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Resumen




Los microtibulos son polimeros filamentosos componentes del citoesqueleto
involucrados en numerosos procesos en células eucariotas, entre ellos la division celular. Por
esta razon, son el blanco de numerosas drogas antimitdticas, como la colchicina o el taxol.
Estan formados fundamentalmente por la unién no covalente de subunidades de tubulina,
proteina heterodimérica que une nucleotido. Ademas de los microtibulos, Ia tubulina forma
polimeros laminares cuando se ensambla en presencia de Zn, que se han utilizado
recientemente para obtener un modelo de la estructura tridimensional de la tubulina,

El taxo! es una droga antitumoral que inhibe la division celular mediante la supresion
de la inestabilidad dinamica de los microtibulos. Aunque el taxol ha sido una de las drogas
antimit6ticas mas estudiadas, el mecanismo preciso por el cual induce la polimerizacién de
la tubulina y estabiliza los microtubulos permanece desconocido. En este senfido, unos
taxoides marcados fluorescentemente pueden ser una poderosa herramienta para el estudio de
la interaccion de los microtibulos y de la tubulina soluble con el taxol. En este trabajo se
caracterizan las interacciones de una serie de derivados fluorescentes del taxol con la tubulina
y los microtibulos y se evalia su utilidad como sondas del sitio de unién del taxol.

1.- Taxoides fluorescentes como sonda del sitio de unidn del taxol.

1.1.- Interaccidn de taxoides fluorescentes con microtibulos.

El analogo fluorescente del taxol 7-O-[N-(Fluorescein-4'-carbonil)-L-alanil] taxol
(Flutax) es capaz de inducir ¢l ensamblaje tanto de la GTP-tubulina como de 1a GDP-tubulina,
que es la forma inactiva de la molécula, con una constante de elongacion aparente igual a la
mitad de 1a del taxol y con una cinética algo mas lenta. Se une competifivamente con taxol
con una estequiometria igual a la de éste {0.97 + 0.08).

La tubulina polimerizada con Flutax une un ién adicional de Mg** con relacidn a la
polimerizada con taxol. El efecto del pH es ligeramente menos pronunciado con Flutax,
mientras que la dependencia de temperatura es mayor.

Como control negativo de polimerizacién se ha usado el 2'-O-acetil 7-O-[N-
(Fluorescein-4'-carbonil)L-alanil]taxol (2' acetil Flutax), en el que se ha acetilado la posicién
2' del taxol, que resulta esencial para su actividad en la polimerizacién de microtibulos. Se
ha probado que el 2'acetil Flutax es incapaz de inducir la polimerizacion de la tubulina.
También se ensayé el taxol unido a la fluoresceina pero mediante un espaciador mas largo
(Hexaflutax). Este taxotde fue incapaz de polimerizar la GDP tubulina.

También se ha estudiado el analogo fluorescente del taxol 7-O-[N-(tetrametilrodamin-
4'-carbonil)-L-alanil]taxol (Rotax). Se ha demostrado que también induce la polimerizacién
de GDP-tubulina, con una constante de elongacidon aparente cuatro veces menor que la del

taxol. Sin embargo, su pequefia solubilidad limita su caracterizacidén bioquimica detallada.
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Aunque la solubilidad de Flutax es mucho mayor que la de Rotax, también presenta
una solubilidad limitada en las condiciones de trabajo, asociada al estado de ionizacién de la
molécula de fluoresceina. Unicamente la forma dianiénica de este fluordforo (pKa = 6.33) es
soluble, por lo que en condiciones de ensamblaje de tubulina, €l Flutax se encuentra
parcialmente en forma monoanidnica insoluble. Para paliar este problema, se usaron derivados
fluorescentes del Flutax con un pKa para el dianién muy alejado del pH de trabajo, en
conereto un derivado con dos atomos de F en las posiciones 2 y 7 de la fluoresceina (Flutax
2}y el mismo derivado difluorado con un grupo sulfénico en lugar del grupo carbonilo (Flutax
3). Ambos compuestos son capaces de inducir la polimerizacion de GDP-tubulina con una
constante de elongacién aparente similar a la del taxol. Su estequiometria de unién a su sitio
especifico en los microtiubulos es respectivamente de 1.04 + 0.08 y de 1.14 £ 0.08, igual ala
del taxol.

