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Resumen

y-tubulina es una proteina que forma parte del cenfrosoma y acttia tanto en la
nucleacion de microtibulos como en la regulacién de la dinamica de los mismos. Se
encuentra en el citoplasma formando, junto a algunas proteinas acompaiiantes, el
complejo y-TuURC (y-Tubulin ring complex). Presenta una elevada. similitud estructurai
con el resto de fas proteinas de !a familia, lo. que sugiere una-equivalencia en las
superficies de interaccion longitudinal y lateral. Los detalles .estructurales de las
interacciones involucradas en la nucleacién son poco conocidos debido a la
inestabilidad estructural intrinseca que presentan las tubulinas, lo que hace dificil
obtener estas proteinas recombinantes funcionales. Disefiamos una metodologia con
la cual se obtiene la proteina recombinante no funcional, se introduce dentro del
citoplasma de embriones tempranos de pez cebra (Danio rerio) mediante
microinyeccion para que la maquinaria presente pliegue correctamente Ia proteina y Ia
haga funcional. Utilizando microscoplia de epifluorescencia y métodos bioquimicos se
demostré que y-tubulina humana recombinante es capaz de incorporarse en los
cenfrosomas y complejos y-TuRC de los blastoémeros de los embriones inyectados.
Mediante esta metodologia demostramos que mutaciones puntuales en el “loop” M
(interaccion lateral) alteran su capacidad de incorporarse al y-TuRGC y también la

interaccion con a/B-tubulina para nuclear los microtiibulos.
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Summary

y-tubulin is a protein that is part of the centrosome and acts in both microtubule
nucleation and regulation of their dynamics. y-Tubulin is located in the cytoplasm and
forms, together with some accompanying proteins, the y-Tubulin Ring Complex (y-
- TuRC). This protein shows high structural similarity with the rest of the tubulin family
proteins, suggesting equivalence on the surfaces for longitudinal and liateral
interactions. The structural details of these interactions involved in nucleation are poorly
understood because of the intrinsic structural .instability of tubulins, making these
functional recombinant proteins very difficult to obfain. We have designed a new
methodology to obtain functional recombinant ﬁrotein, by microinjecting y-tubulin in the
cytoplasm of early zebrafish (Danio reric) embryos, in this manner the cell machinery is
used to correctly fold this protein and.make it functional. Using fluorescence microscopy
and biochemical methods; we demonstrated that recombinant human y-tubulin can be
incorporated in Danio rerio centrosomes and form part of the y-TuRC complexes ‘in
blastomeres of the injected embryos. Using this methodology we also demonstrated
that mutations in the M-loop (lateral interaction) affected its ability to form the y-TuRC

and make possible its interaction with a/B-tubulin to nucleate microtubules.
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1. Introduccién

La familia de-las tubulinas corresponde a un grupo extenso de proteinas de
gran similitud estructural y altamente conservadas que tienen la capacidad de
generar polimeros, hidrolizar GTP y presentar un papel fundamental en la
nucleacion de microtibulos. Los microtiibulos son polimeros polares filamentosos
cuya organizacion y dinamica juegan un papel fundamental en varios rprocesas
celulares. Durante la division celular los microtubulos forman un arreglo Ilémado
huso mitético, el cual segrega flsicamente los cromosomas y orienta el plano de la
citoquinesis. En células interfasicas participan en el transporte direccional de
vesiculas y protelnas, en la organizacion citoplasmatica (posicionando el ndcleo ¥
los otros organelos), en la fofma celular, en la polaridad y en la motilidad, siendo el
principal elemento estructural de flagelos y cilios. Los microttibulos son altamente
dinamicos y presentan un mecanismo de polimerizacidnldeépo!ir‘nerizacién
conocido como “Inestabilidad dindmica”. Esta se describe segtin cuatro pararnetros:
velocidad de polimerizacién y despolimerizacién, la frecuencia de catastrofes (la
transicién de polimerizacién a despolimerizacién) y de rescates (transicidon de
despaolimerizacion a polimerizacion) (Desai y Mitchison, 1997).

La subunidad estructural de los microtibulos corresponde a un
heterodimero de protelnas pertenecientes a la familia de las tubulinas: la alB-
tubulina. Los dimeros se ensamblan por medio de interacciones no covalentes
“cabeza-cola” formando protofilamentos, los cuales se asocian entre ellos
lateralmente para formar un cilindro de 25 nm de diametro que es el microtubulo,
La orientacién de los heterodimeros en el protofilamento es lo que le confiere

polaridad al microtiibulo, con a-tubulina en el extremo de crecimiento lento o




extremo (-} y B-tubulina en el de crecimiento rapido o extremo (+) (Desai y
Mitchison, 1997).

In vivo, la. formacién de nuevos microtitbulos a partir de la nucleacion de
polimerizacién requiere a otro miembro de la familia de las tubulinas, 1a y-tubulina.
Esta proteina forma parte de los centros organizadores de microtibulos (MTOCs),
-como lo son los centrc;somas en células animales y el polo del huso en las
_ levaduras cuando la célula esta en mitosis. En interfase se le encuentra en sitios de
nucléacién de microtibulos no centrosomales, como el ap;rato de Golgi por
gjemplo (Rivero y col, 2009). Esta proteina ademas de nuclear microtibulos
participa en la regulacién de Ia dindmica de los mismos. Al unirse a'l extremo (-} del
microtubulo lo bloquea, previniendo el crecimiento o acortamiento de éste extremo
(Zheng y Wiese., 2000) y al localizarse a lo largo de la superficie del microtibulo
limita las catastrofes (despolimerizacién) (Bouissou y col., 2009).

La y-tubulina forma dos complejos proteicos en conjunto con algunas
protelnas acompafantes. Uno de ellos es el complejo pequefio de y-tubulina (y-
TuSC) compuesto por dos moléculas de y-tubulina y otras dos protelnas (Dgrip84 y
Dgrip91 en Drosophila) y el otro es un complejo mayor de alrededor de 2 MDa
llamado complejo de anillo de y-tubulina (y-TuRC) el cual se encuentra formado.por
y-TuSC y al menos 4 protelnas mas (Dgrip75, Dgrip128, Dgrip163 y Dgp71WD en
Drosophifa) (Oegema y cal., 1999). Estos complejos se encuentran en el citosol y
en los MTOCs. ’

Los componentes del complejo y-TuSC se encuentran altamente
conservados en células eucariontes y la eliminacién de cualquiera de ellos es letal.
En cambio las proteinas acompafiantes del y-TuRC no son esenciales para la

viabilidad celular y se ha descrito que son necesarias para el ensamblaje del




complejo, progresion de la mitosis, regulacién de la funcion y orientacion del y-
TURG en el centrosoma y a lo largo del huso. )
Las bases estructurales de los mecanismos de interaccién tubulina-tubulina
y de la hidrdlisis de GTP son aln desconocidas, debido a la inestabilidad estructural
intrinseca que presentan las tubulinas hace dificii obtener estas protelnas:
recombinantes funcionales y en cantidades suficientes para realizar experimentos in
, vitro dada la compleja via de plegamiento que presentan..
Se desconoce .como la y-tubulina nuclea microtibulos. Se han propuesto
dos modelos alternativos para explicar cémo los microttibulos son nucleados pn;r y-
tubulina. Estos son el "Modelo del templado” y el “Modelo del protofilamento”. En el
primer modelo el y-TuRC acttia como templado, ubicandose en el extremo (-) del
microtubulo, lo qué implica que cada y-tubulina interactua lateralmente con otra,
situéndose en la base de un-protofilamento e interactuando longitudinalmente con el
heterodimero de a/f-tubulina (Zheng y col., 1995), Por ofro lado, en el modelo del
protofilamento las moléculas de y-tubulina interactian entre si de forma longitudinal
y el y-TURC se extiende para formar un primer protofilamento que promovera el
ensamblaje lateral y longitudinal de subunidades de a/p-tubulina en el microtubulo
(Erickson y col.,, 1996 y Moritz y col., 2000). De distinta manera, ambos modelos
implican interacciones laterales y longitudinales (Erickson y col., 2090) (Fig. 1).
Dado que los miembros de la familia. de las tubulinas presentan gran
similitud estructural y grado de conservacion, ss-; sugiere una equivalencia en las
éuperﬁcies de interaccion lateral y longitudinal. Debido a esto se ha descrito para y-
tubulina, mediante andlisis de homologia con a y B-tublﬂina, zonas de interaccién
lateral y longitudinal correspondiente a “loops” conservados, que en las tres

1

tubulinas se denominan "loop” My “loop” T7, respectivamente (Aldaz y col., 2005).




Con el proposito de determinar la importancia de estos “loops” en las
interacciones de y-tubulina se construyeron dos mutantes en el “loop” M. Las
mutantes son D279N.y AA283. En la mutante D279N se sustituyd el residuo acido
aspartico 279 por asparragina, la cual posee similar volumen pero no presenta
carga. La segunda mutante, AA28‘3, carece del residuo alanina 283. De este modo
el “loop™ M de y-tubulina se asemeja al de B-tubulina, que no posee este residuo.

En este Seminario de Titulo se caracterizaran dichas mutantes para
determinar si los aminodcidos modificados pertenecientes al “loop” M son
esenciales para la funcionalidad de la proteina, se analizara la capacidad de las
proteinas modificadas de incorporarse a los complejos y-TuRC y de interactuar con
microtiibulos. Para esto se disefid una metodologia en la cual se obtiene la
proteina recombinante no funcional, se introduce dentro del citoplasma de cigotos
del pez cebra (Danio reric) mediante microinyeccién para que la maquinaria
presente en esta célula pliegue correctamente la protelna y la haga funcional.
Utilizando microscopla de fluorescencia y métodos bioquimicos se demostro que y-
tubulina humana recombinante .es capaz de incorporarse en los centrosomas. y
complejos y-TURC.de los blastémeros de los cigotos inyectados. De este modo se
demostrd que las mutaciones puntuales en el “loop” M alteran la capacidad dey-

tubulina para incorporarse al y-TuRC y para interactuar con microtubulos.
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Figura 1: Modelos propuestos para la nucleacion de microtibulos por y-
tubulina.

A) Modelo del templado. Este modelo implica interacciones laterales entre las
moléculas de y-tubulina para formar la base del microtibulo e interacciones
longitudinales por una cara de y-tubulina con el heterodimero de a/B-tubulina y por
la otra con las proteinas Grip. B) Modelo del protofilamento. Las subunidades de y-
tubulina interactian longitudinalmente entre ellas, y de forma lateral con los
heterodimeros y las proteinas Grip.. En blanco a-tubulina, negro B-tubulina, celeste
con centro rojo y-tubulina y las demas estructuras corresponde a las proteinas
acomparniantes del y-TuRC. Modificado de Zheng, 2000.




Hipotesis

“La alanina 283 y el acido aspartico 279 del “loop® M son esenciales para las

interacciones de tipo lateral de y-tubulina”

Objetivos

General

Determinar la participacion del “loop” M de y-tubulina en la formacién de los centros

nucleadores de microtiibulos y en su polimerizacion.

Especificos

1. Construir, expresar y purificar las mutantes D279N y AA283 de y-tubulina.

2. Marcar y—-tubulina WT y las mutantes con bioctina.

3. Microinyectar las protelnas marcadas en embriones tempranos de pez
cebra, para determinar su incorporacion in vivo en los y-TuRC.

4, Determinar el efecto de estas mutaciones sobre la nucleacion -de

micratibules in vitro.




