes agregados insolubles llamados cuerpos de
inclusién. Por eso, para purificar las proteinas utilizamos el protocolo de purificacién
de cuerpos de inclusién propuesto en la tesis doctoral del Dr. Carlos Gonzélez. La
etapa clave de la purificacién de la y-tubulina recombinante de tipo silvestre (WT) y
las mutantes M249E y T7B consistié en una cromatografia de intercambio iénico en
presencia de urea como agente desnaturante. En la Figura 13 se observa un gel de
poliacrilamida-SDS de las tres porteinas de y-tubulina recombiante, una cuatificacion
por densitomeria de las bandas muestra una pureza superior al 95%. Sin embargo, se
observan ciertas bandas de menor peso molecular que corresponden a productos de

degradacién de la proteina que ocurririan al interior de la bacteria durante su sintesis,
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pues son inmunoreactivos con el anticuerpo monoclonal anti-y-fubulina, De este
modo se obtuvo una proteina desplegada, no funcional y que se mantuvo soluble en
presencia de altas concentraciones del agente denaturante (urea 1 a 8 M).

Con el propésito de replegar las proteinas purificadas se utilizé el método de
dilucién rapida en concentraciones decrecientes del agente desmaturante. La
renaturacion de la proteina se siguié mediante el cambio en la fluorescencia
intrinseca de los tiptéfanos al excitar a 295 nm. En la Figura 14A, By C, se grafica la
fraccion de cambio del corrimiento de la longitud de onda méxima de fluorescencia
versus la concentracidon de GdmCl. En los graficos se observa que al disminuir la
concentracién de agente denaturante hay vna transicién que tiene como punto medio
0,8 M de GdmCl. La transicién es propia de un cambio de estado donde se recupera
la estructura de la proteina. La proteina renaturada muestra una fuerte tendencia a la
agregacion, como se observa en las mismas Figuras, al seguir la dispersion de luz a
350 nm. El punto medio de renaturacion para las fres proteinas es de 0,8 M de
GdmCl, lo cual indica que las mutaciones no afectan la estabilidad de esta proteina.
También se observa que en ausencia del agente desnaturante (primer punto de cada
curva), la intensidad de la dispersién de luz a 350 nm disminuye. Esto indica que la
poblacion de agregados disminuye haciéndose la proteina mas soluble. Para
observar que ocurre con esta proteina menos agregada, se precipitaron los agregados
por centrifugacion y las fracciones solubles se utilizaron para el analisis de dicroismo
circular que se muestra en la Figura 14D, Aunque la cantidad de proteina que
permanece soluble al eliminar la fraccién agregada corresponde a alrededor de 0,01

mg/ml, la sefial de dicroismo circular se pudo analizar. En el grafico de barrasde la

figura 14D se observa que para las tres proteinas, la elipticidad por residuo medio a




220 nm se hace mas negativa alcanzando un promedio de -20.000 mdeg cm’ dmol”,
y la proteina completamente desnaturada a 6 M de GdmCl, un valor promedio de -
5.000 mdeg cm’ dmol”, a la misma concentracién de proteina. Esto indica un
aumento en el contenido de estructura secundaria al eliminar el agente desnaturante.
En el laboratorio se demostré que o y B-tubulina recuperan casi totalmente su
estructura secundaria al ser renaturadas (Andreu y col., 2002). Sin embargo, el
heterodimero renaturado no es funcional. Con el objeto de determinar si la y-tubulina
renaturada, que se obtiene en la fraccion soluble, es funcional, se probd su
interaccion con el heterodimero de o/p-tubulina en una reaccion de polimerizacidn
de microtiibulos in vitro. El ensayo consistio en agregar y-tubulina renaturada (de la
fraccion soluble) a una reaccion de polimerizacion de microtibulos in vitro y
observar si ésta coprecipita con los polimeros al sedimentarlos por centrifugacion. En
la Figura 15 se muestra un analisis por electroforesis en geles de acrilamida-SDS e
inmunoblot de los precipitados y sobrenadantes resultantes del ensayo. Se observa
que la y-tubulina WT, y las mutantes M249E y T7P recombinantes no coprecipitan
con los polimeros y se mantienen solubles, en el sobrenadante. A modo de control se
hizo el mismo experimento con éxtractos de citoplasma de embriones tempranos del
pez cebra que contiene y-tubulina nativa que es capaz de interactuar y coprecipitar
con los microttibulos en las mismas condiciones. Este experimento mostré que la y-
fubulina recombinante tipo silvestre y las mutantes M249E y T7f purificadas desde
los cuerpos de inclusion y renaturadas al equilibrio se renaturan en un estado que no
es funcional, aun cuando posee estructura secundaria, como lo indican los espectros

de dicroismo circular.
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Loop T7

Met 249

Figura 11. Modelo del homodimero de y-tubulina. A Representacion esquematica
en cintas y volumen del modelo de homodimero de y-tubulina construido a partir del
heterodimero a/p tubulina (1TUB) como templado. B y C corresponden a dos vistas
esquematicas de una representacion de la estructura de y-tubulina (1Z5V) coloreada
segun el potencial electrostatico de los aminoéacidos de la superficie. En rojo se
muestran las regiones electronegativas y azul las electropositivas. En blanco se

muestran las regiones apolares.
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Figura 12. Alineamiento de secuencias entre y-tubulina y B-tubulina humanas.
Bajo las secuencias se indican esquematicamente las estructuras secundarias; las
flechas corresponden a hélices-a, las cintas a hojas-B y las lineas a vueltas. Se resalta

la region del “loop™ T7.
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Figura 13. Expresion de y-tubulina tipo silvestre (WT), y de las mutantes

M249E y T7B. A la izquierda se muestra las bandas de proteinas separadas por

electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS tefiido con azul de coomasie para las

proteinas y-tubulina silvestre (WT) y las mutantes recombinantes purificadas desde

cuerpos de inclusién producto de la sobreexpresion en cepas de E. coli. A la derecha

monoclonal anti-y-tubulina.

\
13
se muestra un inmunoblot de las mismas proteinas revelado con anticuerpo
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Figura 14. Renaturacién al equilibrio de y-tubulina recombinante, A la izquierda

se muestran grificos de la fraccion de cambio de Ia fluorescencia intrinseca de los

triptéfanos (circulos negros) y de la dispersién de

la y-tubulina recombinante tipo silvestre (A) y las mutantes M249E (B) y T78 (C),
replegadas al equilibrio por dilucién ripida a concentraciones decrecientes de agente
denaturante (GdmnCl). En D se muestra un grafico de barras con los valores de

elipticidad residuo pormedio a 220 nm de los espectros de dicroismo circular de y-

tubulina recombinante WT, M249E y T7p.
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Figura 15. Polimerizacién in vifro de microtiibulos en presencia de y-tubulina

recombinante renaturada al equilibrio y de un extracto de embrién temprano

del pez cebra. Las reacciones de polimerizacion de microtiibulos se hicieron en

presencia de y-tubulina recombinante WT, M249E y T7p replegadas, y en presencia

de un extracto crudo de embridn temprano del pez cebra que posee y-tubulina nativa