1.3.- Visualizacion de microtubulos.

La observaciéon por microscopia electronica de microtibulos de GDP tubulina
inducidos por taxoides fluorescentes muestra que éstos presentan al menos dos
protofilamentos mas que los inducidos por taxol.

Estos derivados fluorescentes se ha utilizado también para visualizar mediante
microscopia de fluorescencia microtibulos ensamblados in vitro. Se han observado
reproduciblemente tanto microtubulos aislados como entrecruzados en formaciones similares
a asteres o en haces densos de microtibulos. También se ha observado que el Flutax es capaz
de teftir microtitbulos preformados en un tiempo inferior a un minuto, lo que indica que el sitio
de unidn del taxol se encuentra bastante accesible al solvente.

1.4.- Medida de afinidad de taxoides por su sitio de unién al microtibulo.

Se ha medido una umon especifica de taxoides fluorescentes al sitio de unidén det taxol
al microtiibulo con constantes de equilibrio de disociacién del orden de micromolar. Al mismo
tiempo, se ha detectado una union no especifica que ocurre a concentraciones libres de taxoide
por encima de 10 uM. Por otro lado, se ha disefiado un ensayo de competicién de dos ligandos
asusitio de unién al microtubulo. Estos dos tipos de experimento permiten ordenar la afinidad
de los taxoides del modo siguiente:

Taxol > Flutax 2 = Flutax 3 > Rotax ) Flutax } HexaFlutax
2.- Diferencias en la unién de sondas fluorescentes a tubulina v a migrotubulos,
2.1.- Cambios en el espectro de absorciéon de taxoides fluorescentes.
Cuando estan unidos al microtiibulo, tanto el Flutax como sus dos derivados mas

solubles experimentan un cambio apreciable en su espectro de absorcién. Todos ellos sufren
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un desplazamiento de 3-4 nm en la posicidén de su maximo de absorcién cuando estan en
presencia de microtibulos. Al mismo tiempo, el Flutax experimenta un desplazamiento de
unas - 0.2 unidades en su pKa aparente cuando se une al microtibulo. Todo esto indica un
micro-entorno catidnico entorno a la sonda fluorescente en los microtibulos, a la par que
sugiere cambios en el nimero y/o en la fuerza de los puentes de hidrdégeno que forma la
fluoresceina.

Estos cambios son diferentes a los que sufren estas sondas en presencia de tubulina
soluble. La posicidén del maximo de absorcion del Flutax apenas varia, pero el coeficiente de
extincion varia en un 40% y su pKa aparente de ionizacién para el dianion varia en + 0.5
unidades. Los derivados mds solubles del Flutax sufren un cambio en la posicién de su
espectro de absorcion de 8 nm hacia el rojo. Esto indica un sitio de unién al dimero distinto
al del microtubulo.

2.2 -Interaccién de taxoides fluorescentes con tubulina,

Para ver si estas sondas se unen a la tubulina no ensamblada se realizaron
experimentos de velocidad de sedimentacion de tubulina en presencia de taxoides. Todos los
derivados cosedimentan en su mayor parte con la tubulina, aunque con un coeficiente de
sedimentacion algo mayor que el de la proteina, y de forma no desplazable por el taxoide
acromatico docetaxel. Esto indica que se unen a la tubulina, aunque a sitios de union distintos
al sitio de union al microtiibulo. El analisis de la distribucién de coeficientes de sedimentacidn
{g(s*)) muestra para la tubulina un pico asimétrico, que indica heterogeneidad, y que los
taxoides se unen a las especies con un cocficiente de sedimentaciéon mayor que el del
heterodimero de af3-tubulina.