2. Materiales y métodos

2.1 Materiales

2.1.1 Reactivos

Los reactivos bisulfito de sodio, urea, azul de bromofenal, etanol, sacarosa,
sulfato de amonio, -cloruro de potasio, hidréxido de sodio, Azul de Coomassie R250
y cloruro de magnesio se adquirieron en Merck S.A. (Darmstadt, Alemania). Las
resinas Sephadex G25 y DEAESephadex A50 y los reactivos EGTA, lisozima,
DNAsa, DMSO, écido p-cumarico, la bis-acrilam?lamida, el patrén de bajo peso
molecular para péptidos y GTP se adquirieron en Sigma Chemical Co (St. Louis,
Missouri, Estados Unidos). La Resina Q-Sepharosa fue adquirida de GE Helthcare
BioSciencies AB. La Estreptavidina-HRP se adquir;é en Biosource
Tagoinmunologica TM. (California, .Estados Unidos). Los reactivos acido
desoxicélico, GndHCI, Tween 20, agarosa, seroalbimina de bovino, glicerol,
acrilamida y Tritén X100 se adquirieron en Winckler Ltda (Santiago, Chile). El coctel
de inhibidores de proteasas se adquiri6 de ROCHE Chile Lida. (Santiago,
Chile).Las membranas de nitrocelulosa para ensayos de inmunoblot, acrilamida,
TEMED vy las cubetas para electroporacion se adquirieron de BioRad Laboratorios
Inc. {Hercules, California, Estados Unidos).El reactivo MES se adquirié en
Phytotechnology Labs TM. La ampicilina, glicina, DTT, I[PTG y Hepes se
adquirieron en U.S' Biological {Swanpcott, Massachusetts, Estados Unidos). El
metanol y &cido acético técnicos, se adquirieron de TCL. (Santiago, Chile). E!
fumino! se obtuvo en Fluka Chemie AG. (Buchs, Suiza).L.a DNApolimerasa Pfu Ultra
11 se obtuve en Promega Corporation {Madison, Estados Unidos). Los sistemas de

filtracidn Centricon, los filtros de fipos low binding con peros de 2 um para la
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esterilizacion de soluciones y las membranas de nitrocelulosa VSWP02500 para
realizar didlisis a 4cidos nucleicos se obtuvieron en Millipore. (Billerica,
Massachussets, Estados Unidos). Las enzimas de restriccion EcoRI y EcoRV se
obtuvieron en New- England BioLabs inc.La bictina para el marcaje de proteinas
(Ez-Link Sulfo-NHS-Biotina) se adquiri6 en PIERCE Biotechnology, (Rockford,
lllinois, Estados Unidos). Los dNTPs se adquirieron en Omega. El SDS y el DAPI
se adquirieroﬁ de Apolichem Biotechnology Inc. El hidrolizado de caselna y- la
triptona se obtuvieron de BD (Becton, Dickinson and Company). El extracto de
levadura se adquirid de MoBio Laboratories Inc. El cloruro de sodio, agar, Tris,
glicero!l, EDTA, fosfato acido de sodio, agarosa y marcador de peso molecular de
1Kpb se compraron en Winkler Ltda. (Santiago, Chile). La pelicula autoradiografica
HR-U30 Super Medical X-Ray film se compré en Fujifilm Corporation (T,okio,

Japén).

2.1.2 Soluciones ‘ -

TEN: amortiguador Tris-HCI 50 mM pH 8,0, EDTA.1 mM, NaCl 100 mM.

Lisis 2: amortiguador Tris-HCI 50 mM pH 8,0, EDTA 10 mM, NaCl 100 mM,
TritdnX100 1% (viv).

Urea 8M: amortiguador Tris-HC! 20 mM lpH 8,0, bisulfito de sodio 10 Mm. DTT 5
mM, urea 8M. )

PBS: amortiguador fosfato de sodio 50 mM pH 7,5.

" PMS: amortiguador fosfato de sodio 10 mM pH 7,0, MgCl; 0,5 mM, 0,24 M
sacarosa.

PMG: amortiguador fosfato de sodio 10 mM pH 7,0, MgCl; 0,5 mM, 0,24 M
sacarosa, GTP 0,1 mM.

Solucién de extraccidon y-TuRC 1: amortiguador Hepes 50 mM pH 7,6, MgCl, 1mM,

EGTA 1mM; KCI 100mM, glicerol 10%, coctel de inhibidores de proteasas.
8




Solucion de exiraccién y-TURC 2: amortiguador Hepes 50 mM pH 7,6, MgCl; 1
mM, EGTA 1mM, céctel de inhibidores de proteasas.

Solucién de polimerizacion: amortiguador MES 50 mM pH 6,8, EGTA 0,5 mM,
MgCl, 8 mM, GTP 0,1 mM, glicerol 10% y solucién H (amertiguador Tris-HCI 20 mM
pH 7,2, NaCl 10 mM, MgClz 5 mM. DTT 1mM, PMSF 1mM, céctel de inhibidores de
proteasas).

_ Solucién de carga (SDSY): amortiguador Tris-HC! 75 mM pH 6,8, glicerol 10%, SDS
2,5% (p/v). 2-mercaptoetanol 10 mM, azul de bromofenol 0,01% (p/v). Sclucién gel
concentrador (SDS): amortiguador Tris-HC! 375 mM, pH 8,8, SDS 0,1% (p/v).
Solucién gel separador (SDS): amortiguador Tris-HCI 138 mM pH 6,8, SDS 0,1%
(p/v).

Solucidn tincién Azul de Coomassie: Azul de Coomassie G250 0,3% (p/v), metanol
50% {viv), acido acético-10% (v/v).

Solucidn de destedido: metanol 50% (v/v), acido acético 10% (v/v).

Solucion de blogueo inmunofluorescencia; solucidn PBS, albtimina de bovino al 5%,
Tween20 al 0,2%.

Solucién blogueo immunoblot: amortiguador Tris-HCI 50 mM pH 7,5, NaCl 150 mM,.
leche descremada comt;'cial al 5% (p/v). )

TBS/Tween: amortiguador Tris-HCI 50 mM pH 7,5, NaCl 150 mM, Tween20 0,1%.
Solucion de transferencia: Tris.256 mM, glicina 190 mM, metanol 20%. Sclucién de

revelado immunoblot: amortiguador Tris-HCI 100 mM pH 8,5, acido cumarico 0,225

mM, luminol 1,25 mM.

2.1.3 Anticuerpos

El anticuerpo meonoclonal hecho en ratén llamado antigammatubulin clone

GTUSBEl se usdé para defectar y-tubulina en los.immunoblots y en las
9




inmunoflucrescencias. El anticuerpo monoclonal hecho en ratén antialphatubulin
clone B512 se utiliz6 para detectar a-tubulina en los immunoblots y en las
inmunofluorescencias. Ambos se  adquirieron en Sigma Aldrich (Madison,
Wisconsin, Estados Unidos). '

El anticuerpo policlonal hecho en cabra conjugado con HRP llamado Goat
Anti Mouse IgGHRP sc 2005 se usé como anticuerpo secundario para el sistema
. de revelado por quimicluminiscencia en los inmunoblots. Se obtuve de Santa Cruz
Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, California, Estados Unidos).

El anticuerpo policlonal hecho en cabra conjugado con Alexa fiuor 488
llamado Alexa Fluor 488 GoatAntiMouse lgG (H¥L) se ulilizé como anticuerpo
secundario para immunoflorescencia. Se obtuvo de Invitrogene Molecular Probes

(Eugene, Oregon, Estados Unidos).
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Tabla I: Titulos de los anticuerpos utilizados

Anticuerpo Inmuncblot Inmunoflucrescencia
antigammatubulin 1:10.000 « 1100
clone GTUES
antialphatubulin clone 1:10.000 - 1:100
B512
Goat Anti Mouse 1:100 _
[gGHRP sc 2005
Alexa Fluor 488
- 1:500

GoatAntiMouse IgG
(H+L)
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2.1.4 Cepas baclerianas y pldsmidos

La fuente y el fenctipa de los microarganismos utilizados, asi como se uso

se muestran en la Tabla (L.

El gen de y-tubulina humana Tubg1 (cédigo NM_001070 en la base de

datos) se encuentra clonado en el vector pET11a de Novagen (Madison, Wisconsin,

Estados Unidos), con [o que se obtiene [a construccion pET11aTubg?.

2.1.5 Medios de Cultivo

Se utilizoé el medio Luria-Bertani (LB). Un litro de LB se prepard con 10 g de

triptona, 5 g de extracto de levadura y 10 g de NaCl. Luego se ajusto el pH a 7,5

con NaOH 1N y finalmente el medio se esterilizé en un autoclave. Al momento de

su utilizacién se le -agregd el antibidtico (ampicilina y/o tetraciclina, ambos a una

concentracidn de 100 mg/mL}.
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Tabla ll: Cepas bacterianas utilizadas.

Cepas Genotipo/Fenotipo Fuente Uso

F ompT hsdSB (B

mB ) gal dem con Sintesis de protelna
BL21(DE3) DE3, un profago que recombinante
porta el gen de la Novagen

polimerasa del

bacteriofago T7
inducible por IPTG.

TetrD(mcrA)183 Transformacion con
D{mcrCB-hsdSMR- plasmidos producto

XL10 Gold mm173 endA1 Stratagen de mutacién sitio-
supE44 thi-1 recA1 dirigida
gyrA96 relA1 lac Hte
“ | [F" proAB lacigZDM15
Tn{0 (Tetr) Amy
Carmil
DlacU169 recA1 Propagacion y
DH5a endA1 gyrA96 relAl mantencion de

hsdR17 thi1 supE44 plasmidos.
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2.2 Métodos

2.2.1 Métodos de biologla molecular,

2.2.1.1 PCR mutagénico: Dos reacciones de PCR mutagénico se hicieron
paralelamente, una para cada mutacion sitio dirigida. En cada reaccién se utilizaron
1,56 L de templado (plasmido pETIla-yiubWT de 6680 pb), 1 puL de cada.partidor,
0,5 yuL de mezcla de deéoxirﬁbonucleétidos (25 mM), 1 pL de enzima polimerasa
Pfu Il Ultra, 5 pl de amortiguador Pfu 1 Uitra 10X y posteriormente se llevé a un
volumen final de reaccién de 50 pl con agua nanopura estéril. El protocolo de PCR
utilizado consistié en 2 minutos a 895 °C como paso. de iniciacién, 20 segundos a 95
°C para denaturacién, 20 segundos a 80 °C para la hibridacidn de los partidores, 1
minuto y 45 segundos a 68 °C para la elongacidn. Se efectuaron 18 ciclos y se
finalizé con 3 minutos a 68 °C. El producto de PCR se traté con 1,5 pl. de Dpni por
3 horas a 37 °C para la digestion del templado, y luego se llevé a 95 °C por 20
minutos para la inactivacion de;la enzima. Posteriormente el producto de PCR se
sémetié a una microdialisis para eliminar sales, y se concentrd en una cenfrifuga

Speedvac hasta un veolumen final de 20 pL.
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Tabla HlI: Partidores utilizados en las reacciones de PCR.