(control positivo) y en ausencia de y-tubulina y extracto (control negativo). Los

productos de la reaccion de polimerizacién se centrifugaron y se separé el

precipitado (P) del liquido sobrenadante (S), los que se analizaron por electroforesis

en geles de poliacrilamida-SDS. La presencia de y-tubulina se reveld por inmunobiot

con un anticuerpo monoclonal anti-y-tubulina.
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7. e. Interaccién de y-tubulina con Ila chaperonina CCT. La proteina
recombinante micro-inyectada en los embriones debe interactuar con la chaperonina
CCT para ser plegada. Por esta razon se probd la interaccion de y-tubulina
recombinante con la chaperonina CCT in vifro y asi poder determinar el efecto de las
mutaciones en el “loop” T7 sobre la capacidad de la y-tubulina de interactuar con
CCT. Con este proposito se utilizé electroforesis en geles de poliacrilamida en dos
dimensiones. La primera dimension corresponde a una electroforesis en gel nativo,
desde la cual la banda correspondiente al complejo CCT-y-tubulina es escindida y
posteriormente sometida a electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS. Si las
proteinas estin formando un complejo en la banda del gel nativo, éste contendra la y-
tubulina que se encuentra interactuando, la cual se podrd separar de la CCT y
detectar en la electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS. En la Figura 16A se
muestra un gel de poliacrilamida-SDS de un experimento representativo donde se
observa que en presencia de CCT (carril 4), y-tubulina aparece en la segunda
dimension del ensayo de interaccion, al contrario de lo que ocwre en ausencia de
CCT (carril 7), donde y-tubulina no aparece. Lo mismo ocurre para las mutantes
M249E y T7B en presencia de CCT (carriles 5 y 6 respectivamente). Este resultado
indica que y-tubulina recombinante WT y las mutantes M249E y T7p interactiian con
la chaperonina CCT y probablemente alcanzan su estado nativo.

El andlisis de la intensidad de las bandas (Figura 16B) muesira que las
mutaciones disminuyen la interaccion de las proteinas mutantes con CCT. Asi, la
densitometria de las bandas indica que la interaccién con CCT de las mutantes
M249E y T7p disminuye en 68% +/-7 y en un 37% -+/-12, respectivamente. El test de

Student mostrd que estas cifras son significativamente diferentes con un valor de P
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de 0,0171. Estos resultados indican que la region del “loop” T7 es importante para la

unién de y-tubulina con la chaperonina CCT, confirmando lo propuesto para o-

tubulina (Llorca y col., 2001). Es decir que en o, B y y-tubulina la regién del “loop™
T7 es importante para la unién con CCT.

Con el objeto de localizar la y-tubulina en el interior de la cavidad de la
chaperonina se utilizé microscopia electrémica. La Figura 17 muestra un campo
representativo de los complejos de CCT-y-tubulina. Se observa que los complejos
aparecen en dos posiciones: una vista frontal con la cavidad de Ia chaperonina, lugar
en que se aloja la proteina sustrato (Llorca y col.,, 2001a) y una vista lateral. La
resolucién del microscopio electrénico no es suficiente para detectar la y-tubulina en
el interior de la chaperonina. Para mejorar la resolucion y poder detectarla se utilizo
un método conocido como alineamiento de particulas dnicas, que permite aumentar
la resolucién de las imagenes de particulas provenientes de microscopia electronica.
La metodologia se basa en un alineamiento rotacional y transacional iterativo de las
imAgenes de particulas, las que son alineadas y clasificadas en grupos (referencias)
de acuerdo con la heterogeneidad de las formas presentes, Esto, ademds de mejorar la
resolucion, permite encontrar heterogeneidades estructurales en una poblacién de
particulas. De este modo, se realizaron los alineamientos utilizando el programa
ML alingn2D Fast del paquete de programas Xmipp (Scheres y col., 2005a; Scheres y
col., 2005b), desarrollado en el Centro Nacional de Biotecnologia (CNB) de Madrid
Espafia. Los alineamientos se hicieron con 3.980 particulas en vista frontal,
utilizando de 2 a 16 clases, hasta encontrar que los grupos de particulas que no varien

entre un alineamiento y otro y permanezcan més o menos constantes en el mimero de

particulas que las integran.




Se consideré oportuno correr un MLalign2D de siete referencias con el total
de las particulas. El resultado de este alineamiento se muestra en la Figura 17B. Se
tomd todas las particulas de las referencias 1, 3, 5, 6 y 7, las cuales mostraban la
cavidad de CCT llena. Estas particulas se juntaron en un solo grupo y se realizé con
ellas varios pasos de alineamientos rotales y transacionales. Después del
alineamiento se utilizé el programa xmipp_classify_kerdersom, el cual permite
separar las particulas en funcién de diferencias que encuentre, en este caso, en el
interior de la cavidad. Luego de este procedimento fueron seleccionadas 563
particulas para ser alineadas nuevamente (rotales y transales), con o cual se genero6
la imagen promedio que aparece en la Figura 18A. Este mismo procedimiento se
realizd con las referencias 2 y 4 de la Figura 17B para generar la imagen promedio
de la chaperonina CCT vacia (Figura 18B), la cual contiene 380 particulas.

En la Figura 18 se muestran los promedios resultantes de los alineamientos.
Se observan dos imdgenes de particulas en vista frontal, una de las cuales (fig. 18Ay
C) muestra una densidad extra en el interior de la cavidad del complejo y otra (fig.
18B y D) se encuenira aparentemente vacia. Se observa en ambas la morfolog.ia en
forma de anillo de la chaperonina CCT. Para mejorar el contraste se hizo un analisis
de niveles de intensidad utilizando el programa ImageJ (fig. 18C yD), el cual permite
observar claramente las densidades correspondientes a las 8 subunidades de CCT. En
la particula llena (fig 18A y C) se observa la densidad extra en el interior de la
cavidad, que corresponde a y-tubulina. Se observa que la y-tubulina interactiia con
dos regiones opuestas de la cavidad del complejo CCT, mediante un dominio
estrecho v otro ancho, atravesando Ia cavidad de lado a lado. Se realizaron

experimentos similares utilizando un anticuerpo contra la subunidad & de CCT de
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modo de mapear la topologia de la unién. En la Figura 18E y F se observan dos
particulas de CCT-y-tubulina en las cuales la presencia del anticuerpo aparece como
una densidad extra en la parte externa del anillo de la chaperonina (fiechas rojas). La
densiad del anticuerpo delata la ubicacion de la subunidad 6 de la chaperonina, como
se indica con letras griegas. Se encontraron dos topologias de unidn de la y-tubulina
con CCT. Una donde y-tubulina se asocia por un lado con las subunidades ) y « de
CCT y por el ofro lado con las subunidades § y y (Figura 18E). En tanto que otra
topologia y-tubulina interactlia con las subunidades 8 y © porunladoy {ye porel
otro. Esta disposicion es exactamente la misma publicada por Llorca (2001a) para la

interaccion CCT-B-tubulina.
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Figura 16. Separacién y cuantificacion de la y-tubulina unida a la chaperonina
CCT. A Electroforesis un en gel de poliacrlamida-SDS del complejo y-tubulina-CCT
proveniente de un gel en condiciones nativas donde se separd el complejo y-tubulina-
CCT formado in vitro. En el primer carril se cargé y-tubulina recombinante. En el
tercer carril se cargo solo CCT proveniente de la primera dimension. En los carriles
cuarto, quinto y sexto se cargaron los productos de las reacciones de interaccion de la
chaperonina CCT con las proteinas y-tubulina WT, y las mutantes M249E y T7B
respectivamente. Como control negativo se utilizoé solo y-tubulina recombinante, la
cual fue cargada en la primera dimensién. B. Grafico de barras que muestra el % de
y-tubulina WT, M249E y T78 unida a CCT provenientes de densitometrias obtenidas
desde geles mostrado en A, asumiendo que la densitometria de la proteina WT
corresponde al 100% de unién. Las barras corresponden a la desviacion de tres

experimentos distintos.
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Figura 17. Micrografia electrénica de transmisién de complejos CCT-y-tubulina
WT y alineamiento de particulas mediante Xmipp-MEalingn2D. A; Micrografia
electronica de transmision de complejos CCT-y-tubulina tefiidos con tincidn
negativa. La micrografia se tom6 a un aumento de 20.000 X. La flecha negra
superior indica una particula en vista frontal y la inferior una en vista lateral. B;
Resultado de un alineamiento de 3.980 particulas mediante el programa
Xmipp MLalingn2D para siete referencias. Las referencias 1, 3, 5, 6 y 7 presentan la