Se ha medido la unién del Flutax y derivados tanto a la tubulina soluble. El hecho de
que esta unién no sea saturable en nuestras condiciones de trabajo dificulta el analisis, pero
se observa una union de los ligandos a multiples sitios en la molécula de tubulina. La
comparacion entre la union a la tubulina y a los microtibulos muestra que la polimerizacién

dificulta la union de taxoides fluorescenies a la tubulina.
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1.-Introduccién.

1.1.- Microtubulos.

Los microtibulos son polimeros filamentosos que componen, junto con los filamentos
de actina y los filamentos intermedios, ¢l citoesqueleto de células eucariotas (Amos y Amos,
1991), donde desempefian multiples funciones, como son:

- Motilidad celular, formando parte de los cilios y los flagelos (Song y Mandelkow, 1995)

- Transporte de vesiculas del reticulo endoplasmatico al aparato de Golgi (Lippincott-
Schwartz, 1998) y transporte a lo largo del axén (Bloom y Goldstein, 1998)

- Mantenimiento de la forma celular (Matus, 1991) y crecimiento del axon en células
nerviosas (Baas, 1997).

- Segregacion de cromosomas durante la mitosis {Inoué y Salmon, 1995; Hyman y Karsenti,
1996; Waters y Salmon, 1997; Joshi, 1998; Walczak et al., 1998) formando el huso mitético.
Precisamente por esta funcion en la divisién celular, son el blanco de numerosas drogas
antimitéticas (Jordan y Wilson, 1998}, como la colchicina (Hastie, 1991) y el taxol (Horwitz,
1992).

Estan formados principalmente por la unién no covalente de heterodimeros de of-
tubulina (Bryan y Wilson, 1971), que ensamblan de forma orientadaen 11-16 protofilamentos
que se disponen de forma paralela formando ¢l microtubulo (Desai y Mitchison, 1997; Wade
y Hyman, 1997; Downing y Nogales, 1998a). Esta forma ordenada de ensamblarse la tubulina
confiere una polaridad intrinseca al microtibulo, de forma que presenta un extremo (+) o
distal de crecimiento rapido v un extremo (-) o proximal de crecimiento lento. Estos extremos
del microtibulo se orientan en el interior de la célula eucaridtica de forma que el extremo
negativo se sitia en los centrosomas, que son los organulos citoplasmaticos encargados de
nuclear el ensamblaje de Jos microtiibulos (Mitchison y Kirschner, 1984a). En células en
mnterfase, el centrosoma se situa en el centro de la célula, de mode que los microtubulos se
ortentan formando una disposicion radial con el extremo (+) emanando desde ¢l interior hacia
la periferia (Josht, 1998). Durante la mitosis, el centrosoma se duplica en dos, que migran
hacta polos opuestos de la célula para que los microtiibulos establezcan el huso mitético, con
el extremo negativo mas préximo a los centrosomas (Karsenti et al., 1996). En células que

carecen de centrosomas, como las plantas y muchos sistemas meidticos, la organizacion de



1.-Introduccion.

los microtiibuios se Ileva a cabo por los cinetocoros de los cromosomas (Waters y Salmon,
1997). Enlos axones y en cilios v flagelos el extremo negativo se sitia hacia el cuerpo celular
y el extremo positivo va a la parte distal (Baas, 1997).

Asociadas con la tubulina, ¢ interaccionando con ésta, los microtibulos presentan
otros tipos de proteinas (Mandelkow y Mandelkow, 1995) entre las que destacan las MAPs,
o proteinas asociadas a microtitbulos (Lee, 1993; Hirokawa, 1994; Drewes ef al., 1998) y las
proteinas motoras ( Walker y Sheetz, 1993; Vale y Fletterick, 1997; Hirokawa et al., 1998).
Las MAPs son moléculas que se asocian a la tubulina estabilizando y promoviendo el
ensamblaje de los microtibulos. Las proteinas motoras son proteinas que transportan
organulos, vesiculas o macromoléculas en el citoplasma, utilizando los microtubulos como
“railes” para llevar a cabo el transporte. Ademas, la célula presenta una serie de proteinas
reguladoras de la dinamica de los microtubulos, como la estatmina (Jourdain et al., 1997) y

la catanina (Shiina et al., 1995).