Mutante Partidores Tm
Forward:
5'“CCCTCTCACTACGAACCAGTCAGTGG-3' 68 °C
ytubD279N
Reverse:
S5-CCACTGACTGGTICGTAGTGAGAGGG-3' 68 °C
Forward: 70°C
5-GGACCAGTCAGTGAGCGTGAGGAAG-3'
viubAA283
Reverse: 70°C
5-CTTCCTCACGCTCACTGACTGGTCC-3'
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2.2.1.2 Preparacién de células electrocompetentes: Para este fin, se usaron dos
tipos de células de E. coli electrocompetentes: X110 GOLD y BL21 MDE3). Las
primeras se utilizaron para introducir y circularizar el ADN plasmidial obtenido por
PCR mutagénico, pues éstas células presentan una mutacidén que se traduce en
que no degradan ADN lineal, por lo que se aumenta significativamente la eficiencia
de transformacion. Las segundas se ulilizaron para sobreexpresar las proteinas
debido a que poseen en su genoma una copia del gen de la RNA polimerasa del
fago T7 inducible por IPTG. Se crecieron cultivos de las cepas nombradas en
medio LB y, para el caso de XL10 GOLD, se agregé ademdas el antibidtico
tetraciclina. Luego se inocularon 100 ml: de medio LB mas tetraciclina con 100 pL
de este cultivo. Las.células se crecieran con agitacién (190 rpm) a 37 °C hasta
llegar 2 D.O.g0 = 0,6. Después se centrifugaron en un rotor Sorval SS34 a 7.000
rpm por 5 minutos a 4 °C. El sobrenadante se desechd y el precipitado. se lavo 3
veces con volimenes de 10 mL de glicerol 10% estéril frio. Después del uitimo
favado, el precipitado se homogeneizé en un volumen minimo de glicerdl 10% y las

células se alicuotaron en 50 pl y se guardaron a -80 °C hasta su utilizacion.

2.2.1.3 Electrotransformacién de -XL10 GOLD con los plasmidios pETlla-yiubWT,
pETlla-ytubAAZ83 y pETIla-ytubD279N: Para la electrotransformacion se usaron
25 ul de las células XL10 GOLD electrocompetentes y 5 pL de ADN plasmidial
concentrado (obtenido por PCR). El electroporador usado es el GenePulser Xcell de
Bio-Rad. El protocolo de electroporacion corresponde al de E. coli, para una cubeta
de 2 mm, 2,5 kVolis, 25 uF y 200 0. Luego de la electroporacién las células se
incubaron'en 1 mL de LB a 37 °C con agitacion. Luego se plaguearon en placas
LB/Tet/Amp, para seleccionar las células que presentaran resistencia a tetraciclina

y a ampicilina, ésta Ultima resistencia otorgada por el plasmido. Paralelamente se
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realizaron los controles positivos y negativos de la transformacion. Las placas se
incubaron a 37 °C. A partir de las colonias resultantes se eligié una de cada placa,
la cual se picd y crecid en medio LB suplementado con tefraciclina y ampicilina,.
para extraer el ADN plasmidial de las cepas XL-10 GOLD pETlla-ytubWT, XL10-

GOLD pETlla-ytubAA283 y XL10-GOLD pETlia-ytubD279N rmediante miniprep.

. 2.2.1.3 Analisis de restriccion: Mediante la herramienta bicinformatica Vector N'I-'l
Advance 10 se realiz6 la busqueda de los sitos de corte para diversas enzimas de
restriccién. De esta forma se seleccionaron las enzimas EcoR] y EcoRYV, las cuales
cortan una Unica vez los plasmidos, y al digerir con ambas al mismo tiempo se
obtienen dos fragmentos, de 4040 pb y 2640-pb. Este ensayo de restriccion se llevd
a cabo con los ADN plasmidiales obtenidos de la transformacion realizada antes.
Para esto a 5 UL de cada ADN se‘le'agregaron 0,5 UL de las enzimas EcoRl y/o
EcoRV, ademas dé los amortiguadores de la reaccion y agua hasta un volumen de
20 pL. La reaccion se incubd por 20 horas a 37 °C y luege se hizo una
electroforesis en un gel de agarosa.al 1% a los productos de digestién de estas”

reacciones.

2.2.1.4 Electrotransformacion de BL21 MDE3) con plasmidio pETlla-y}ubWT,
pETlla-ytubAA283 y pETlia-ytubD279N: Las células electrocompetentes BL21
ADE3) (25 pl) se transformaron por electroporacién con 5 yL de los distintos
plasmidos obtenidos antericrmente. Las bacterias se incubaren en 1 mL de LB, con
agitacion orbital de 150 rpm a 37 °C ¥ se dispersaron en placas LB/amp.

2215 Ensayo de induccién: se seleccionaron clones de cada

electrotransformacién y se crecieron en medio LB/Amp toda la noche. Luego 100 pl
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de estos cultivos se transfirieron 4 tubos falcén con 10 mbL de medic LB/Amp v se
hicieron crecer con agitacion a 37 °C hasta alcanzar una D.O.e = 0,6.
Posteriormente a cada cultivo se le adiciond IPTG a una concentracion distinta (0,1,
0,01 y 0,001 mM) y a uno de ellos no se le agregé el inductor. Los cultivos se
incubaron en agitacion a 37 °C por 3 horas. Se tomd 1 mL de cada cultivo inducido
y se centrifugd por 5 minutos a 14.000 rpm. Se descarto el sobrenadante y el
precipitado se lavé 2 veces con 1 mL de TBS/Tween 0,1%. Se lavd una Gltima vez
con 1 mL de agua nanopura. El precipitado resultante se suspendid en 100 pl. de
amortiguador de carga 2X y se llevo a 95 °C por 20 minutos. A continuacion cada
muestra se analizé por SDS-PAGE. E! gel se tifid con Azul de Coomassie por una

noche y se lavd 2 veces con solucién de destefiido para visualizar las protelnas.

2216 Secuenc;iacién de los plasmidos pETlla-ytubAAZ283 y pETIla-ytubD279N: Un
clon de cada mutante se selecciond a partir del ensayo de induccion. Con 30 mL de
cultivo de XL10 GOLD. pETlla-ytubAA283 y XL10 GOLD pETIila-ytubD279N se
realizaron “minipreps”. El ADN plasmidial obtenido se sometid a una electroforesis
en gel de agarosa al 1% para visualizar el plasmido y descartar la presencia de
otros plasmidos. Luego se concentrd el ADN plasmidial a 60 °C al vacio (Cenfrivac, )
Labconco) hasta un volumen aproximado de 50 pbL. Las concentraciones se
determinaron por Nanodrop, Posteriormente se érwiaron a secuenciar para verificar

gue las mutacicnes realizadas fueran correctas,

2.2.1.7 Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE): Se utilizd
acrilamida al 10 % en el gel separador y 4 % en el concentrador. Las muestras se

disolvieron en solucién de carga, se incubaron a 95 °C por § minutos y se cargaron

en los pocillos del gel. La electroforesis se hizo a un amperaje constante de 60 mA
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durante una hora. Los geles se tifieron con Azul de Coomasie ¢ se transfirieron a

una membrana de nitrocelulosa para realizar western blots.

2.2.1.8 Inmunoblots:
Western blot: La transferencia de las protelnas desde el gel de poliacrilamida a la
. membrana de nitrocelulosa se realizd mediante electrotransferencia. Para esto se
utilizé un voltaje fijo de 100 V y un amperaje variable maximo de 400 mA durante 90
minttos a -20 °C.
Dofblot: las proteinas de las fracciones del gradiente de glicerol se transfirieron a la
membrana de nitrocelulosa al vacio.
Las membranas de nitrocelulosa con las proteinas adheridas se bloquearon durante
toda la noche a 4 °C., Estas se revelaron contra y-tubulina, a-fubulina y/o biotina.
Se incubd con el anticuerpo primario {anti-y-tubulina o anti-a-tubulina) en un
volumen de 5 mL de solucion de blogueo de acuerdo a los titulos informados (Tabla
i), durante 2 horas con agitacién a 37 °C. Posteriormente [a membrana se lavé 3
veces por 10 minutos en agitacidn con TBS/Tween. Se incubd con el anticuerpo
secundario en solucién de bloqueo por 1 hora en agitacion a 37 °C y se repitieron
los 3 lavados con TBS/Tween. La incubacién con estreptavidina se realizé con 5 pL
de ésta en 5 mL de solucidn de bloqueo con agitacion por 4 horas a 4 °C. Se lavd la
membrana 3X 15 minutos con agitacién utilizando TBS/Tween.

Se reveld en todos los casos por quimioluminiscencia, por lo gue se utilizé
un kit de quimioluminiscencia preparada en el laboratorio (25 pL de solucion 1 de
acido cumarico 90 mM y 50 pL de solucidn 2 de lumino] 250 mM, ambas 'en

DMSO) mas 5 pL perdxido de hidrégeno.
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2.2.2 Purificacién de y-tubufina recombinante. Cultivos de BL21 A(DE3) pETlla-
yiubWT, BL21 A(DE3) pETlla-ytubAA283 y BL21 A(DE3) pETlla-ytubD279N se
crecieron en medio LB/Amp con agitacién y a 200 rpm a 37 °C, hasta que
alcanzaron una D.O.eoonm = 0,6. Al llegar a esta densidad optica, 1a sobreexpresion
de las proteinas se indujo agregando 0,3 mM de IPTG y se continué agitando el
cultivo por 3 horas. Posteriormente, los cultives se centrifugaron en un rotor Sorval
. RC-3B a 5.000 rpm, por 30 minutos a 4 °C. El precipitado obtenido se lavd 3 veces
por centrifugacién (7.000 rpm por 10 minutos a 4 °C.en un rotor F0650 Beckman)
en tubos Faicon de 50 mL con 20 mL de amortiguador TEN 1X cada vez. Luego del
tltimo lavado, el precipitado se suspendié en 10 mL del mismo amortiguador. A
esta suspensién se agregd 10 mM de Na,S,0s como inhibidor de proteasas'y
antioxidants, y se suplementé con § mM de DTT, 300 pL de lisozima (10 mg/mL) y
MagCl; 10 mM. La solucién se incubd por una hora en hielo con agitaciones
recurrentes. Luego se agregaron 200 pyL de acido desoxicolico (10% P/V) y se
incubd a 37 °C, con lo cual |a solucién adquirié gran viscosidad. Se agrego ADNasa
{4 mg/mL) y se incubd a temperatura ambiente por 90 minutos. La solucion se
sonicd por 3 minutos, con pulsos de 20 segundos, para romper el ADN presente, lo
cual se manifesté en una pérdida de viscosidad de-la-solucidn. Se centrifugd a
12.000 rpm por 15 minutos en el rotor SS34 en una centrifuga Sorval. El
sobrenadante se descartéty el precipitado se lavd 3 veces. con 10 mL de
amortiguador de lisis 2 a pH 8,0 (TrisCl 50 mM, EDTA 10 mM, NaCl 100 mM y
Triton X100 al 1%). E! precipitado se lavd con agua 2 veces, y se disolvié en
amortiguador urea 8 M. Esta solucién se centrifugé por una hora a 12.000 rpm en
un microfuga. EIl sobrenadante se carg6 en la columna de afinidad de Q-Sepharosa
utilizada para purificar la proteina. Esta columna se equilibré antes de cargar la

muestra con amortiguador urea & M, pasando a través de ella primero 20 mL de
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este amortiguador, pero sin DTT ni NaS;0;, y luego 14 mbL del amortiguador
completo. A continuacién la columna se iavé con dos volimenes de 13 mL del
amortiguador nombrado para eliminar las moléculas unidas inespecificamente, y los
lavados se colectaron. La columna se lavé luego con un gradiente de 0 a 1 M de
amortiguador urea 6 M KCI' (60 mL totales), vy las elusiones se colectaron en
volimenes de 1,5 mL. A los lavados y fracciones colectadas se les midi6 la Az, ¥
con estos datos se generd un cromatograma, el cual indica la presencia de la
protefna. Para verificar gue se frataba de y-tubulina, se realizé una electréforesis a
las fracciones que comprenden el pico de elusion. Una vez identificadas las
fracciones se juntaron y se concentraron en Centricones (corte de 30.000 Da) a
7.000 rpm en un rotor Sorval $534 a 10 °C, hasta un volumen aproximado de 500
LL.

Este procedimiento se llevd a cabo para ytubWT, ytubAA283 y ytubD279N.
Finalmente se visualizé el resultado por medio de un SDS-PAGE ‘tefiido con Azul de

Coomassie y un western blot.