cavidad llena, en tanto que las particulas 2 y 4 presentan la cavidad vacia.
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Figura 18. Imigenes promedio complejos CCT-y-tubulina obtenidas por
alineamiento con Xmipp_MLalign2D. A; Imagen promedio de 563 particulas
frontales de complejo CCT-y-tubulina. B; Imagen promedio 380 particulas de
complejos CCT vacios. C; Analisis de niveles de intensidad de la imagen promedio
mostrada en A. D; Anlisis de niveles de intensidad de la imagen promedio mostrada
en B. E y F; imégenes promedio de particulas de complejos ternarios CCT-y-
tubulina-anticuerpo contra la subunidad & de CCT. En letras griegas se indica el
nombre de cada subunidad de CCT. Con flechas rojas se indica la posicion del

anticuerpo.
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7. f. Incorporacién de y-tubulina recombinante en los centrosomas de embriones

tempranos del pez cebra, La y-tubulina del tipo silvesire y las mutantes
sintetizadas de manera recombinante en bacteria no se pliegan en un estado
funcional, tanto en el citoplasma bacteriano como por replegamiento in vitro. Esto es
comiin para proteinas del citoesqueleto eucarionte (Andreu y col., 2002). La forma
de resolver este problema ha sido expresar las proteinas en levadura (Lacefield,
2006) o bien utilizar sistemas de plegamiento in vitro de reticulocitos de conejo
(Leguy y col., 2000). Sin embargo, la funcionalidad in vive con estos sisiemas es
dificil de analizar. Por este motivo se prefirié utilizar la maquinaria citoplasmatica de
embriones tempranos del pez cebra, que contiene todos los factores necesarios para
su plegamiento correcto y funcionalidad. De este modo, por medio del andlisis de la
viabilidad del embrién y de la estructura del citoesqueleto se correlaciond los
cambios en la estructura (mutaciones) con el comportamiento de la y-tubulina
recombinante humana y su efecto sobre el fenotipo del embrién al ser
microinyectada.

Con este propdsito se marcd y-tubulina recombinante con una sonda
fluorescente (rodamina) y se microinyecté dentro del citoplasma de ovocitos recién
fecundados con una solucién que contenia 1 mg/m! de proteina. La distribucidn de la
fluorescencia de la proteina y el desarrollo del embridn se registré simultaneamente
mediante microscopia de fluorescencia y de campo claro. En la Figura 19 se muestra
una serie de micrografias de un embridén representativo microinyectado con Y-
tubulina tipo silvestre (WT). Las fotografias de microscopia de fluorescencia y de
campo claro se tomaron cada 30 min. El embrién control se micro-inyecté con la

solucién de inyeccion sin la proteina, Se observa que entre los 30 y 90 min de
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desarrollo la fluorescencia de la proteina marcada de color verde se moviliza desde el
viteloplasma del embrién hacia el sector donde se forma el disco embrionario (Figura
19A). Este proceso se conoce como segregacion ox}oplésmica (Femandez y col.,,
2006), en el cual ocurre un desplazamiento neto de citoplasma hacia el polo animal
del embridn, donde se origina la primera célula. A los 120 min de desarrollo
embrionario, la mayoria de la sefial de y-tubulina se encuentra dentro de los
blastémeros y su distribucién es difusa en su interior. Posteriormente la sefial
fluorescente de y-tubulina coalece en el centro de las células, formando pequefios
cumulos de sefial en el centro de algunos blastémeros. Este comportamiento lo
muestra el 27% de los embriones inyectados.

Al comparar la morfologia de los embriones inyectados con y-tubulina
recombinante (Figura 19B), con la morfologia de los embriones conirol, inyectados
solo con el medio de inyeccién (Figura 19C), se observa que el desarrollo de los
embriones es seriamente alterado por la proteina exdgena (en base a lo descrito en
cuanio a desarrollo y morfologia del pez cebra a 28°C (Kimmel y col., 1995)). Se
observa que los blastémeros de los embriones se hacen mds esféricos y al parecer
pierden cohesion entre ellos. Asi, aparecen blastdmeros de distinto tamaiio e incluso
algunos que no se dividen, produciendo embriones con tres blastomeros. Con altas
cantidades de y-tubulina no alcanzan la primera divisién. Se ha observado que la
magnitud del efecto es proporcional a la cantidad de proteina inyectada (datos no
mostrados) disminuyendo la viabilidad de los embriones.

La coalescencia de la y-tubulina fluorescente dentro de los embriones se

observa como la formacion de pequefias estructuras mas intensas en el interior de los

blastémeros. Estas estructuras de y-tubulina no presentan un tamafio uniforme, es
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mas, su morfologia es diferente enire embriones, incluso entre blastémeros del
mismo embrién. En la Figura 20 se muestran algunas morfologias recurrentes que
pueden corresponder a distintos estadios del centrosoma durante el ciclo celular
(Figura 8). Asi, en la Figura 20A se muestra una micrografia de fluorescencia
aumentada de una de estas estructuras que parece estar rodeando al nucleo,
adoptando la forma de upma nube difusa, imagen muy semejante a la y-tubulina
enddgena del pez cebra en estado de profase (Figura 8E). En la Figura 20B se
muestra otra morfologia comun de estas estructuras, en que la célula podria estar en
estado de interfase (Figura 8D). En ésta aparecen dos pequefias zonas en el eje
longitudinal con menor intensidad de sefial que ocupan el Iugar habitual de los
centriolos. En la Figura 20C se muestra una de estas estructuras dividiéndose. La
estructura hija se indica con una flecha roja. Estas estructuras parecen dividirse
durante la divisién de los blastdmeros y las dos estructuras hijas producto de la
divisién migran cada una a uno de los blastdmeros hijos resultantes de la citocinesis.
Extensa literatura ha sido dedicada al tema de la division del centrosoma (revisado en
Doxey 2001). Sabemos que esta division ocurre durante el ciclo celular y cada célula
hija culmina con un centrosoma hijo. El comportamiento observado de la sefial de y-
tubulina es consistente con la conducta observada para el cenfrosoma y-se confirma
con los experimentos de immunofluorescencia mostrados en la seccién 7. b. de los
resultados.

Con el objeto de localizar en los blastdmeros las estructuras de y-tubulina
antes mencionadas se fijaron embriones inyectados con y-tubulina-rodamina de 2
horas de desarrollo y posteriormente se tifieron con DAPI, de modo de detectar en los

blastomeros la proteina fluorescente y el nicleo simultdneamente. En la micrografia
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de la Figura 21 se observan 5 blastémeros de una regién del blastodermo de un
embrién, donde se distingue claramente la posicion de los nticleos en rojo y la sefial
correspondiente a la y-tubulina recombinante en verde. La sefial de la proteina
fluorescente se observa difusa dentro del citoplasma de los blastdmeros y acimulos
de ella en la region cercana al micleo. La distribucion de la sefial fluorescente es la
misma que se observa en las immunofluorescencias de y-tubulina de las Figuras 7 y
8, por lo tanto estas sefiales deberian corresponder a los centrosomas de las células.
En la micrografia se indican con flechas rojas la posicion de los centrosomas. Los
blastémeros de la parte inferior de la Figura aparentemente se encuentran en estado
de metafase, con dos centrosomas, uno a cada lado del juego de cromosomas. En la
parte superior de la Figura aparecen fres nucleos, de los cuales el nicleo central
muestra una sefial de y-tubulina difusa a su alrrededor. Gran parte de la seifial se
observa amarilla producto de la superposicion de la sefial de DAPI y la de y-tubulina.
Este nticleo se ecuentra en estado de interfase. Estos resultados apoyan nuestra
hipdtesis del plegamiento correcto de y-tubulina en el embridn, donde adquiere su
conformacién funcional y es capaz de incorporarse al centrosoma.