1.2.-Tubulinas.

Las tubulinas son una superfamilia de proteinas compuesta por las « y f§ tubulinas, que
forman el heterodimero de a-B-tubulina, subunidad estructural basica de los microtibulos
{Monasterio et al., 1995), y las y-tubulinas, que se encuentran en el centrosoma formando
nucleos de polimerizaciéon (Joshi er al., 1994). Recientemente se ha descrito un anélogo
procarniota de 1a tubulina, la Ftsz (filamentation temperature sensitive Z), que es una proteina

mmplicada en la division de bacterias y arqueobacterias (Lutkenhaus y Addinal, 1997).

1.2.1.- a y P tubulinas

Las o y B tubulinas son una famila de proteinas de ca. 450 residuos que unen
nucleotido (Carlier, 1991) y se encuentran muy conservadas en la evolucion. Se presentan en
células eucariotas como isotipos diferencialmente expresados en distintos tejidos, aunque
todavia no estd totalmente establecido si los isotipos tienen significado funcional. En

mamifieros se han descrito 6 isotipos para a-tubulina y 7 para f3-tubulina (Sullivan, 1988,
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Luduefia, 1998). La tubulina también sufre numerosas modificaciones postraduccionales,
como son la tirosinacion y detirosinacion de a-tubulina, la acetilacidn y deacetilacion de «-
tubulina, la fosforilacién de determinados isotipos de (3-tubulina, Ia poliglutamilacién de o-
y P-tubulina, la poliglicilacién en axonemas de cilios y flagelos de Paramecium y otras
especies, v la generacion de a-tubulina sin sus dos ultimos residuos, y por tanto incapaz de
sufrir tirosinacion/detirosinacién (McRae et al, 1997, Luduefia, 1998), Todas estas
modificaciones, excepto la acetilacion, se localizan en el extremo carboxilo terminal de la
molécula, Este hecho, unido a que los titimos residuos de la secuencia también son los de
mayor variabilidad entre isotipos, (Redeker ez al. 1992), y a que el extremo carboxilo terminal
se ha propuesto como sitio de union de las MAPs (Serrano ef al., 1984, Chau et al., 1999) y
de motores citoplasmaticos (Paschal et al., 1989, Marya et al., 1994; Larcher et al., 1996)
sugiere un papel funcional para el extremo carboxilo terminal de la tubulina (de Pereda et al.,
1996; Jiménez et al., 1999).

Ambas subunidades presentan un sitic de union de nucleotido, que es no
intercambiable en la subunidad « (sitio N, Spiegelman ef al., 1977) e intercambiable en la
subunidad P (sitio E, Weisemberg et al., 1968). El GTP unido a la subunidad P se hidroliza
irreversiblemente a GDP durante el preceso de ensamblaje a microtubulos (Angelastro y
Purich, 1990). La tubulina con el sitio de unién de nucleotido de la subunidad B
completamente intercambiado por GDP (GDP tubulina) y a altas concentraciones de Mg
ensambla en estructuras anulares (anillos de tubulina, Diaz et al., 1994).

Para ensamblar en microtibulos, la tubulina necesita de la presencia de iones Mg™*
{Lee y Timasheft, 1977). La tubulina presenta dos sitios de alta afinidad para el magnesio: uno
en el sitio E de la -tubulina, asociado al GTP, que se libera al medio junto con el fostato tras
la hidrolisis del nucleotido (Correia ef al., 1987), y otro en ¢l sitio N, asociado a la estabilidad

del dimero de la tubulina (Menéndez ef al., 1998).

1.2.2.- Estructura tridimensional de - y 3-tubulinas.

Se ha propuesto un modelo de estructura tridimensional de la tubulina a 3.7 A de

resolucion a partir de cristalografia de electrones sobre hojas de Zn, polimeros laminares que
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se obtienen cuando la tubulina se encuentra en presencia de iones Zn*" (Nogales et al, 1598).