2.2.3 Marcaje de y-tubulina recombinante. Las tres y-tubulinas recombinantes
(YtubWT, - ytubAA283 y ytubD279N), una. vez purificadas y concenfradas,- se
dializaron contra la solucién de marcaje (Hepes 25 mM, pH 7,5, urea 1M) y después
se marcaron con Biotina (Ez-Link Sulfo-NHS-Biotin). Para ello las proteinas se
diluyeron por dilucion rapida en un “vortex” en solucién de marcaje mas biotina, en
un exceso molar de 10 veces respecto a la protelna. Los tubos‘se incubaron por
una hora en hielo con agitaciones recurrentes. Luego la proteina marcada se cargé
en una columna de exclusion molecular Sephadex G25, para eliminar la sonda no
unida. Para seleccionar las fracciones que contenian la proteina marcada con

biotina se midid la Agg de cada fraccién, y se construyd un cromatograma. El
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primer pico correspondio a la proteina marcada y el segundo a la biotina libre,
segun a lo -esperado de acuerdo a las masas moleculares (alrededor de 50 kDa
para y-tubulina y de 443,43 Da para la bictina). Las fracciones que contenian la
protelna marcada se juntaron y concentraron en centricones (de u::orte de 30.000
Da) hasta un volumen similar al inicial. Posteriormente, la proteina marcada se pasd
nuevamenie por la columna, repitiendo el proceso anteriormente descrito. El
. amortigador que se usé para equilibrar la columna y eluir la proteina es el de ia
solucion de marcaje. El “pool” de fracciones que contenian la proteina marcada se
dializd contra el amortiguador de marcaje. Las proteinas marcadas con biotina se
analizaron mediante inmunoblot, utilizando estreptavidina conjugada con HRP y se
reveld por quimioluminiscencia.

2.2.4 Ensayos de incorporacién de y-tubulina, Las protefnas marcadas en solucion
de urea 1M se centrifugaron a 14.000 rpm en microfuga antes de ser inyectadas,
para evitar de esta forma la presencia de agregados. Cinco nL de la proteina se
microinyectaron en embriones de pez cebra en estado de una célula. Los cigotos
inyectados con proteina marcada con biotina se incubaron por 4 horas a 28 °C
para que continuase su desarrollo. Posteriormente se maceraron en un
homogeneizador (vidrio teflén). EI macerado se ;:entrifugé a 14.000 rpm en una
microfuga'a 4 °C. El sobrenadante se cargd sobre un gradiente discontinuo de
glicerol (5%,10%, 20% y 40%) de volumen total de 4 mL, que luego se centrifugd en
un rotor Sorval AHB50 a. 40,000 rpm durante 4 horas a 4°C. El gradiente se
fracciond de arriba hacia abajo en alicuotas de 200 WL en tubos Eppendorf. Estos
se analizaron mediante dot blot, el cual se reveld tanto contra y-tubulina (anticuerpo
monoclonal hecho en ratén) como contra biotina (estreptavidina conjugada con
HRP}. El primer revelado indicd la y-tubulina total, y el segundo la y-tubulina

exégena. Un perfil densitométrico se construyé mediante un analisis de
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densitometria de las intensidades de las sefiales de ambos revelados. El perfil
grafica la intensidad de la sefial normalizada v/s fraccion del gradiente de glicerol (el
cual es creciente). De esta forma se observd si la y-tubulina exdgena (inyectada) se
incorpora a [os complejos de y-TuRC, vy, si es que lo hace, en qué cantidad

aproximadamente,

. 2.2.5 Inmunofluorescencias. Los embriones tempranos de pez cebra se fijaron
paraformaldehido al 4% toda la noche a 4 °C. Se lavaron 3 veces por 10 minutos
en agitacion con PBS Tween20 al 0,2%, se descorionaron y bloquearon durante 2
horas en una solucion dé blogueo de inmunoflucrescencia. Los embriones se
incubaren luego a 4 °C en'solucién de bloqueo con el anticuerpoprimario (1:100)
durante toda la noche. Se lavaron 3 veces durante 30 minutos en agitacion con
solucion de bloqueo, se incubaron en agitacion en el anticuerpo secundario (1:500)
durante 2 horas y posteriormente se lavaron 3 veces en agitacion con solucién de
blogueo durante 30 minutos. Se incubd con DAPI (diluido 10 veces) durante 10
minutos y se realizaron 3 lavados .de 10 minutos en agitacién con PBS Tween
0,02%. Finalmente los émbriones se montaron en un portacbjeto para observarlos

r

al microscopio.

2.2.6 Purificacién de a/B-tubulina de cerebro de pollo. Alrededor de 400 cerebros
(600 mL) de cabezas de pollo frescas mantenidas en hielo se extrajeron y lavaron
dos veces con un volumen de solucion PMS fria. 1,5 volumenes de PMS frio se
agrego a los cerebros para homogeneizarlos en una juguera durante 45 segundos.
El homogeneizado se centrifugd durante 40 minutos a 10,000 rpm en un rotor GSA
Sorval a 4 °C. Al sobrenadante se le agregé lentamente 32% de SO4(NH,4); en hielo

y se mantuvo en agitacién continua. Luege de reposar la solucién por 10 minutos se
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centrifugd nuevamente en un rotor GSA Sorval a 10,000 rpm durante 40 minutos. El
precipitado se descartd y al sobrenadante se le adiciond SO4(NH,). lentamente
hasta alcanzar el 43% de saturacion, en hielo y con agitacion continua. Después de
un reposc de 10 minutos la solucién se centrifugd a 10,000 rpm en un rotor GSA
Sorval. El precipitado se suspendid en PMG utilizando un homogenizador
(vidrioteflon), hasta alcanzar un volumen de 50 aproximadamente mlL. Estos se
, mezclaron con 300 mL de resina DEAEéephadex AS50 previamente equilibrada
con PM@G. La resina se lavé dos veces con un volumen de PMG-KCI 0,4 My se
eluy6. dos veces con 250 mL de PMG-KCI 0,8M. Al eluido se le agregd lentamente
S04(NH;); hasta alcanzar un 43% de saturacion y se centrifugd durante 40 minutos
a 10,000 rpm en un rotor GSA Sorval. El precipitado se disolvio en 5 mL de PMG vy -
luego se cargd en una columna de exclusién molecular Sephadex G25 que se
preequilibrd y eluyd con PMG a un flujo no menor a 1 mL/minuto. Las fracciones se
analizaron induclendo la polimerizacién de anillos por adicidn de MgCl,. Las
fracciones que presentaron precipitado blanco se centrifugaron a'5000°x g durante
10 minutos. El precipitado se.suspendié en 2 mL de solucion PMG-sacarosa y se
dejo dializando conira esta misma solucién durante toda la noche a 4°C: La
concentracion  de tubulina se estimé espectrofotornétricamente midiendo la Azsen
una solucion de GdCl 6 M fosfato 10 mM pH 6,5 y utilizando un coeficiente de
extincion tedrico de 1,03 mg™ mL cm™. La protelna se congelé en nitrégeno liquido

y se guardé a -80 °C,

2.2.7 Ensayo de polimerizacion de microtibulos. Estos experimentos se realizaron
a partir del lisado de embriones. Una allcucta de la proteina marcada se incub6
durante una hora en el extracto de embriones a 28° C, con el fin de plegaria. Una

solucion con microtdbulos (tubulina purificada de cerebro de pollo) se agregd a la
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mezcla. Luego de aproximadamente 30 minutos de inducir [a polimerizacion (bajo
las condiciones de polimerizacion descritas) la solucién se centrifugd a 14.000 rpm
(microfuga) obteniéndose un precipitado y un sobrenadante. Estos se analizaron
mediante un SDS-PAGE que se tifi6 con Azul de Coomassie y mediante inmunoblot
(contra y-tubulina y biotina). De esta forma, si las mutantes eran funcionales e
interactuaban con los microtdbulos, se observarla una banda en los carriles
. correspondientes al precipitado, de acuerdo a lo descrito anteriormente para y-
tubulina WT (Tesis Doctoral Pouchucq, L. 2009). Se realizé, ademas, un control de
la reaccidn en ausencia de microtlibulos. En este caso se espera observar la banda

para y-tubulina en el sobrenadante, y no en el precipitado.
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3. Resultados

3.1 Disefio, expresién y purificacién de y-tubulina recombinante silvestre (WT)

y mufantes D279N y AA283.

. 3.1.1 Disefio. La secuencia de residuos correspondientes al “loop” M de y-tubulina
se determiné mediante un alineamiento multiple (ClustalW) a partir de las
secuencias aminoacidicas de a,'B y y-tubulina. Esto se baso en.la homologfa de
secuencia que presenta esta zona con la de a y B-tubulina (Fig. 2). Este resultado
se corrobord con el software DsspCMBI, que predice estructuras secundarias, lo
que permitié determinar los limites del "loop”. Se determind que el “loop” M de y-
tubulina humana se extiende entre el residuo treanina 274 y el residuo treonina 289.

La superposicion de las. estructuras 3D de y-tubulina {(1Z5V.pdb) y del
heterodimero a/B-tubulina (1TUB.pdb) se hizo con el programa SPDB Viewer. Se
observd que y-tubuiina se superpone preferentemente con B-tubulina, debido a su
mayor similitud. De esta forma se compararon ambos, “loops”. La figura 3 muestra
esta superposicion, efectuada con la herramienta Magic Fit del programa. La
estructura del “loop” M de y-tubulina no esta resuelta en el cristal, por lo que se
observa un “gap” que corta el “loop”. Par lo tanto el resto de los anélisis se hicieron
con la secuencia del “loop” y su homolagia estructural con B-tubulina.

Una vez conocidos el largo y la secuencia del “loop” M de y-tubdlina, se
buscé que aminodcidos podrian ser blanco para la mutacién. Las secuencias
aminoacidicas de la zona de interés de B y y-tubulina'se compararon y se propuso
eliminar el residuo alanina 283 (mutante ytubAA283), dado que la secuencia de y-

tubulina posee en esta zona un aminodcido extra respecto a la de B-tubuling, y asl
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al eliminar éste residuo se aumentd la homologla entre ambas. Por otra parte, en la
zona central de la secuencia del “loop” M se encuentra el residuo de acido aspértico
279, que corresponde a un aminoacido con carga negativa por lo que podria estar
jugando un rol importante en la interaccién lateral de y-tubulina. En base a esto se
disefd la mutante ytubD279N, donde el residuo acido aspartico se modificd por una
asparragina, residuo que posee un volumen similar pero no presenta carga.

Los partidores mutagénicos se disefiaron utilizando el programa Vector NTI
Advance 10, para visualizar la secuencia nucleotidica de y-tubulina humana-:
(NM_001070) y generar los cambios de bases necesarios para cada mutacién. Para
el caso de la mutante ytubAA283 se eliminaron 3 bases (GCC), y para ytubD279N
sélo se realizd un cambic de base. (Quanina por adenina) para generar la
modificacién aminoacidica. Una vez obtenidas las nuevas secuencias, estas se
ingresaron.a la pagina web X-primer, donde se obtuvieron‘finalmente los partidores

*autilizar (Tabla lll en Materiales y métodos).