Como control se utilizo o-tubulina recombinante en las mismas condiciones y
no se observo efectos evidentes en la morfologia v en el desarrollo del los embriones
(resultados no mostrados). Por lo tanto el efecto de la y-tubulina es especifico y no
influye el método experimental ni el hecho de inyectar proteina

Con el proposito de confirmar ia funcionalidad de la y-tubulina recombinante
micro-inyectada en los embriones se analizé su incorporacién en los complejos y-
TuRC. Con este propésito se marcé y-tubulina recombinate con biotina para

detectarla una vez aislada de los embriones y fraccionada en gradientes de glicerol,
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con estreptavidina fusionada con la peroxidasa de rabano (HRP) en una reacci6n de
quimioluminiscencia. En la Figura 22 se muestra el fraccionamiento de un extracto
de embriones inyectados con y-tubulina biotinilada (1 mg/ml). La distribucion de y-
tubulina en el gradiente es muy semejante a de y-tubulina end6gena del pez cebra, de
acuerdo a los resultados de Ia Figura 9, con un méximo entre las fracciones 20 a 24
(alrededor del 35 % (v/v) de glicerol). Se observa que la sefial de biotina revelada
con estreptavidina-HRP muestra la misma distribucién que la seffal proveniente del
revelado con anticuerpo monoclonal anti-y-tubulina. Para comparar ambas
distribuciones se analizé la densitometria de las intensidades de las bandas, que se
normalizaron de 0 a 1 y graficaron en un grafico de barras que se muestra en la parte
superior de la Figura. Al comparar ambas curvas es evidente que las distribuciones
de ambas sefiales, y-tubulina y biotina presentan un patrén similar. Estos resultados
permiten concluir que y-tubulina recombinante purificada desde cuerpos de
inclusién, completamente desnaturada y no funcional es capaz de incorporarse a los

complejos y-TuRC y a los centrosomas de las células de los embriones del pez.
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Figura 19. Microscopia de fluorescencia y de campo claro de un embrién
temprano del pez cebra inyectado con y-tubulina recombinante marcada con
rodamina. A, micrografias de microscopia de fluorescencia tomadas a diferentes
tiempos, durante el desarrollo de un embrién inyectado en estado de una célula con
una solucion que contiene y-tubulina-rodamina (1 mg/ml). B, micrografias de campo
claro tomadas a los mismos tiempos en el mismo embriéon que se muestra en A. C,
micrografias de campo claro de un embrién inyectado sélo con la solucién de

inyeccion. Los embriones se incubaron a 22 ° C.
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Figura 20. Micrografias de microscopia de fluorescencia de embriones

inyectados con y-tubulina recombinante marcada con rodamina. En A, B y C se
observan tres imagenes representativas de coalescencias de y-tubulina en diferentes
embriones. Con la flecha roja se indica una coalescencia de y-tubulina generada a

partir de la coalescencia mas grande.
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20 um

Figura 21. Micrografia de fluorescencia de células de un embrién inyectado con
Y-tubulina recombinante marcada con rodamina. El embrion se fij6 a las dos
horas de desarrollo. y-tubulina aparece en color verde y el material nuclear tefiido
con DAPI en rojo. Con cabezas de flechas rojas se indica la posicion de los
centrosomas marcados por la incorporacion de la tubulina recombinante, asociados al

nucleo de las células.
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Figura 22: Fraccionamiento de un extracto de embriones tempranos del pez
cebra inyectados con y-tubulina biotinilada. El grifico de barras muestra la
distribucién de la y-tubulina biotinilada en un gradiente de glicerol. En barras negras
se muestra la sefial del anticuerpo anti-y-tubulina y en gris la sefial de la
estreptavidina-HRP. Estos datos corresponden a las densitometrias de los inmunoblot
de las fracciones separadas por electroforesis en geles de poliacrilamida SDS
reveladas después de transferirlas a una membrana de nitrocelulosa con anticuerpo

monoclonal-anti y-tubulina y estreptavidina-HRP como se indica en la Figura.
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7. g. Tmportaneia del “loop” T7 en la incorporacion de y-tubulina humana en el
v-TuRC y en su funcionalidad. Con el objetivo de demostrar la importancia del
“loop” T7 en la funcién de la y-tubulina se utilizaron las mismas mutantes analizadas
para su interaccién con la chaperonina CCT mostradas en la Figura 16, donde se
demostré que estas mutaciones s6lo inducen una pérdida de afinidad por la
chaperonina. Se probé el efecto de estas mutaciones sobre el desarrollo temprano del
embrién de manera analoga a los experimentos mostrados en la Figura 19. En la
Figura 23, se muestran micrografias de embriones representativos microinyectados

en estado de una célula con y-tubulina recombinante WT y las mutantes M249E y

T7B marcadas con rodamina (1 mg/ml). Como se observa en las micrografias, la
morfologia de los embriones (Figura 23B, C y D) incubados durante dos horas es
claramente anormal. Presentan blastomeros con una morfologia distinta a la del
embrién control, A veces con mimeros impares de células. Muy semejante a lo gque
ocurre con los embriones inyectados con 1a proteina tipo silvestre. La distribucion de
la sefial de fluorescencia es la misma para todas las proteinas, siendo desplazada
hacia ¢l polo animal durante la segregacion ovoplasmica y quedando-distribuida en
su mayorfa al interior de los blastémeros. La microinyeccién de altas cantidades de y-
tubulina, (5 ng) produce una elevada mortalidad de los embriones, y solo un
promedio del 5% de los embriones permanecen vivos después de 24 h de desarrollo.
Estos embriones probablemente incorporaron menos proteina de la inyectada. En la
parte inferior de la Figura 23 se muestran tres embriones de 24 horas representativos
que fueron inyectados con y-tubulina WT, y las mutantes M249E y T7P. Se observa
que el embrién inyectado con protefna WT no es capaz de desarrollarse, quedando

detenido aparentemente en estado de “bud stage” o *2-somitos™ segtin Kimmel y
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col. (1995). El embrién inyectado con la mutante M249E se desarroll6 a estadios mas
avanzados, pero presenta claras anormalidades. Estos embriones son en su mayoria
acefalicos. No muestran formacién de las vesiculas opticas. Sin embargo presentan
movimientos espontineos. Probablemente estos embriones mueran en etapas
posteriores de su desarrollo. Los embriones sobrevivientes a la inyeccion con y-
tubulina T7P parecen ser mas normales que los dos anteriores. Sin embargo, su
morfologia no es igual a la de embriones del mismo estado de desarrollo en el
control, mostrando diferencias en la disposicion de las vesiculas opticas, A pesar de
iltimo, estos embriones muesiran un comportamiento muy semejante a los
embriones control. En cuanto a la distribucién de la fluorescencia, en los embriones
en estadios més tempranos, la sefial se encuentra restringida a la zona del disco
embrionario, donde se encuentran los blastomeros del embridn en desarrollo, es decir
el polo animal, En tanto que en los embriones de 24 h de desarrollo la sefial se
encuentra mas distribuida. Gran parte de la sefial se encuenira en el viteloplasma y
parte minoritaria en el embri6n propiamente tal. En todos los embriones de 24 h se
observa coalescencias de la sefial dentro de las células como las que se muestran en
las Figuras 19 y 20. La ubicacién de estas sefiales no parecen tener un pairén
discernible, encontrandose por toda la extension del cuerpo del embridn, incluida la
cabeza. Los ojos parecen excluir la sefial en el caso de Jos embriones inyectados con
la mutante T7.