Fn esta estructura se observa un nucleo formado por dos laminas P flanqueadas por doce «-

hélices. Se pueden distinguir tres dominios distintos (ver figura 1.1):

Figura 1.1.- Modelo de estructura tridimensional de la
tubulina (Nogales et al, 1998). La orientacién
corresponde aproximadamente a una vista de! dimero
desde el interior de un microtibulo que estaria en
sentido vertical y con el extremo positivo en la parte de
arriba de la figura. Las dos hélices C-terminal de la
tubulina no se observan en la figura al encontrarse en la
parte de atrdas de la molécula. Se muestran los
diagramas de bolas de las moléculas de GTP y GDP, y
del docetaxel (ver apartado 7.1 de esta Indroduccion)
en el sitio de union del taxol.

- Un dominio N terminal,
estructuralmente homoélogo al sitio de
union de nucleotido de Ras y de otras
proteinas G (Erickson, 1998),
constituido por laminas beta paralelas
que alternan con ¢-hélices.

- Un dominio intermedio que contiene el
sitio de unidn del taxol en la subunidad
B.

- Un dominio carboxilo terminal, que
contiecne dos a-hélices que pueden
contener el sitio de union de MAPs y de
motores, unidas por un giro que puede
gstar involucrado en la umién con ¢l
siguiente mondmero a lo largo del
microtibulo.

En estc modelo de estructura
tridimensional no se recogen los iltimos
residuos del extremo carboxilo terminal
de la tubulina, correspondientes a la
region hipervariable entre isotipos
(Redeker et al., 1992).

Recientemente se¢ ha descrito un
homologo procariota de la tubulina, la
FtsZ, una proteina de bacterias vy

arqueobacterias que interviene en la

division celular (Bramhill, 1997, Lutkenhaus y Addinal, 1997). Esta proteina ensambla en
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forma de polimeros filamentosos similares a microtibulos en presencia de GTP de forma
dependiente de Mg?' (Mukherjee y Lutkenhaus, 1998). La estructura tridimensional de la FtsZ
también ha sido resuelta recientemente (Léwe y Amos, 1998). A pesar de su escasa homologia
de secuencia, la comparacién entre los dos modelos muestra que tienen un nucleo estructural
comun de plegamiento idéntico, lo que confirma la idea de la homologia entre las dos
proteinas. Sin embargo, la FisZ tiene una extensién amino terminal ausente en la tubulina,
mientras que las dos hélices carboxilo terminales de o y -tubulina no se encuentran en la
proteina procariota. Estas observaciones sugieren que ambas proteinas han evolucionado de

un precursor ancestral de FtsZ (Egelman, 1998, Faguy y Doolittle, 1998).

1.2.3.- y-tubulinas.

Las y-tubulinas se expresan en la célula en una cantidad mucho menor que las o y 3
tubulinas, con las que presentan una homologia de entre el 28 y el 35%. Estan presentes en
el material pericentriolar del centrosoma, aunque también se encuentran en centriolos, y en
el cuerpo basal de cilios y flagelos (Oakley, 1992; Joshi, 1994). En el centrosoma forman
parte de complejos anulares formados por diez o mas unidades de y-tubulina y otras proteinas
asociadas, que sirven de punto de nucleacion para los microtubulos (Moritz ef al, 1995; Zheng
et al., 1995). Erickson y Stofler (1996) han propuesto un modelo en ¢l que las y-tubulinas
forman una espiral que se prolonga tangencialmente en un protofilamento recto que serviria
de nucleo de polimerizacion al que se afiadirian subunidades de a-Ptubulina para formar el
microtubulo. Curiosamente, s¢ ha demostrado recientemente que las y-tubulinas también se

expresan en la célula como formas isotipicas (Luduefia, 1998).

1.3.-Proteinas asociadas con microtiibulos.

1.3.1.-MAPs,

Son una clase heterogénea de proteinas que estabilizan y promueven el ensamblaje de

microtubulos, tanto in vivo como in vitro (Drewes ef al., 1998). Se pueden purificar
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conjuntamente con la tubulina tras varios ciclos de ensamblaje y desensamblaje. Al conjunto
de MAPs mas tubulina se le denomina proteina microtubular (MTP).