3.1.2 PCR mutagénico. Las mutaciones puntuales no modificaron el tamafic de los
productos de, PCR, pues se observé una migracion similar a la del templado de
6680 pb (Fig.4, derecha). -El templado corresponde a un plasmidio pETlla que
contiene el gen de y-tubulina humana cuyo diagrama se muestra a la izquierda de
la figura 4. Luego de verificar la. presencia de los productos de PCR, estos se
trataron con Dpnl para digerir el ADN parental, y posteriormente se concentraron y

dializaron para su posterior utilizacién.
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gi|2843123|alpha-tubulin
gi|3387980 |beta-tubulin

—-RECISTHVGQAGVQIGNACWELYCLEHGIQPDGOMPSDKTIGGGDDSF
-MREIVHIQAGQCGNQIGAKFWEVISDEHGIDPTGTYHGDSDLQ-~-LDRI

48
47

gi[31543831 |gamma-tubulin MPREIITLQLGQCGNQIGFEFWKQLCAEHGISPEGIVEEFATEG--TDRK 48
- 4 e ifli e ﬁ: i **i*li * *

gi|2843123|alpha-tubulin NTFFSETGAGKHVPRAVEVDLEPTVVDEVRTGTYRQLFHPEQLITGKED- 97

gi13387980|beta-tubulin SVYYNEATGGKYVPRAILVDLEPGTMDSVRSGPFGQIFRPDNFVFGQSG- 96

9131543831 |gamma-tubulin

'gi12843123|alpha-tubulin
gi|3387980 | beta-tubulin
gi| 31543831 | gamma-tubulin

gi|2843123|alpha-tubulin
gi|3387980 |beta-tubulin
gi|31543831|gamma-tubulin

gi|2843123|alpha-tubulin
gi|3387980|beta-tubulin
gi|31543831|gamma-tubulin

gi|2843123|alpha-tubulin
gi[3387980|beta-tubulin
gi|31543831|gamma-tubulin

gi|2643123|alpha-tubulin

DVFFXQADDEHYIPRAVLLDLEPRVIHSILNSPYAKLYNPENIYLSEHGG

: paakwka e akhkd . . PRI

AANNYARGHYTIGKEIVDLVLDRIHKLADLCTGLQGFLIFHSFGGGTGS
-AGNNWAKGHYTEGAELVDSVLDVVRKEAESCDCLQGFQLTHSLGGGTGS
GAGNNWASG-FSQGEKIHEDIFDIIDREADGSDSLEGFVLCHS IAGGTGS
do REak d pa K s 1 ead g ke FawE 2 Ew. EE A
GFASLLMERLSVDYGKKSKLEFAIYPAP-QVSTAVVEPYNSILTTHTTLE
GMGTLLISKIREEYPDRIMNTFSVVPSP-KVSDTVVEPYNATLSVHOLVE
GLGSYLLERLNDRYPKKLVQTYSVFPNQDEMSDVVVQPTNSLLTLKRLTQ

dar o Kaae . Aeid ik AEadkww. 4. o :

HSDCAFMVQNEAIYDICRRNLDIERPTYTNLNRLIGQIVSSITBSLRFDG
NTDETYCIDNEALYDICFRTLKLTTPTYGDLNHLVSATMSGVTTCLRFEG
NADCVVVLDNTALNRIATDRLHIQNPSFSQINQLVSTIMSASTTTL&YPG

: M O Hop ke sakewe sh. Fe The %

ALNVDLTEFQTNLVPY?RIHFPLAT' PVISAEKAY-HEQLS] AEITNAE

YMNNDLIGLIBSLIPTPRLHFLMTG¢ P

iE kW prk kKahk o

FEPENQMVKCDPRHGK———YMACCMLYRGDVVPKDVNAAIATIKTKRTIQ

9g

146
145
147

195
194
197

245
244
247

294
293
297

341

gi|3387980|beta-tubulin FDAKNMMAACDPRHGR---YLTVARVFRGRMSMKEVDEQMLNVONKNSSY 340
gi|31543831|gamma-tubulin LQPKNVMVSTGRDRQTNHCYIAILNIIQGEVDPTQVHKSLQRIRERKLAN 347
. tt *.. . n*l l*- : -
gi|2843123|alpha-tubulin FVDWCPTGFKVGINYQ?PTVV?GGDLAKVQRAVCMLSNTTAIAEAWARLD 391
gi|3387980|beta-tubulin FVEWIPNNVKTAVCDI PP-~-=---~RGLKMAVTFIGNSTAIQELFKRIS 382
gi131543831 |gamma-tubulin FIPWGP%SIQVALSRKSPYLP—————SAHRVSGLMMANHTSISSLFERTC 392
we o ow ok 5 = Wogi 3

9112843123 |alpha-tubulin

HKFDLH!AKRAFVHWYVGEGMEEGEFSEAREDLAALEKDYEEVGVDSVEA

441

gi|3387980 |beta-tubulin EQFTAMFRRKAFLHWY TGEGMDEMEFTEAE SNMNDLVSEYQQOYQDATAEE 432

31131543831 | gamma-tubulin RQYDKLRKREAFLEQFRKEDMFKONFDEMDTSREIVOQLIDEYHAATRED 442
Lo -*' -’*--*i

9112843123 |alpha-tubulin EAEEGEEY———— 449

9113387980 |beta-tubulin
91131543831 |gamma-tubulin

EEDFGEEAEEEA 444
YISWGTQEQ--- 451
* .

Figura 2: Alineamiento de a, B y y-tubulina realizado con ClustalW. En el
cuadro rojo la zona correspondiente al “loop” M de y-tubulina basado en homologia,
y en amarillo el “loop” M determinado de forma mas especifica con DsspCMBI.
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Figura 3: Superposiciéon de las estructuras 3D de y-tubulina (rojo) y el
heterodimero a/f-tubulina (blanco). El heterodimero se muestra coloreado en
blanco, el “loop” M de B-tubulina en morado, el de a-tubulina en amarillo (obtenidos

de la literatura) y el de y-tubulina en rojo con su “loop” M en verde, determinado por
DsspCMBI.
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Figura 4: Diagrama del plasmidio pETlla-ytubWT y la electroforesis de los
productos del PCR mutagénico. |zquierda. Esquema del plasmidio pETlla-
YtubWT. Se indica la resistencia a ampicilina, el gen lac1, el promotor T7 y el gen
clonado de y-tubulina humana. También se muestran los sitios de corte para EcoRlI
y EcoRV. Derecha. Gel de la electroforesis de los productos de PCR mutagénico.
Carril 1: Marcador de numero de bases (kb), Carril 2: pETlla-ytubD279N y Carril 3:
pETlla-ytubAA283.

30




3.1.3 Transformacién de E. coli XL10 GOLD ECC con los plasmidios pETila-
ytubWT, pETia-ytubAA283 y pETila-yiubD279N. Cepas de E. coli XL10 GOLD
electrocompetentes se transformaron por electroporacién con los productos de PCR
de la protelna silvestre y las dos mutantes. Se obtuvieron muitiples colonias que
presentaban resistencia a ampicilina para cada transformacion (no se muestra). Se
seleccionaron 3 clones transformantes para cada cepa, los cuales se hicieron
crecer en cultivo liquido de LB mas fefraciclina (tet) y ampicilina {amp). Los
controles, bacterias que no se transformaron con el plasmidio, no crecieron en las
placas LB/tet/amp, pero sl en placas LB/tet y LB (no se muestra). De esta forma se
.corrobord que la transformacién es -eficiente y que la resistencia a ampicilina esta
dada por el plasmidio de interés.

A partir de los cultivos liquidos de los clones se hizo una "miniprep” para
extraer el ADN plasmidial. Una pequefia alfcuota de estos ADNs se sometid a.un

C . .
ensayo de restriccion.

3.1.4 Anélisis de restriccién. Se determinaron los sitios de corte tnico para las
enzimas de restriccién EcoRl y EcoRV, a partir de la secuencia nucleofidica del
plasmidio pETlla-ytubWT con VectorNTI (Fig. 4, izquierda). La digestiém con ambas
enzimas genera dos fragmentos, uno de 4040 pb y otro de 2640 pb. Los resultados
de la electroforesis de los productos de la digestién de los plasmidios de.los tres
clenes y el control para las mutantes y ytubWT se muestran en la figura 5 (A, B, Cy.
D). Todos los plasmidios que contienen el gen de y-tubulina modificado muestran
un comportamiento similar al de pETlla-ytubWT, el cual al ser digerido por solo una
de [as enzimas (EcoRl o EcoRV) se lineariza mostrando una banda Unica que
aparece levemente sobre los 6 kDa. Cuando se digiri6 con ambas enzimas

simultaneamente, se obtuvieron dos bandas donde una de ellas aparecié cercana a
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los 4 kDa y |z ofra sobre los 2 kDa. Estos resultados concuerdan con lo predicho
por el programa informatico. A su vez, indicaron que los mutantes son bastante
parecidos al plasmidio sin modificar, por o que las posibilidades de que la mutacion

haya sido exitosa son altas.

3.1.5 Transformacion de cepas.de E. coli BL21 A(DE3) ECC con los plasmidios
PETHa-ytubWT, pETlla-ytubAA283 y pETila-ytubD279N. Bacterias BL21 MDE3) se
transformaron con los plasmidios pETlla-ytubWT, pETlla-ytubAA283 (clon 1y 2) y
pETlla-ytubD279N (clon 1 y 2) obtenidos anteriormente por “miniprep” a pariir de
XL10 GOLD. Se abtuvieron multiples colonias en cada transformacién, Se tomé una
colonia de cada cepa, con la cual se hizo un inécule. No se observaron colonias en
las placas LBfamp donde se plaquearon las células sin el plasmidio, perc si en
placas’' LB (no se muestra). De esta forma se descartd que la resistencia a
ampicilina presentada por los transformantes se deba a otro factor que no sea el
plasmidio con el que se transforimo.

3.1.6 Ensayo de induccién. Se inocularon 10 mL de medio de cultivo LB/Amp-con
los cultives lquidos generados antes. Se llevaron a una DOguonm= 0,6 a 37 °C en:
agitacién. Una vez alcanzada la densidad 6ptica requerida, los cultivos se indujeron
mediante IPTG a distintas concentraciones. Se obtuvo el extracto fotal de proteinas .
de cada condicién y‘ se analizé por SDS-PAGE. Los resultados se muestran en la
figura 6 (A y B). En.los geles tefiidos con Azul de Coomassie se .observd que al
inducir con IPTG aparece una banda algo mas arriba de 45 kDa, la cual aumenta su
intensidad ai aumentar la concentracion del inductor. Al mismo tiempo se observé
que esta banda no aparecié cuando no se hizo [a induccion. Dado al

comportamiento descrito, y el tamafio en que aparece la banda, se infirié que esta
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handa corresponde a la expresion de y-tubulina (ytubWT, ytubAA283 y ytubD279N).
Ambos clones seleccionados para cada mutante presentaron un comportamiento
similar, por lo que se eligié arbitrariamente uno de ellos para su secuenciacién.

Para las mutanies ytubAA283 y ytubD279N se eligio el clon 1.