En la Figura 24 se muestra el fraccionamiento de extractos de embrion
inyectados con y-tubulina WT y las mutantes M249E y T7(3. Las fracciones se
analizaron por inmunoblot con estreptavidina-HRP para detectar la presencia de la

proteina biotinilada y un anticuerpo anti-y-tubulina para detectar la y-fubulina total.
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El fraccionamiento del extracto de los embriones inyectados con y-tubulina M249E
biotinilada (Figura 24B) muestra una distribucién diferente de la sefial de la biotina
(barras grices) respecto de la sefial del anticuerpo anti-y-tubulina en los gradientes
(barras negras). La sefial del anticuerpo de y-tubulina aparece en tres fracciones; una
més densa (fracciones de la 18 a la 22) que corresponde a los complejos y-TuRC y
una menos densa (de la fraccién 3 a la 14) de complejos o polimeros mds pequefios
de y-tubulina (muy semejante a lo observado en Figura 8) y una en la tltima fraccion,
que puede corresponder a proteina agregada. La sefial de estreptavidina en cambio,
se distribuye solamente en la fraccién menos densa y en la ultima fraccién (de
agregados de proteina). Este resultado indica que la y-tubulina M249E no se
incorpora en los complejos y-TuRC de los embriones, indicando que este aminodcido
del “loop™ T7 es necesario para la interaccion de y-tubulina con las proteinas del
complejo y-TuRC.

En la Figura 24C se observa que la proteina y-tubulina T7p biotinilada, se
distribuye de manera diferente a la proteina WT y la mutante M245E, con un
méximo de intensidad en fracciones de menor densidad (14 a 16) a la que
habitualmente aparece el y-TuRC (19 a 21). Ademas, se observa que la seifial de la
estreptavidina coincide con la sefial del anticuerpo anti-y-tubulina. Estos resultados
indican que la incorporacién de y-tubulina T7(B a los complejos y-TuRC de los
embriones, modifica la conducta hidrodindmica de estos Witimos, induciendo

complejos con un tamafio menor o con una forma mds simétrica,

Resumiendo, los resultados de la Figura 24 muestran que la mutacién M249E

impide la incorporacién en los y-TuRC y la T7 modifica la conducta hidrodinamica




de los complejos y-TuRC. Sin embargo no permiten distinguir si los efectos in vivo
son por la pérdida de funcionalidad de la y-tubulina. Para determinar de manera
directa la capacidad nucleadora de las mutantes de y-tubulina, se probé su capacidad
de interactuar con microtiibulos in vitro. Con este propdsito se inyecté y-tubulina
recombinante biotinilada WT, M249E y T7B en 300 embriones tempranos del pez
cebra (en estado de una célula) que se incubaron por 4 h a 28 °C para favorecer la
incorporacién y posteriormente se prepararon extractos crudos del citoplasma de los
embriones inyectados. Los extractos crudos se mezclaron con tubulina purificada de
cerebro de pollo y se polimerizaron in vitro. Las polimerizaciones fueron inducidas
por temperatura y después de 5 minutos de reaccion los polimeros se precipitaron.
Los liquidos sobrenadantes y los precipitados se analizaron por electroforesis en
geles de poliacrilamida-SDS y por inmunoblot se detect6 la y-tubulina marcada y no
marcada con biotina con un anticuerpo anti-y-tubulina para detectar la y-tubulina
total y con streptavidina-HRP para detectar la y-tubulina biotinilada inyectada en los
embriones. Como control negativo se realizé una reaccién en ausencia de tubulina y
como control positivo la polimerizacién de microtiibulos se hizo en presencia de un

extracfo de embriones sin inyectar.

Como se observa en los inmunoblot de la Figura 25, en ausencia de tubulina,
la y-tubulina proveniente de los extractos de embrién permanece en los
sobrenadantes. En presencia de o/B-tubulina polimerizada, parte de la y-tubulina
soluble, precipita. Esta conducta se observa con la y-tubulina de los embriones sin
inyectar y con las tres proteinas inyectadas, la y-tubulina WT y las mutantes M249E

y T7B. Se observa una menor cantidad de sefial de y-tubulina en el conirol sin
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inyectar que en Jos embriones inyectados, debido al aumento de la cantidad de y-
tubulina total por la inyeccién de y-tubulina recombinante. En todos los casos se
observa que la mayoria de la y-tubulina se encuentra en los precipitados, es decir que
se encuentra interactuando con los microtibulos. Lo mismo es valido para la y-
tubulina inyectada, pues los inmunoblot revelados con estreptavidina-HRP muestran
la misma conducta Asi: y-tubulina WT y las mutantes biotiniladas en las reacciones
en ausencia de o/B-tubulina, permanecen solubles. En tanto que en presencia de o/f3-
tubulina, la mayoria de la proteina precipita con los microtibulos. Estos resultados
indican que las mutaciones en el “loop” T7 no alteran la interaccion de y-tubulina

con o/B-tubulina para nuclear los microtiibulos, aunque la afinidad de las mutantes

con CCT esta disminuida (Figura 16)




Figura 23: Microscopia de fluorescencia (E-G y L-N) y de campo claro (A-D y
H-K) de embriones inyectados con y-fubulina recombinante tipo silvestre (WT)
y las mutantes M249E y T7p marcadas con rodamina. En la parte superior de la
Figura se muestran micrografias de campo claro (B, C y D) y fluorescencia (E, F y
G) de embriones de dos horas de desarrollo microinyectados con la proteina
recombinante WT y las mutantes (1 mg/ml) como se indica en la parte superior. En la
parte inferior de la figura se muestran micrografias de campo claro (I, J y K) y
fluorescencia (L, M y N} de embriones de 24 h de desarrollo microinyectados con las
mismas proteinas recombinantes. En A y H se muestran embriones control
microinyectados con medio de inyeccion de dos y veinticuatro horas de desarrollo,

respectivamente.
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Figura 24. Fraccionamiento de extractos de embriones tempranos del pez cebra
inyectados con y-tubulina WT y mutantes M249E y T7B biotiniladas. Se
muestran andlisis por inmunoblot (la parte inferior de las Figuras) de
fraccionamientos por centrifugacion en gradientes de densidad de glicerol de
extractos crudos de embriones del pez cebra de 4 h de desarrollo (28 °C) micro-
inyectados en estado de una célula con y—tubulina recombinante biotinilada WT,
MZ249E y T7p, respectivamente. Las fracciones fueron analizadas por electroforesis
en geles de poliacrilamida-SDS, transferidas a membranas de nitrocelulosa y
reveladas utilizando estreptavidina-HRP para detectar la presencia de la proteina
biotinilada y posteriormente reveladas con un anticuerpo monoclonal anti-y-tubulina

como se indica en cada figura. En la parte superior cada figura se muestra un grafico
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de barras de las densitometrias normalizadas de las bandas de los inmunoblot de la
parte inferior. En barras negras se muestra la sefial del anticuerpo anti-y-tubulina y en

gris la sefial de la streptavidina-HRP.
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Figura 25. Polimerizacién in vitro de microtiibules de o/f-tubulina de cerebro
de pollo en presencia de extractos de embriones tempranos del pez cebra
inyectados con y-tubulina recombinante WT y las mutantes M249E y T78.
Polimerizacién de microtibulos separados por centrifugacion en presencia de un
extracto de embriones pez cebra (control negativo), extracto de embriones de pez
cebra inyectados con y-tubulina recombinante biotinilada tipo silvestre (WT) y las
mutantes M249E y T7B, segin se indica en la figura. En las reacciones donde se
indica con un signo (+) se adicioné tubulina (2mg/ml) purificada desde cerebro de
pollo. Control negativo en ausencia de tubulina (-). Las reacciones de polimerizacién
se indujeron por temperatura y los microtibulos se precipitaron a los 5 min. Se
separaron los precipitados (P) de los ligidos sobrenadantes (S) y se analizaron
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS e inmunoblot. Los geles de
poliacrilamida se tifieron con azul de Coomassie para detectar la tubulina. Los
inmunoblot se revelaron con estreptavidina HRP para detectar la proteina biotinilada

y con anticuerpo anti-y-tubulina, como se indica en la figura.
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8. DISCUSION,