Las principales MAPs identificadas hasta el momento son MAP1A, 1B, 2A, 2B, 2C,
MAP4 y tau. Las MAP2, (1828 aminoacidos), MAP4 (1072 aminoéacidos) y tau (432
aminoacidos) estan compuestas por una regién amino terminal y unaregion carboxilo terminal
que contiene de 3 a 4 regiones de 18 aminoacidos que constituyen el motivo de union de estas
MAPs amicrotiibulos (Gustke ez al., 1994; Coffey y Purich, 1995). Enla MAP1B este motivo
esta compuesto por 21 repetictones de 4 aminoacidos (Lys, Lys, Glu, X, siendo X cualquier
residuo) cerca del centro de la molécula (Noble et al., 1989).

Las MAPs presentan una diferente distribucién en los tejidos: MAP1, MAP2 y tau son
especificas de tejido nervioso, mientras que MAP4 se distribuye en todos los tejidos. Ademas,
MAP1 se encuentra en dendritas y axones, MAP2 predominantemente en dendritas y tau sobre
todo en axones (Hirokawa, 1994). Esta distribucidn preferencial, unida al hecho de que las
MAPs son componentes de puentes moleculares entre microtitbulos y entre microtibulos y
otros organulos, hace pensar que las MAPs pueden estar involucradas en la morfogénesis
neuronal (Matus, 1991).

Las proteinas tau tienen importancia en la enfermedad de Alzheimer: en pacientes
afectados por esta demencia neurodegenerativa, tau se hiperfosforila, perdiendo la afinidad
por los microtubulos y formando filamentos helicoidales aberrantes que sirven de marcadores

indicativos de esta enfermedad (Mandelkow y Mandelkow, 1998).

1.3.2.- Proteinas motoras.

Son proteinas que transportan organulos o macromoléculas en el interior de la célula
mediante deslizamiento a lo largo de los microtubulos. Para desempefiar su funcién,
interaccionan con la superficie de los microtubulos, y transforman la energia de la hidrélisis
del ATP en energia mecanica que produce el desplazamiento. El transporte mediado por las
proteinas motoras es direccional, de forma que puede dirigirse hacia el extremo (+) o distal
de los microtubulos (en este caso se denomina transporte centripeto o anterégrado) o hacia el

extremo (-) o proximal (centrifugo o retrégrado) (Walker y Sheetz, 1993, Hirokawa et al.,
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1998).

Los microtiibulos utilizan estas proteinas para posicionarse en la célula y para la
separacion de los centrosomas hacia los dos extremos del huso mitético (Karsenti et al., 1996;
Walczak et al., 1998). En la figura 1.2 se muestra como los centrosomas se separan mediante
fuerzas de empuje ejercidas por transportadores que se deslizan hacia el extremo positivo de

T microtibulos que crecen desde

centrasomas opuestos, o por fuerzas
de arrastre de proteinas motoras
dirigidas al extremo negativo
asociadas a la membrana. Los
| motores retrogrados asociados a la

| membrana nuclear también

colaboran en mantener al centrosoma

Transportadores Transportadores
hacia extremo
positivo

K

B Centrosomas cerca del nucleo. La célula también

hacia extremo
negativo

ng utiliza las proteinas motoras, junto
Figura 1.2.- Separacion de los centrosomas y formacién del decrecimiento de los microtubulos,
huso mitético mediante fuerzas ejercidas por motores

citoplasmaticos sobre los microtibulos. Tomada de Karsentier para el movimiento de los
al (1996).

con fuerzas de crecimiento y

cromosomas durante la mitosis (ver
apartado 6.4 de esta Introduccién).
Los principales tipos de proteinas motoras estan representados por la familia de las

dineinas y la familia de las quinesinas.

1.3.2.1.- Dineinas.