3.1.7 Secuenciacién de los plasmidios pETila-ytubAA283 y pETlHa-ytubD279N.
. Mediante una- electroforesis en gel de agarosa al 1% se comprobd la presencia de
una banda tnica del tamafic esperado eh las preparaciones de ADN plasmidial. Los
resultados de la secuenclacion (Fig. 7) indicaron que las (nicas mutaciones
presentes son las intraducidas por el PCR mutagénico, por lo que se concluyd que
las mutaciones correspondian a lo disefiado vy por lo tanto las proteinas podian ser
expresadas y purificadas para su posterior caracterizacion. El plasmidio que
contiene el gen para y-tubulina silvestre no se envid a secuenciar, pues su

secu_encia se conocia con anterioridad.
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‘Figura 5: Electroforesis de los productos de digestién con EcoRI y EcoRV del
ADN .plasmidial de 3 clones que expresan ytubAA283 y ytubD279N, y el
control con ADN plasmidial que expresa ytubWt, A) Caril 1: Marcador de
ntmero de bases (kb), Carril 2, 3 y 4: plasmidio pETIla-ytubWT digerido con EcoRl,
EcoRV y EcoRIfEcoRV, respectivamente. Carril 5, 6 y.7: plasmidic pETlla-
yiubAA283 clon 1 digerido con EcoRl, EcoRV y EcoRIl/EcoRY, respectivamente. B)
Carril 1: Marcador de nimero de bases (kb), Carril 2, 3 y 4: plasmidio pETlia-
yiubAA283 clon 2 digerido con EcoRl, EcoRV y EcoRI/EcoRV, respectivamente.
Carril 5, 6 y 7: plasmidio pETlla-ytubAA283 clon 3 digerido con EcoRl, EcoRV vy
EcoRI/EcoRYV, respectivamente. C) Carril 1: Marcador de nimero de bases (kb),
Canmil 2, 3 y 4: plasmidio pETlla-ytubWT digerido con EcoRl, EcoRV y
EcoRl/EcoRV, respectivamente. Carril 5, 6 y 7: plasmidio pETIla-ytubD279N clon 1
digerido con EcoRl, EcoRV y EcoRl/ EcoRV, respectivamente. D} Carril 1: Marcador
de nlmero de bases (kb), Carril 2, 3 y 4: plasmidio pETlla-ytubD279N clon 2
digerido con EcoRl, EcoRV y EcoRVEcoRV, respectivamente. Cariil 5, 6 y 7:
plasmidio pETlla-ytubD279N clon 3 digerido con EcoRI, EcoRV y EcoRl/EcoRV,
respectivamente.
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A AA283 AA2383 B D27SN D275N
WT clon 1 * clon2 WT clan 1 clon 2
12345578910111213 1 2 3 4 5 6 7 8 910 11 12
e Ty

Figura 6: Electroforesis de los productos de los ensayos de expresion de
ytubWT, ytubAA283 y ytubD279N. Geles de poliacrilamida-SDS tefiidos con Azul
de Coomassie- de los ensayos de induccion realizados a los clones 1 y 2
seleccionados para cada mutante. A) Carril 1: Marcador de masa molecular {kDa),
Carriles 2, 3, 4y 5: BL2{ A(DE3)/pETlla-ytubWT a 0 mM, 0,001 mM, 0,01 mM y 0,1
mM de PTG, respectivamente. Carriles 6, 7, 8 y 9: BL21 .\(DES)!pET![a-ytubAAZ%
clon 1'a 0 mM, 0,001 mM, 0,01 mM y 0,1 mM de IPTG, respectivamente. ‘Carriles.
10, 11, 12 y 13: BL21 A(DE3)/pETlla-ytubAA283 clon 2 2 0 mM, 0,001 mM, 0,01 -
mM y 0,1 mM de IPTG, respectivamente. B) Carriles 1, 2, 3 vy 4 : BL21
MDE3)/pETlla-ytubWT a 0 mM, 0,000 mM, 0,01 mM y 0,1 mM de IPTG,
respectivamente. Carriles 5, 6, 7 y 8: BL21 A(DE3)/pETlla-ytubD279N clon 1 a 0
mM, 0,001 mM, 0,01 mM y 0,1 mM de IPTG, respectivamente. Carriles 9, 10, 11,y
12: BL21 A(DE3)/pETlla-ytubD279N clon 2 a 0 mM, 0,001 mM, 0,01 mM y 0,1 mM
de IPTG, respectivamente. Carril 13: Marcador de masa molecular (kDa).
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tubgWT [ACCGGCTACACCCCTCTCACTACGBACCAGTCAGTGRBBAGC GTGAGGAAGACCACGGTC
tubgAA283 (ACCGGCTACACCCCTCTCACTACGEACCAGTCAGTG———AGCGTGAGGAAGACCACGGTC
tubgD279N |ACCGGCTACACCCCTCTCACTACGAACCAGTCAGTGEBBAGCGTGAGGAAGACCACGGTC

Figura 7: Secuenciacion de los ADN plasmidiales. Alineamiento de la
secuenciacion nucleotidica, en AlignX de Vector NTI Advance 10. Se destaca
en blanco en la secuencia de ytubAA283 donde se eliminaron las 3 bases que
codifican para la alanina 283, y en la de ytubD279N el cambio de una base que
genera la modificacion del acido aspartico 279 por una asparragina.
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3.1.8 Furificacién de y-tubulina silvestre y de las mutantes (D279N y AA283). Las
proteinas se purificaron por cromatografla de intercambio anidnico. Se tomaron
fracciones de 1, 5 mL, las que se analizaron por electroforesis SDS-PAGE para
evidenciar la presencia de la proteina, La y-tubulina silvestre se enconfré desde la
fraccién 14 hasta la 26; la mutante AA283 entre la fraccién 17 y 26, y la mutante
D279N en el rango que va desde la fraccién 10 hasta la 20 (Fig. 8). La protelna
, mostré una banda con una masa molecular relativa de 46 kDa para WT y D279N y
de- 47 kDa para AA283, mas baja que la masa esperada de 51 kDa segln el
programa ProtParam del servidor ExPaSy de la SwizzProt. Bandas menos intensas
se observaron bajo los 45 kDa, que probablemente corresponden.a productos d;a
degradacion de las protefnas. Los valores de masa molecular de las bandas se
obtuvieron mediante la construccion de graficos de log de la masa molecular v/s
migracion relativa, los cuales relacionan la migracion relativa de protelnas respecto
a su masa.

Las fracciones en que se encontraba la proteina se juntaron y concentraron
por centrifugacién en centricones hasta un volumen final aproximado de 500 yL. Se
estimd la concentracién de las proteinas midiendo su Agg ¥ la concentracién se
calculd seguin la ley de Lamberi-Beer, utilizando un valor de coeficiente de extincion
molar de 45865 M'm™ para y-tubulina obtenido por ProtParam. Se obtuvo una
concentracion de 3,4x10° M para.y-tubulina recombinante WT, 3,37x10° M paraviail“
mutante AA283 y 4,4x10° M para la mutante D279N.

Para analizar la pureza de las protelnas se realizd un SDS-PAGE y un
western blot. En el SDS-PAGE se cargaron alrededor de 4 pg de proteina y se tiiié
con Azul de Coomassie. Para el western blot se cargaron aproximadamente 0,3 pg
de cada muestra y se reveld con un anticuerpo anti-y-tubulina. En la figura 9A se

muestra un gel tefiido con Azul de Coomassie en el que se observa para cada una
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de las tres proteinas una banda que corresponden a 54,23 kDa para y-tubulina WT
y y-tubulina D279N, y en 53,33 kDa para ytubAA283, lo cual concuerda con el valor
esperado proximo a los 51 kDa dado por ProtParam (Fig. 9A). Se observaron
ademas para las tres protelnas bandas menos intensas de menor tamafio en el gel
de poliacrilamida-SDS y en el westerner blot, que corresponden a productos de

degradacion de las mismas (Fig. 98).
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Figura 8: Cromatogramas y electroforesis de las fracciones obtenidas en la
cromatografia de intercambio aniénico utilizada para la purificacion de las
proteinas WT, D279N y AA283. Geles tefiidos con Azul de Coomassie. Los
ndmeros sobre cada carril indican el nimero de la fraccién obtenida de la
cromatografia que se muestra en la figura. A) y-tubulina WT, B} y-tubulina D279N y
C) y-tubulina AA283. M es el marcador de masa molecular (kDa).
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58 kDa

46 kDa

Figura 9: Electroforesis y western blot de [as y-tubulinas WT,- AA283 y D279N
purificadas y concentradas. A} SDS-PAGE tefiido con Azul de Coomassie. Carril
1: marcador de masa molecular (kDa}, Carril'2: y-tubulina WT,; Carril 3: ylubAA283 y
carril 4: y-tubulina D279N. La banda mas intensa corresponde a 54,23 kDa para y-
tubuling® WT y y-tubulina D278N, y en 63,33 kDa para y-tubulina AA283,
concordante con lo esperado. Se observan ademas otras bandas bajo los 45 kDa.
B) Western Blot. Carril 1: y-tubulina WT, Carril 2: y-tubulina AA283 y Carril 3: y-
tubulina D279N La flecha indica la banda correspondiente a las y-tubulina, silvestre
y mutantes. Las bandas inferiores para ambas imagenes corresponden a

degradados de la proteina.
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3.2 Marcacién con bictina de y-tubulina recombinante WT y las mutantes

D279N y AA283.

Las 3 protelnas recombinantes, silvesire y mutantes, se marcaron con
biotina, de acuerdo a las instrucciones dadas por el fabricante del.reactivo. Luego
de |la feaccidn de marcaje, las protelnas se cargaron en una columna de exclusion
molecular equilibrada con' solucién de marcaje para separar la proteina: biotinilada
de la biotina libre {datos no-mostrados). Se juntaron las fracciones correspondientes
a la protelna biotinilada y se dializd contra la solucién de marcaje para eliminar la
biotina no unida aun presente. La concentracién de proteina biotinilada se estimo
midiendo la Az v usando el coeficiente de extincion tedrico para y-tubulina.
Finalmente las protelnas se llevaron todas a una concentracion de 1 mg/mL. Con
estas se hizo un SDS-PAGE y western blot. Este (ltimo se revel6 contra y-tubulina
{Fig. 10A) y confra biotina (Fig. 10B). Se observaron bandas de tamafios -
correspondientes a-y-tubulina en los tres casos (WT, D279N y AA283) y los
degradados observados ya anteriormente. Se obtuvieron distintos grados de
marcaje en las protelnas al revelar con estreptavidina. Para el caso de y-tubulina
WT y la mutante D279N se observaron bandas nitidas, siendo la de la proteina
silvestre de mayor intensidad, lo gue nos indicé una mayor grado de marcaje. Para
la mutante AA283 se obtuvo una sefial bastante débil, que nos indicd gue el grado
de marcaje en este caso es mucho menor que el de las otras proteinas
recombinantes. Pese a [z diferencia observada en los grados de marcaje con

biotina, las 3 proteinas se utilizaron en los ensayos siguientes.
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Figura 10: Western blot de las proteinas recombinantes biotiniladas y-tubulina
WT y las mutantes. D279N y AA283. A) Inmunoblot: contra y-tubulina. Carril 1: y-
tubulina WT bictinilada, Carril 2: y-tubulina D279N biotinilada y Carril 3: y-tubulina
AA283 biotinilada. B) Inmunoblot contra biotina utilizando estreptavidina-hrp. Carril
1: y-tubulina- WT biotinilada, Carril 2: y-tubulina D279N biotinilada y Carril.3: y-.
tubulina AA283 biotinilada. :
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3.3 Microinyeccidn de y-tubulina recombinante marcada en el cigotdel pez

cebra y su localizacién subcelufar.

Cigotos de pez cebra recién fecundados se microinyectaron con las
proteinas recombinantes marcadas (silvestre y mutantes), con el propésito de
averigar si podian ser plegadas por la maquinaria citoplasmatica presente. Las
proteinas se introdujeron en el citoplasma del embridn a una concentracidn final
aproximada de 2,5 x 10° mg/mL. Se observaron diferencias en los embriones
inyectados respecto a los embriones control (no inyectados), que corresponden a
cambios de-tipo morfoldgicos (hinchazon y deformacion del embrin, detencion del
desarrollo, blastdmeros con morfologla diferente a los del embrién control,
presencia de numero impares de células en algunos casos y diferencias en la
formacién de las vesiculas opticas, entre otros) y aumento de la mortalidad (datos
no mostrados). E! comportamientc observado concorda con _[os resultados
anteriores de nuestro laboralorio que muestran estos efectos y que son
proporcicnales a la cantidad de proteina inyeclada (Tesis Docloral de Luis
Pouchucg, L. 2009).