Las tubulinas son proteinas incapaces de plegarse espontineamente in vifro y
dependen de una serie de factores citoplasmaticos de plegamiento para alcanzar su
estructura funcional in vivo. Esta caracteristica de las tubulinas ha reducido las
posibilidades metodoldgicas para hacer estudios que puedan relacionar su estructura
con la funcién que cumplen en la célula. Mucha de la informacion proveniente de los
modelos estructurales de estas proteinas permanece aun en el plano hipotético debido
a la dificultad de obtener pruebas experimentales que la avalen. Por un lado, se han
realizado estudios genéticos en levaduras, donde se ha demostrado la importancia de
ciertas regiones de la estructura de estas proteinas en su funcién dentro del contexto
celular (Jﬁmders y Botstein, 2001; Jung y col, 2001; Vega y col., 1998). Asi,
mutaciones que alteran la funcién de las tubulinas generan fenotipos letales en
levaduras, por lo que la informacién obtenida en estos experimentos es dificil de
interpretar en términos estructurales, pues no es posible purificarlas en cantidades

suficientes para la experimentacién bioquimica. Por otro lado, se han realizado

estudios bioquimicos con tubulinas que se han obtenido en sistemas de traduccién in

vitro (Leguy y col., 2000; Farr y col., 1997), en los cuales se agrega en un exiracto de
citoplasma el mensajero que codifica la proteina o bien la proteina ya iraducida.
Mediante esta metodologia se ha obtenido tubulinas en estado funcional, sin
embargo, la traduccion in vitro es un sistema complejo, costoso y muy poco eficiente
en cuanto a las cantidades de proteina que se obtienen. La inyeccidn de RNA
mensajero o proteina sintetizada in vitro en citoplasma de células vivas ofrece una
alternativa interesante para este tipo de estudios. Los ovocitos y los embriones

fecundados de anfibios, peces e invertebrados son sistemas robustos y de gran

107




tamafio, que facilitan Ia microinyeccion de proteinas, ARN o ADN en su interior. Son
comunes los experimentos donde se inyecta el heterodimero de o/B-tubulina
purificado desde cerchro de bovino marcado con alguna sonda fluorescente en
embriones de Drosophila (Kellogg y col. 1988), de pez cebra (Fernandez y col.
2006) y de sanguijuela (Fernandez y col. 2004; Fernandez y col. 2002) El
heterodimero o/f—tubulina microinyectado en estado nativo se incorpora sin
problemas a los microtibulos de la célula. En todos estos experimentos el
heterodimero o/p inyectado se utiliza como trazador de citoesqueleto y no como
objeto de estudio. Hasta donde se sabe, no se ha utilizado este sistema con la
finalidad de estudiar la estructura o ¢l tipo de interacciones de la tubulina al ser
incorporada en las estructuras celulares. Tampoco existen trabajos donde se haya
inyectado alguna tubulina distinta del heterodimero o/B-tubulina y' aun menos
tubulina desplegada. En la presente tesis se utilizaron los embriones tempranos del
pez cebra como modelo experimental para plegar y-tubulina recombinante marcada y
estudiar la relacién que existe entre la region del el “loop” T7 y la funcion que éste
cumple en la célula, y de este modo contar con una metodologia robusta para

posteriores estudios estructura-funcion con proteinas que no pueden plegarse in vitro.

8. a. Expresion y silenciamiento de la y-tubulina enddogena en embriones
tempranos del pez cebra. El primer objetivo de esta tesis implicé el estudio de la
biologia de la y-tubulina enddégena de los embriones tempranos del pez cebra. El
Unico gen de y-tubulina del pez cebra esta codificado en el cromosoma 3 en Ia
posicién 34.870.575 — 34.892.264 y su trascrito es un mensajero conocido como

tubgl. Mediante inmunoblots y RT-PCR se demostré que los zigotos del pez cebra
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poseen el mensajero de y-tubulina. Esto es consistente con el trabajo de Liu y
Lessman (2007) donde se demosiré por hibridizacion in situ que el mensajero de y-
tubulina se encuentra presente en el ovario, en el ovocito y en los embriones
temprano del pez. Por ende debe comesponder a un producto materno (Kane y
Kimmel, 1993; Pellegri 2003). Mediante inmunoblot se detecté solamente una
isoforma de la proteina de y-tubulina, lo que se condice con la existencia de
solamente un gen que la codifica. Los niveles de expresion de la proteina parecen no
variar durante el desarrollo temprano del pez.

Los resulados de esta tesis demuestran gue la y-tubulina del pez cebra se
ubica en la matriz pericentrosomal, al igual que en todos los sistemas animales
estudiados (Zheng y col. 1995; Gunawardane y col. 2000, Moritz y .col. 2000;
Oregama y col. 1999 y Murphy y col. 2001). En las inmunofluorescencias de las
Figuras 7 y 8, se observa que la matriz pericentrosomal sufre evidentes
reestructuraciones durante el ciclo celular. Se ha observado que durante la primera
division de los embriones de C. elegans, la matriz pericentrosomal sufre
reestructuraciones muy parecidas (Strome y Cols 2001). La y-tubulina forma dos
puntos muy intensos de sefial durante la metafase y la anafase, los cuales se ubican
uno a cada lado del micleo. Luego la sefial se dispersa entre la anafase tardfa y la
telofase. Esta dispersién debe estar asociada al proceso de traccion de las cromatidas
hacia las dos células hijas (ver Figura 8). Sin embargo, nuestros resultados muestran
que la sefial de y-tubulina sufre una segunda reestructuracién durante la profase
temprana (Figura 8), donde el material pericentrosomal parece dispersarse y adoptar
una forma alargada. Es posible que este alargamiento de la matriz pericentrosomal

sea parte del proceso de division del centrosoma. No se encontré ningun trabajo que
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reporte una reestructuracién de la matriz pericentrosomal semejante a la que
observamos en los embriones tempranos del pez cebra. Para determinar la naturaleza
de este proceso es necesaria méas investigacidn a nivel celular para determinar la
topologia de los centriolos y del arreglo de microtibulos simultaneamente y de la
sefial de y-tubulina y el nicleo.

Para determinar la tasa de recambio de y-tubulina de los embriones tempranos
del pez cebra se silencié la expresién de y-tubulina a nivel traduccional con un
oligomorfolino antisentido (fubgll). Si la proteina no se expresa mas, la disminucion
de esta dependera de su tiempo de vida, lo que nos podria dar informacion indirecta
acerca del recambio de la proteina en los embriones. El fenotipo que genera el Mo-
tubgll (Figura 4) inyectado a bajas concentraciones ‘es claramente anormal en
relacién a los embriones coniroles. Estos embriones “morfantes” llegan a
desarrollarse hasta estadios tardios del desarrollo pero mueren antes de las 48 horas.
Los embriones inyectados a mayores concentraciones de Mo-tubgl se detienen
durante Ia gastrulacién. Este fenotipo es muy concordante con lo observado en un
trabajo realizado en ratén, donde se demostré que animales transgénicos “knockout™
(y-tubulina™) en una de las dos isoformas de y-tubulina, los embriones no son
capaces de desarrollarse mas alla del estado de géstrula (Yuba-Kubo y col. 2005).
Los embriones de C. elegans silenciados por RNAIi inyectado en el gusano
progenitor, la sintesis de y-tubulina cesa y los niveles de proteina disminuyen (Liu y
col. 1998) a diferencia de lo que ocurre nuestros embriones morfantes donde los
niveles de y-tubulina no varian significativamente respecto a los controles (Figura 4).