Se encargan del transporte de moléculas y vesiculas hacia el extremo (-). Pueden
distinguirse dineinas de axonemas, que mueven cilios y flagelos, y dineinas citoplasmaticas,
que se encargan del trafico de vesiculas en células en interfase, transporie retrogrado en el
axon de células nerviosas, de la organizacion de centrosomas durante la mitosis y de

migracidn nuclear en hongos (Milisav, 1998).
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Tienen un peso molecular de mas de 10° Da., y estan formadas por varias cadenas
pesadas, intermedias y ligeras que se disponen en dos cabezas globulares de tamafio y forma
similar, conectadas a una base globular de menor tamafio. El sitio de unién de la dineina a los
microtibulos esta separado de las cabezas globulares mediante dos cadenas que se disponen
de forma antiparalela formando una doble hélice superenrollada de ca. 10-12 nm que separa
las cabezas de la dineina del microtibulo (Gee y Vallee, 1998). Este “tronco’ de unidn parece
estar implicado en la transmision de sefiales entre el microtibulo y las cabezas de la dineina

(Vallee y Gee, 1998).

1.3.2.2.- Quinesinas.

Son una familia de proteinas que se encargan del transporte hacia el extremo distal de
los microtibulos (Vale y Fletterick, 1997), aunque existen proteinas relacionadas con la
guinesina que se mueven hacia el extremo negativo, como la ned (“non claret disjunctional”;
Sablin ef al., 1996). El mondmero de quinesina estd formado por dos cadenas proteicas, una
ligera y una pesada, que se disponen en tres dominios. El més estudiado es el dominio
globular que constituye la “cabeza” de quinesina. Este dominio es el responsable de la
generacion de fuerza, por lo que también se le denomina “dominio motor” (Yang ef al., 1990).
La estructura tridimensional del dominio motor se conoce por cristalografia de rayos X (Kull
et al., 1996; Kozielski ef al., 1997). Ademas, presenta una regidn intermedia helicoidal y una
region terminal o “cola” que contiene la cadena ligera.

Las quinesinas se encuentran normalmente en la naturaleza en forma de dimeros que
contienen dos cabezas, unidas entre si por las regiones adyacentes al dominio motor,
denominadas “cuello”. Los cuellos interaccionan entre si formando dobles hélices
superenrolladas, capaces por si mismas de mantener la union entre las cabezas. (Kozielski et
al., 1997, Romberg ef al., 1998),

Una caracteristica importante de las quinesinas es la “procesividad”: una molécula
individual puede moverse continnamente a lo large del microtibulo grandes distancias (varias
micras), avanzando varios pasos sin disociarse. Un modelo sencillo de explicar este

comportamiento es que las dos cabezas de la quinesina se unen sucesivamente a la pared
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microtubular, de modo que la primera cabeza no se separa hasta que no se una la segunda, es
decir, al menos una de ellas debe mantenerse permancntemente unida al microtibulo
(Hancock y Howard, 1998; Marx ef al., 1998). El cuello de la quinesina también juega un
papel importante, aunque no esencial, en la motilidad de las cabezas a lo largo del microtiibulo
(Romberg et al., 1998). El movimiento de la quinesina a lo largo del microtibulo esta

regulado por la hidrolisis del GTP (Mandelkow y Johnson, 1998).
1.3.2.3.- Autoorganizacién de microtitbulos y proteinas motoras.

La tubulina y los motores citoplasmaticos tienen capacidad autoorganizativa. Los
microtiubulos, en presencia de motores retrogrados forman disposiciones polares de forma
radial (asteres), en ausencia de centrosoma (Joshi, 1998; Hyman y Karsenti, 1996). Un
conjunto de motores dirigidos al extremo proximal o (-), asociados en forma multimérica,
pueden interaccionar con dos microtibulos y moverse hacia su extremo negativo, donde se
acumulan. Si son mas de dos los microtubulos involucrados en el proceso, se genera una
disposicién radial de microtubulos denominada “aster”, con los microtiibulos orientados con
el extremo negativo hacia el centro (Verde et al., 1991}, como se ha demostrado en extractos
de huevo de Xenopus con microtiubulos estabilizados con taxol.