Los embriones inyectados con proteina recombinante biotinilada se
analizaron por inmunoflucrescencia y fraccionamiento en gradientes discontinu;s
de glicerol.

La localizacion celular de y-tubulina se observé por inmuncflucrescencia.
Para ello, los embricnes inyectados se incubaron en agua del sistema de acuarios
por dos horas a 28 °C y luego se fijaron. Las inmunofluorescencias se revelaron
utilizando anticuerpe anti-y-tubulina y DAPI, como tincidn nuclear (Fig. 11). En la
figura 11A y 11B se muestran las células de embriones controles que corresponden

a embriones no inyectados. En C y D se muestran las células de embriones
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inyectados con y-tubulina WT. En E y F se muestran los embriones inyectados con
y-tubulina D279N y G y H los embriones inyectados con y-tubulina AA283. En la
figura 11 se observa que la distribucidn de y-tubulina, que representa las
reorganizaciones del centrosoma, sufre reordenamientos dependientes del estado
del ciclo celular en que se encuentre la célula, tanto en los embriones controles
como en los inyectados. De esfa forma se observa que en estado de interfase [a
sefial de y-tubulina se distribuye de forma dispersa y no homogénea al costado
nacleo de forma delimitada (Fig. 11 A, B, C y D). En E, F y G se observa y-tubulina
como una nube alargada hecha de clmulos discretos de seffal, a ambos costados
de las dos sefiales en rojo que corresponden a los grupos de cromatidas en
migracion, lo que indicarla que aquellas células se encontrarian en estado de
telofase. Por dltimo, en H se observa y-tubulina como una sefial compacta al
costado de la sefal roja alargada correspondiente a las cromatidas, que indicarian
que la célula se “encuentra en estado de anafase, Los embriohes inyectados y los
embriones sin inyectar.en general no mosiraron diferencias en cuanto a la
distribucion de y-tubulina. Sin embargo, las células en estado de interfase de los
embriones inyectados, ya sea con proteina silvestre o mutante, presentaron nucleos
irregulares cuya forma no es redonda como en el caso de los embriones controles
(Fig.11).

La distribucién del citoesqueleto de microtibulos.se reveld con un anticuerpo
monoclonal anti-a-tubulina (Fig. j2). En la figura 12, en Ay B se muestran células
de embriones no inyectados. En C y D se muestran células de embriones
inyectados con y-tubulina WT. En E y F se muestran células de embriones
inyectados con y-tubulina D279N y en G y H los embriones inyectados con y-
“tubulina AA283. En general las células se abservaron bastante similares, tanto en

los embriones controles como los embriones inyectados con y-tubulina silvestre y
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las mutantes. La organizacion del citoesqueleto de microtubulos mostrd los
reordenamientos esperados de acuerdo a los distintos estados del ciclo celular, en
todos los embriones, inyectados o no.

La unién de [as proteinas recombinantes (silvestre y mutantes) al y-TuRC se
analizé con la siguiente estrategia. Los embriones microinyectados con las
proteinas recombinantes biotiniladas se incubaron por 4 horas a 28 °C, luego se
. seleccionaron los embriones vivos y se homogeneizaron en amortiguader de
extraccion de y-TURC. El extracto se fracciond en gradientes discontinues de
glicerol. Con las fracciones se hizo un dot blot, el cual se reveld por
quimicluminiscencia con un anticuerpo anti-y-tubulina, para detectar la y-tubulina
total (endégena y exdgena), y con estreptavidina conjugada a peroxidasa, para
detectar 1a biotina unida a las proteinas recombinantes (exdgena). Cada punto del
dot blot se analizé por densitometria. Con los valores normalizados se constiuyeron
graficos de barra que comparan ambas sefiales (en gris la de bictina y en negro la
de y-tubulina). La figura 13 muestra el fraccionamiento de los embriones inyectados
con y-tubulina WT y las mutantes D279N y AA283. Se observa que la distribucién
de y-tubulina WT microinyectada y de_la proteina enddgena en el gradiente es
similar al descrito para la y-tubulina gndégena del embrién de pez cebra (Tesis
Doctoral de Luis Pouchucq, L. 2009). Asl, se observan dos poblaciones
mayoritarias, una mas pequefia entre las fracciones 8 y 12 que podria corresponder
a los complejos pequerios de y-tubulina (y-TuSC} y ofra mayor entre las fracciones
17 y 21 que corr‘esbonden’a al complejo anillo de y-tubulina (y-TuRC). La sefial de
estreptavidina indica la distribucion de la protelna bictinilada, la cual presenta un
patrén muy similar a la del anticuerpo anti-y-tubulina, excepto en las fracciones 7 y
10 donde no aparece y solo Io hace en las fracciones 11 y 12. En los embriones

inyectados con la mutante D279N se observan tres poblaciones con estrepatividina
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entre las fracciones 7 y 8, 14-16 y 20-24 y solo en esta tltima poblacidn aparece la
y-tubulina (exégena y endogena). Cabe destacar que esta distribucion es diferente
a la distribucidon normal de y-tubulina en un embridn no inyectado, que es similar a
la distribucion de la proteina WT microinyectada.

El fraccionamiento de los embriones inyectados con AA283 muestra que se’
distribuye de manera parecida entre las fracciones 6 y 11 a la primera poblacién de
la y-tubulina WT y entre las fracciones 17 a 23 a la segunda poblacién de la WT. Es .
notoria la presencia de una nueva poblacién entre las fracciones 12-16 que tiene
mas coincidencia con 1a segunda poblacién de y-tubulina microinyectada de la
mutante D279N. También cabe destacar la presencia de una fraccion importante de

y-tubulina total que indica la presencia de y-tubulinaendégena.
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Figura 11: Inmunofluorescencias de células de embriones tempranos de pez
cebra. En A y B se observan células de embriones no inyectados. C y D
corresponden a células de embriones inyectados con y-tubulina recombinante WT.
E y F a embriones inyectados con y-tubulina recombinante D279Nyen Gy H a
embriones inyectados con y-tubulina recombinante AA283. En A, B, C y D se
observan células en estado de interfase, en E, F y G en estado de telofase, y en H
en estado de anafasg. Estas inmunofluorescencias se revelaron con un anticuerpo
monoclonal anti-y-tubulina (verde) y por tincién nuclear con DAPI (rojo).
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Figura 12: Inmunofluorescencias de células de embriones tempranos de pez
cebra. En A y B se observan células de embriones no inyectados. C y D
corresponden a células de embriones inyectados con y-tubulina recombinante WT.
E y F a embriones inyectados con y-tubulina recombinante D279N y en Gy H a
embriones inyectados con y-tubulina recombinante AA283. | = células en estado de
interfase, M = células en estado de metafase, A = células en estado de anafase, y
T = células en estado de telofase. Estas inmunofluorescencias se revelaron con un
anticuerpo monoclonal anti-a-tubulina (verde) y por tincion nuclear con DAPI (rojo).
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Figura 13: Gréficas del fraccionamiento del extracto de embriones tempranos
del pez cebra por ultracentrifugacion en gradientes de densidad de glicerol,
En los gréficos para y-tubulina WT, D279N y AA283 se muestran las intensidades
relativas de los inmunoblots que aparecen bajo ellos. Las barras negras indican las
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intensidades relativas del inmunoblot con anti-y-fubulina y las grises con
estreptavidina-hrp. Los nimeros corresponden a las fracciones del gradiente.
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3.4 Funcionalidad de y-TuRC.

El efecto de las mutaciones sobre la distribucion de los complejos de y-
tubulina del-embridn de pez cebra podria asociarse a una pérdida de funcion de y-
tubulina como proteina nucleadora de microtttbulos, Para comprobar esta hipdtesis
se hizo un ensayo de polimerizacién de microtChules in vifro, para observar de
" manera directa la interaccion de las mutantes de y-tubulina con el heterodimero de -
a y B tubulina en la formacion del microtubulo. Las tres protelnas recombinantes
biotiniladas (la protelna WT vy las dos mutantes) se incubaron con un extracto crudo
de.embriones de pez cebra de 4 horas de desarrollo suplementado con 0,1 mM de
ATP durante una hora a 28 °C. Se tomaron 100 | de los extractos y se mezclaron
con una solucion de polimerizacion con tubulina de cerebro de pollo (2 mg/mL)
que contenfa 0,7 mM de GTP. La polimerizacién de microttbulos se indujo al
aumentar la temperatura de 4 a 37 °C y luego de 30 minutos de reaccion los:
microtdbulos se precipitaron. El sobrenadante y el precipitade se analizaron por
inmunoblot, revelando la y-tubulina total con un anticuerpe anti-y-tubulina y la y-
tubulina -bictinilada (exdgena)} con estreptavidina. Previamenie el sobrenadante se -
concentrd precipitando con acetona. Como controles se hizo un ensayo solo con
extracto de embrién de pez cebra, uno solo con w/B-tubulina y otro en ausencia de
y-tubulina recombinante biotinilada. Como se observa en la figura 14 los controles
mostraron que la y-tubulina enddgena del embrién no se detecta y no se observé
sefial para biotina. La reaccién de polimerizacién de microtitbuleos en presencia de
extractos adicionados con y-tubulina WT biotinilada mostré que ésta precipita con
los microtibulos, observandose la sefial de y-tubulina y de bictina en el precipitado.
Ambas mutantes, D279N y AA283, precipitan casi totalmente con los microtibulos

{sefial y-tubulina), y una parte de la proteina queda en el sobrenadante (sefial
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biotina). Las mutantes D279N y AA283 mostraron sefiales para biotina mayores en
el precipitado que en el sobrenadante. Esios resultados indican que ambas
mutantes se unen al microtibulo pero se mantienen en equilibrio con la proteina no

unida.
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Figura 14: iIncorporacién de y-tubulina a microtibulos de «/f-tubulina
pelimerizados in vitro. Polimerizacion in vitro de microtibulos de a/p-tubulina en
presencia de extractos de embriones tempranos de pez cebra mas y-tubulina
recombinante biotinilada. Se separaron por centrifugacion los microttibulos

polimerizados en presencia de: un extracto de embriones de pez cebra y un -

extracto de embriones de pez cebra mas y-tubulina recombinante biotinilada WT y
las mutantes biotiniladas D279N y AA283. Se hizo un control negativo en ausencia
de o/B-tubulina, como se indica en [a figura. El signo + significa presencia y el signo
- ausencia. Se uiilizé o/B-tubulina (~2 mg/mlL) purificada desde cerebro de pollo.
Las reacciones de polimerizacién se indujeron al aumentar la temperatura a 37 °C
por 30 minutos. Se separd el precipitado (P) del sobrenadante (S) y se analizaron
mediante inmunoblot con un anticuerpo anti-y-tubulina y estreptavidina-hrp.
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4. Discusion

Experimentos genéticos hechos en levaduras han demostrado que
mutaciones en clertas zonas de interaccidon de las tubulinas generan fenotipos
letales, lo cual indica la importancia de la estructura en la funcion de estas zonas.
(Anders y Botstein, 2001). La caracterizacion de las zonas importantes para la
funcion de estas proteinas se ha mantenido vedada, pues no ha sido posible -
obtener tubulina recombinante funcional sobreexpresada en bacterias. Esto se ha
debido a la compleja via de plegamiento que estas proteinas poseen. En la década
de los 80 se obtuvo la protelna por traduccion in vitro en un sistema de reticulocitos
de conejo, sin émbargo, para caracterizar su funcionalidad con métodos biofisicos
este procedimiento es costoso y poco eficiente (Yaffe y cols. 1988). En el
laboratorio se intentd replegar in vitro ia tubulina a padir de Ia proteina
recombinanie expresada en E. coli, pero ésta aunque retorna su contenido de
estructura secundaria no es funcional {Andreu y cols. 2002). Se ha descrito que al
microinyectar a/B-tubulina nativa en cigotos de sanguijuela, el heterodimero se
in.co'rpora a los microtdbulos (Ferndndez y cols..-2002). Los resultados expuestos
muestra;l que es neces;rio el desarrollo de una técnica eficiente que permita
obtener protelna funcional en cantidades suficientes ‘para hacer los ensayos
biofisicos necesarios para caracterizar las zonas de interaccién que determinan la
funcién de estas protelnas. ‘