Los autores de la publicacién del ratén “knockout™ de y-tubulina no presentan

ninguna evidencia de 1a disminucion de la cantidad de y-tubulina en sus embriones.
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Probablemente lo que ocurre es semejante a Jo que observamos en nuestros
morfantes: los niveles de proteina no disminuyen, pero el citoesqueleto de
microtitbulos presenta serias alteraciones y las células dejan de dividirse.

La polimerizacién de microtibulos en los embriones morfantes tubgll no
cesa, del mismo modo que ocurre en ratones transgénicos y-tubulina™ en ratén y en
C. elegans (Liu y col. 1998; Strome y Col. 2001 ). En los e¢mbriones morfantes se
observa una gran cantidad de microtiibulos en los blastdmeros y en la region cortical,
sin embargo estos no parecen estar formando alguna estructura definida semejante a
un huso mitdtico o a~microtiibulos astrales, solamente detectamos microtibulos
dispersos en el citoplasma sin una aparente organizacién. Al contrario del ratén
“knockout” y en C. elegans silenciado por RNAI, donde.los microtiibulos contintian
formando parte de estructuras mayores, semejantes al haz del huso.,

Los resultados que se obtuvieron llevan a la conclusién de que el fenotipo que
produce el Mo-tubgll no se debe a una disminucién de la cantidad de y-tubulina en
los embriones, pues esta no disminuye notoriamente y tampoco a un cese de la
nucleacion de microtiibulos, debido a que estos no dejan de aparecer en las células,
Es posible concluir también que el tiempo de vida medio de y-tubulina deberia ser
mas largo que el periodo que se esta analizando. Sin embargo, la aparicién del
fenotipo morfante sugiere que la y-tubulina debe estar traduciéndose en los estadios
tempranos del desarrollo del pez y que ademas, su traduccién es esencial para el
desarrollo y el proceder del ciclo celular. También podemos concluir que la
maquinaria de plegamiento de y-tubulina debe estar funcional en estos estadios
tempranos. El hecho de que en el silenciamiento génico producido por Mo, el mRNA

no es eliminado, permite proponer la existencia de un mecanisimo de regulacion del

111

J .



ciclo celular a nivel de mensajero que involucra la traduccién de y-tubulina.

8. b. Interaccién de la y-tubulina con la chaperonina CCT. Llorca y col. (2001b) y
Bertrand y col. (2005) proponen que algunas regiones en la estructura de p-tubulina
estarian involucradas en la interaccién con CCT. Una de las regiones descritas por
estos autores corresponde a la region del “loop” T7, estruciura objeto de
investigacion en esta tesis y que se alteré por mutagénesis (mutantes M249E y T78).
Hasta el momento no existe informacidn a nivel estructural acerca de las regiones de
interaccién de y-tubulina con CCT, sin embargo, dada la similitud de secuencia y de
esiructura es probable que la interaccion sea similar a la de B-tubulina. Se sabe por
los experimentos de Melki y col. (1993) y Ritco-Vinsovici y Willson (2000) que y-
tubulina interactia con CCT y que ademds solo necesita esta interaccion para
alcanzar el estado funcional. Dado esto y dada la similitud estructural que presenta
con B-tubulina (Aldaz y col. 2005) es posible esperar que las mutaciones que hemos
introducido en la region del “loop” T7 de y-tubulina alteren su capacidad de
interactuar con CCT. Los resultados apoyan esta idea, pues ambas mutantes
disminuyen su capacidad de interactuar con CCT, y ademds, esta disminucién
depende de la mutacién. Como se observa en la Figura 14B, la disminucion de la
unién de los mutantes a CCT es mayor para la mutante M249E que para la mutante
T7p. Esto se debe a la naturaleza de la mutacién introducida, pues la mutante M249E
posee una carga negativa donde antes habifa un residuo hidréfobico, en tanto que la
mutante T7[ posee la misma secuencia de P-tubulina en el “loop” T7, la cual
también es sustrato de CCT por lo que no se esperaria una alteracion muy grande en
la unién,
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Para precisar el fendmeno es necesario realizar ofro tipo de experimentos en
orden de determinar las constantes termodindmicas de union de y-tubulina con CCT
y el efecto que tiene el “loop” T7 sobre estas constantes. Es posible realizar
experimentos con y-tubulina recombinante marcada con alguna zonda fluorescente,
de modo de observar por ejemplo los cambios en la anisotropia de fluorescencia al
ser titulada con diferentes cantidades de CCT.

Se sabe que B-tubulina interactia con dos regiones opuestas de la cavidad de
la chaperonina CCT, mediante dos dominios de su estructura, Asi, la interaccion se
produce através de un dominio estrecho y otro més grueso, atravesando la cavidad y
adoptando una forma aparentemente triangular (Llorca Y col. 2001a). Segun Llorca y
col. (2001a). La forma de la interaccién de y-tubulina con la chaperonina CCT es
muy semejante al modelo propuesto para la interaccion de B-tubulina con CCT. En
este modelo la $-tubulina interactua de dos modos con la chaperonina; la regién
gruesa de interaccién corresponde al dominio C-terminal e interactia con las
subunidades 8, 8 y @ o bien con las subunidades ¢, {'y 8. La interaccién mas pequefia
corresponde al dominio N-terminal, que interactia con las subunidades 7 y & ¥ con &
y 8. Esto es muy semejante a o que observamos en los complejos ternarios de CCT-y-
tubulina-AB (Figura 18). Esto ulimo en conjunto con la disminucion de la afinidad
por la chaperonina inducida por las mutaciones en el “loop T7”, nos permite concluir
que y-tubulina interactiia con la chaperonina CCT de la misma manera que lo hace §-

tubulina segtn lo descrito por Llorca y col. 2001a.

8. c. Relacién entre Ia estructura y la funcion del “loop” T7 de y-tubulina

replegada en el citoplasma de embriones tempranos del pez cebra. La estructura
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de los microtibulos (Nogales y col, 1998) muestra que la region del “loop” T7 podria
actuar como un componente importante para la interaccidn longitudinal de la
tubulina, es més, se ha hipotetizado que en el “loop” T7 de a-tubulina se encuentra el
residuo catalitico, el E255. En una posicidn analoga se encuentra el residuo D212 en
FisZ, homdlogo bacteriano de las tubulinas. Este residuo se encuenira formando
parte de la interaccion longitudinal y parece estimular la hidrolisis del GTP durante
la polimerizacién (Mukherjee y col., 2001). Sin embargo, la dificultad de obtener
tubulina recombinante funcional ha impedido demostrar experimentalmente este
hecho, aunque se conoce el detalle estructural de la zona de interaccién longitudinal
entre o/B-tubulina hace més de 10 afios. De la y-tubulina se sabe aun menos. Su
estructura, publicada €l 2005 (Aldaz y col., 2005), mostro una elevada similitud con
sus parientes cercanos; oo y B tubulina, lo cual indica que es muy probable que las
regiones de interaccién tanto lateral como longitudinal sean conservadas. La y-
tubulina une y cataliza la hidrélisis del GTP en solucidn, lo que indica que podria ser
producto de una interaccion longitudinal. No se ha demostrado que esta actividad sea
producto de la polimerizacién como ocurre en oy J tubulina. Esto deja abierta la
pregunta acerca de la formacion de polimeros de y-tubulina.