Con estos antecedentes, en este Seminario de Titulo se utilizé el embridn
temprano de pez cebra y la y-tubulina WT y sus mutantes expresadas como
proteinas recombinantes en E. cofi. La estrategia consisti6 en marcar la proteina
con biotina, microinyectarla y seguir su localizacion celular por medio de

inmunofluorescencia y evaluar su presencia en los centros nucieadores de
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La incorporacién de las vy-tubulinas recombinantes biotiniladas
microinyectadas a los complejos de y-tubulina del embrion se determiné separando
estas estructuras en un gradiente de glicerol. Se evalué la presencia de y-tubulina
total (enddgena + inyectada) por inmunoblot y de y-fubulina inyectada con
estreptavidina especifica para biotina. Los resultados en el gradiente mostraron una
tipica distribucién de la y-tubulina WT (Pouchucq, 2009). Se observa (Fig. 13) que la
. protelna WT se incorpora a los complejos de y-tubulina del embrion y se destacan
dos poblaciones mayoritarias de acuerdo a sus propiedades hidrodinamicas, una de
menor tamario, que corresponderia a los complejos pequefios (y-TuSC), y otra de
mayor tamafio que corresponder(a al y-TuRC.

La importancia del “loop” M de y-tubulina para la formacién de los centros
nucleadores de microtibulos se evaluévpor laincorporacién de mutantes en este
“loop” a dichos centros. Asl, se encontrd que la mutante D279N se distribula en tres
poblaciones de acuerdo a la presencia de biotina. Estas poblaciones corresponden
a complejos de distintos tamafios (pequefios, intermedios y grandes). Los
complejos de menor tamafio (y-TuSC) concuerdan con los obtenidos para y-tubulina
WT y los de mayor tamafic (y-TuRC) se distribuyen con un patrén diferente en el
mismo rango de densidad del gracfiente observado para la protelna WT. Estos
resultados indicarian que ia mutacion no afecta la incorporacién de y-tubulina en
estas estructuras. Sin embargo, la presencia de la poblacién de tamafio intermedio
y el desplazamiento de las sefiales de la poblacion de mayor tamafio hacia
densidades mayores indicarfa que la incorporacién de esta mutante a ambos
complejos, y-TuSC y y-TuRC, induciria un cambio en el tamarfio y/o la forma de
estos complejos. Estos resultados en su conjunto muestran la participacion del
“loop” M y la importancia del aspartato 279 en la formacién de los centros

nucleadores de microtibulos. Para confirmar la especificidad de esta interaccion se
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utilizé Ja mutante cuyo “loop™ M se asemeja al de la B-tubulina. La separacién de Ia
fraccién soluble de los embriones inyectados con AA283 muestra 3 poblaciones al
igual que con la mutante anterior. Las poblaciones de menor y mayor tamafio se
distribuyen de manera similar a las dos poblaciones descritas para y-tubulina WT.
La tercera poblacibn de tamafio intermedio muestra una distribucidn con
densidades similares a la misma poblacién de los embriones microinyectados con la
. mutante D279N. Es interesante notar que en este caso hay una muy buena
correspondencia entre las fracciones reveladas con western blot contra y-tubulina
(proteina total) y las reveladas con estreptavidina (protefna microinyectada), a
diferencia de la mutante D279N que presenta una menor correspondencia. Los
resultados en su conjunto indican que ambas mutantes se incorporan en los centros
nucleadores de microtibulos y forman una poblacién con tamario intermedio entre
el y-TuSC y el y-TuRC. Esta nueva poblacién no es la misma para ambas mutantes,
pues para la mutante D279N se observa casi exclusivamente la sefial de biotina
(recordar que es mucho mas sensible que el western blot) y con la mutante AA283
se observan ambas sefiales. Esto se puede interpretar de la siguiente manera, que
la mutante D279N induce y es parte exclusiva de esta nueva especie y la mutante
AA283 disminuye significativamente ta’ poblacion de y-TuRb y rr{éntiene la de y-
TuSC. Sorprendentemente, en la poblacién intermedia hay un aumento de la y-
tubulina total que tiene un alto contenido de la mutante microinyectada. Esto
significa que cuando el “loop” M se parece al de B-tubulina hay formacién de
macroestructuras intermedias entre el y-TuSC y el y-TuRC. Surge entonces la
pregunta jPorqué B-tubulina no se incorpora a los centros nucleadores? La

respuesta radica en la formacion del heterodimero de af-tubulina que se mantiene

como tal desde su formacion dada la alta afinidad entre ambas tubulinas (Sanchez
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y cols., 2004) y la regulacién a nivel traduccional de B-tubulina que mantiene la
poblacidn de heterodimeros (Cleveland, D. W. y cols. 1983).

Una duda razonable es si ocurre un plegamiento correcto de la protelna
cuando se microinyecta. Para disipar esta duda la funcionalidad de la y-tubulina
inyectada en los embriones se ensayd in vitro. La racional detras de este ensayo es
que si [a protelna estd bien plegada debiera ayudar a nuclear a los microttbulos e
. incorporarse a ellos (Pouchucq, 2008). Los ensayos de polimerizacion de
microtttbulos in vitro muestran que y-tubulina WT interactila con los microttibulos,
pues precipita-con ellos. Esta es una prueba del correcto plegamiento in vitro de y-
tubulina con un extracto de citoplasma de embrion. Ambas mutantes, D279N y
AA283, precipitan con los microtibulos, pero una parte minoritaria queda en el
sobrenadante. Esio indica que las mutantes interactan con los microtibulos
uniéndose a ellos, pero que existe un equilibrio con proteina que no se une. Estos
resuliados apuntan a que las mutaciones en el “loop” M de y-tubulina alteran la
interaccién de y-tubulina con o/B-tubulina para nuclear los microtibulos, sin
eliminarla.

En la infroduccién mecionamos gque actualmente existen-dos modelos para
explicar & nucleacion de Fos microttibulos y planteamos como objetivo de esta
Memoria determinar cuél de ellos es el correcto. Los resultados permiten aclarar el
mecanismo de nucleacidn de microtibulos por y-tubulina y es a lo que nos
referiremos a continuacion. De acuerdo al modelo del templado, las mutaciones en -
el "loop” M de y-tubulina debieran modificar la formacién del y-TuRC debido a que,
aungue las inferacciones longitudinales con las otras proteinas del complejo
permanecen inalteradas, las interacciones laterales entre las moléculas de y-
tubulina si se modifican, pues participa el "loop” M, que se ha mutado. Hay que

considerar en este modelo que la funcién nucleadora de microtibulos de y-tubulina

58




ocurre a través de las interacciones longitudinales que en este caso se mantienen
intactas. En el Modelo del protofilamento, las mutaciones en el “loop” M de -
tubulina afectarfan la formacién del y-TuRC, debido a que se alterarian las
inferacciones con las ofras proteinas de este complejo vy principalmente debiera
afectarse la Interaccién con of-tubulina al comienzo de la polimerizacion impidiendo
la nucleacion de los microtibulos.

Los resultados discutidos con anterioridad indican que las mutaciones en el
“loop™ M de y-tubulina {de interaccién lateral) alteran la estructura de los centros
nucleadores de microtlibulos e interfieren la nucleacién. in vifro de los microtubulos,
disminuyéndola sin eliminarla. Resultados previos del laboratorio mostraron que
mutaciones en el “loop” T7 (de interaccion longitudinal) ubicado en el extremo (-) de
y-tubulina, afecta la formacion del- y-TuRC - pero no la interaccién con los
microtabulos (Pouchucg, 2008). Este conjunto de resultados apoya fuertemente la
participacion de las interacciones laterales en la estructuracién de los centros
nucleadores. de microttibulos més bien que en las interacciones con af-tubulina
durante la nucleacién. De este modo las interacciones laterales serian
responsables de la formacion del-anillo de y-tubulina que por medio de las
interacciones Iongitudir]ales del extremo (-) con -las ofras proteinas: del complgjo
darfa origen al centro nucleador. El anillo del complejo a través del extremo (+) de y-
tubulina interactuaria con el monémero de a-tubulina del heterodimero iniciando las
interacciones longitudinales que dan origen a los protofilamentos del microttbulo.
La disminucion de la interaccién in vitro de los complejos de y-tubulina del extracto
soluble de embriones podria explicarse por la modificacién estructura'l de éstos. Es
claro que las mutantes en el “loop” M mantendrian la potencialidad de las

interacciones longitudinales de y-tubulina y serian responsables del grado de
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interaccidn que se observa de esta protelna con los microfibulos. Esta conducta se
explica con el modeio de nucleacion Hamado “Modelo del Templado” (Fig. 1A).

Es importante destacar que el uso de embrionas de pez cebra es un sistema
gue en forma elegante permite establecer la relacién entre la esfructura y la funcién
de proteinas expresadas en bacterias u olro sistema de expresion. La alternativa
que ya ha sido utilizada con e-tubulina es la incarporacion de Ia informacion
genética con proteinas fusionadas a proteinas fluorescentes (Russan, N. M. y cols.
2001). Sin embargo, aunque este es un metedo habitual tiene el inconveniente de
introducir una protelna de gran tamafio que puede interferir con los procesos
normales. Como el Dr, Gregorio Weber afirmaba “La sonda fluorescente debe ser

un testigo y no actor”.
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5. Conclusiones

La y-tubulina WT bictinilada se incorpora a los complejos y-TuSC y y-TURC
del embrion temprano de pez cebra. Lo mismo que las mutantes D279N y
AA283. La mutante D279N favorece la formacion de complejos de mayor
tamafio a lo descrito y la mutante AA283 favorece la formacion de complejos
de tamario intermedio. Ambas mutantes inducirian un cambio estructural de
distinta magnitud en los centros nucleadores de microtubulos, lo que
demuestra la importancia del “loop” M en la formacién de los complejos -

TuSCy y-TuRC .

La y-tubulina biotinilada es funcional, pues interactia con los microtabulos
polimerizados in vitro. Las mutantes D279N y AA283 se unen de forma °

parcial a los microtlbulos. -

Se confirma el uso de embriones tempranos de pez cebra para establecer la

relacién entre la estructura de la y-tubulina y su funcién.

o

Se propone el “Modelo del Templado” como mecanismo de nucleacion de

microtibulos por y-tubulina. t
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6. Proyecciones

Los resultados obtenidos: en este trabajo generan interrogantes que es -
necesario responder para dilucidar come la y-tubulina lleva a cabo su funcién. A

partir de los resultados se generan las siguientes proyecciones experimentales:

+ Demostrar que ia interaccion de y-tubulina con las protefnas acompafiantes

del complejo anillo es de tipo longitudinal y por el extremo (-) de y-tubulina.
+ Demostrar que la interaccion de y-tubulina con el heterodfmero de o/B-
tubulina para la nucleacién de microtibulos es de tipo longitudinal y por el

extremo superior.

s Demostrar que las mutantes dobles, de interaccion lateral y longitudinal

debieran ser letales.

» Demostrar que las mutaciones analizadas no interfieren el proceso de

plegamiento inducido por la chaperonina CCT.
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