Despues de descubierta la actividad nucleadora de microtiibulos de y-tubulina
(Zheng y col. 1995) varios autores propusieron modelos para explicar dicho
mecanismo (Mortiz y Agard, 2001; Erickson y Stoffler, 1996). Mediante microscopia
electrénica se ha demostrado que y-tubulina forma polimeros con forma de anillo
(Zheng y cols 1995, Moritz y cols 2000). La que resulta ser una de las disposiciones
mas comunes de los polimeros de tubulina (Erickson y Stoffler 1996), incluidos los

polimeros de FisZ. Existe mucha evidencia que asegura que el tipo de polimero que
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y-tubulina genera es uno producido por interacciones laterales y se postula que la
nucleacién de microtibulos es producida a su ves por interacciones longitudinales
(Tob y col.. 2003; Weise y Zheng 2000; Keating y Borisy 2000; Moritz y col. 2000,

Aldaz y col. 2005; Rice y col. 2008).

Con ¢l propésito de demostrar en forma experimental el mecanismo de
nucleacién de los microtibulos se obtuvo la y-tubulina recombinante en bacteria, se
marcé con rodamina y se microinyecté desnaturada en los embriones. Se observé que
la fluorescencia aparecia ubicada en los centrosomas. Esto se confirm6 con y-
tubulina recombinante marcada con biotina, la cual es capaz de incorporarse a los
complejos y-TuRC de los embriones e inferactuar con microtibulos in vifro.

Llama la atencién que la microinyeccion de y-tubulina en embriones del pez
cebra produzca alteraciones en su desarrollo. Aparecen fenotipos anormales que en la
mayoria de los casos son letales. Este efecto que se observa es proporcional a la
cantidad de proteina microinyectada. Podriamos especular que este efecto se debe a
un exceso de y-tubulina en el citoplasma del los embriones que anmenta el nimero
de sitios de nucleacién de microtibulos, secuestran-do asi a la tubulina citoplasmatica
e induciendo un fenotipo semejante al que podria ser inducido por drogas que
inhiben la polimerizacién de microtibulos. Para comprobar esta proposicion hace
falta realizar imunofluorescencias macando el citoesqueleto de microtibulos de
embriones microinyectados, para observar el efecto del aumento de los sitios de
nucleacion dentro del citoplasma.

Los resultados muestran que al mutar la region del “loop” T7 de y-tubulina
se altera su incorporacién en los complejos y-TuRC. Este efecto depende del tipo de

mutacion, asi, por ejemplo, una y-tubulina con una mutacién que cambia un residuo
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hidrofébico, la metionina 249, por un glutamato (mutante M249E), un residuo
cargado, no es capaz de incorporarse en los complejos y-TuRC de los embriones
(Figura 23B). En tanto que una mutacion que simula el “loop” T7 de B-tubulina se
incorpora en los complejos y-TuRC, cambiando su patrén de sedimentacion dentro
de los gradientes de densidad de glicerol (Figura 23C), lo que indica un cambio de
forma. Este cambio puede deberse a una disminucién en la interaccion con alguna de
las proteinas GRIP que forman parte del complejo y-TuRC dando como resultado
complejos con menor nimero de componentes, que en el caso de la mutacién
M249E, la disminucién de la interaccién con la proteina GRIP podria ser mads
drastica, de modo que no seria capaz de intercambiarse con la y-tubulina endégena
que esta formando parte de ios complejos y-TuRC.

Las proteinas mutadas en el loop T7 (T7 y M249E) no presentaron ninguna
. diferencia en su capacidad de interactuar con microtibulos iz vitro, en comparacion a
la proteina tipo silvestre, como se observa en la Figura 24, lo que ademdés suguiere
que a pesar de la disminucioén en la interaccién con la chaperonina, estas proteinas
mutantes son capaces de alcanzar su estado funcional. La distribucién en los
gradientes de glicerol de la mutante y-tubulina M249E (Figura 23B), muestra que
esta proteina no se incorpora en los complejos y-TuRC, sin embargo, su distribucién
parece no corresponder a proteinas monoméricas, ni diméricas, si comparamos su
perfil con el perfil del heterodimero a/p-tubulina de la Figura 9. Al parecer esta
mutante forma pequefios polimeros de y-tubulina o bien complejos de menor tamafio
en asociacién con alguna proteina GRIP cuando se encuentra en el citoplasma de los
embriones.

Los resultados en conjunfo permiten proponer el modelo que se muestra
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esquemdticamente en la Figura 25. La y-tubulina recombinante desplegada, una vez
dentro del citoplasma de los embriones es reconocida por la chaperonina CCT. Como
resultado de esta interaccidn la proteina recombinante adquiere su conformacion
funcional, que permite su polimerizacién por interacciones laterales y longitudinales
(por el extremo (-)) con proteinas GRIP para formar el complejo y-TuRC, Esta seria
la interaccion que se encuentra alterada en las proteinas mutantes en el “loop” T7
(Figura 25B). Sin embargo, esta y-tubulina muftante puede interactuar en forma
lateral para formar polimeros de y-tubulina, que es lo que se observa en la mutante
M249E. El siguiente paso es la interaccion longitudinal con heterodimeros de o/ff
tubulina durante la nucleacién. Esta interaccion longitudinal, que corresponde al
extremo (-+), no estd afectada por las mutaciones.

Los resultados obtenidos en esta tesis apoyan la teorfa de nucleacién de
microtibulos conocida como modelo del templado (Mortiz y Agard, 2001). Este
modelo propone que la interaccidn entre proteinas de y-tubulina es de naturaleza
lateral, siendo la interaccién con las proteinas GRIP de naturaleza longitudinal
mediante el extremo (-) y la interaccion con a y 3 tubulina de naturaleza longitudinal
mediante el extremo (+). Las mutaciones en el “loop T7”, afectarian la interaccion
longitudinal del extremo (-) impidiendo la incorporacién de la y-tubulina en los
complejos y-TuRC, sin alterar su oligomerizacién y su interaccion con los
microtiibulos in vitro, lo que se ajusta bien con el modelo mencionado, Sin embargo,
para confirmar esta proposicion hace falta explorar el resto de las superficies de
interaccidn, asi como la interaccion lateral, donde se encuentra el “Loop” M
(Nogales y col. 1999). Es necesario también explorar la interaccién longitudinal del

extremo (+) que permite la unidn con o y [-tubulina. Para confirmar las
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interacciones longitudinales con las proteinas GRIP, es necesario utilizar anticuerpos
especificos conira estas proteinas, para de este modo ver su distribucién en los
gradientes.

Por tltimo, el uso de embriones tempranos del pez cebra para obtener
tubulina recombinante funcional y como método de estudio estructura-funcién de
proteinas del citoesqueleto demuestra ser un buen modelo, pues posee cualidades que
lo hacen apto para el uso de la microscopia Optica y de fluorescencia. Su tamaifio y
cantidad de citoplasma facilita los estudios bioquimicos, como se ha demostrado en
esta tesis. El uso del embridn temprano pez cebra puede facilitar el estudio de otras
tubulinas y eventualmente de otras proteinas que al igual que las tubulina no se
pueden obtener funcionales al ser expresadas y purificadas como proteinas

recombinantes en bacteria.
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Figura 25. Modelo de la secuencia de interacciones de 7y-tubulina en el
citoplasma de embriones tempranos del pez cebra. En A se muestra el modelo de
interacciones de y-tubulina tipo silvestre, en B de la mutante de y-tubulina T78 y en
C de la mutante de y-tubulina M249E. La y-tubulina recombinante desplegada, en el
citoplasma de los embriones es reconocida ¢ interactiia con la chaperonina CCT para
adquirir su estructura funcional. La y-tubulina funcional forma oligémeros por
interacciones laterales y longitudinales (por el extremo (-)) con proteinas GRIP para
formar el complejo y-TuRC. El coplejo y-TuRC, por interacciones longitudinales con

los heterodimeros de o/f} tubulina da a lugar a la nucleacion de los microtibulos.
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