Las quinesinas también pueden formar asteres con microtiibulos orientados con el
extremo positivo hacia el centro (al contrario que las disposiciones radiales fisioldgicas).
Nedelec et al. (1997) generaron este tipo de asteres con un sistema consistente inicamente en
construcciones de quinesina con multiples cabezas (varias cabezas de quinesina asociadas
mediante eslabones de biotina-estreptavidina) y microtibulos estabilizados con taxol.

Waters y Salmon (1997) han propuesto un modelo en el que los microtibulos son
capaces de formar el huso mitético en ausencia de centrosomas, como ocurre en células de
plantas y en muchos sistemas meiéticos. LLos motores dirigidos al extremo proximal actuarian
nucleando microtiibulos por su extemo negativo, como se ha descrito para extractos de huevo
de Xenopus, mientras que los motores dirigidos al extremo positivo acttian de forma parecida
a la descrita en la figura 1.2, actuando de puente entre microtubulos que proceden de polos

opuestos. Heald et al. (1996) consiguieron obtener disposiciones bipolares de microtubulos
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semejantes al huso mitodtico alrededor de particulas recubiertas de DNA en ausencia de

centrosomas a partir de extractos de huevo de Xenopus.

1.3.3.- Proteinas reguladoras de la dinamica de los microtibulos.

Son proteinas que colaboran con las MAPs en la regulaciéon celular del
comportamiento dinamico de los microtibulos (ver apartado 6 de esta Introduccion). La
estatmina (Jourdain ez «f., 1997) se une a dos moléculas de heterodimeros de tubulina
formando un complejo ternario (Belmont y Mitchison, 1996) y aumenta la frecuencia de
catastrofe o depolimerizacion rapida de los microtubulos. También se han descrito proteinas
que actuan seccionando microtibulos durante la metafase (Shiina et al., 1995), como la
catanina (MacNally y Vale, 1993), el factor de elongacion -1 (Shiina et af., 1994) y una
proteina oligomérica de 56 Kda identificada como p-56 (Shiina et af., 1992).

1.4.- Estructura de los microtibulos.

La estructura tridimensional de los microtibulos se conoce por reconstruccion de
imagenes de microscopia electronica de microttibulos flagelares (Amos y Eagles, 1987),
difraccién de rayos X en fibras (Beese er al., 1987), dispersién de rayos X en solucién
(Andreu et al., 1992, 1994) y por microscopia electronica de microtitbulos naturales (Wade
y Chrétien, 1993; Hirose et al., 1997) o decorados con el dominio motor de la quinesina o con
la proteina motora relacionada con la quinesina ncd (Sosa y Milligan, 1996; Sosa et al., 1997,
Amos y Hirose, 1997; Hirose et al., 1998; Wade ef al., 1998). La resolucion alcanzada por la
combinacion de diferentes métodos de reconstruccion de imagenes de criomicroscopia
electronica es de 2 a 4 nm, mientras que por dispersién de rayos X de microtubulos en
solucion se obtiene una resolucion de 3 nm (Diaz et al., 1994).

Los microtubulos son polimeros cilindricos de tipicamente 25 nm de didmetro. El
didmetro interno del tubo es de ca. 15 nm, y el grosor de la pared de unos 5 nm. Estén
formados por alineamiento de 11 a 16 protofilamentos paralelos de af-tubulina. El nimero

mas frecuente de protofilamentos en microtubulos celulares es de 13 (Wade ef al., 1990),

11
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aunque se han descrito microtibulos naturales de distinto nimero de protofilamentos (Burton
et al., 1975; Chalfie y Thomson, 1982; Eichenlaub-Ritter y Tucker, 1984). El heterodimero
de ap-tubulina se dispone a lo largo del protofilamento de forma orientada, de forma que la
subunidad P va al extremo positivo (Mitchison, 1993; Fan et al., 1996; Hirose et al., 1997).
En la figura 1.3 se muestra la reconstruccién tridimensional de un microtiibulo a partir de

fotografias de criomicroscopia electrénica.

Figura 1.3.- Vista tridimensicnal de un microtibulo. La estructura se ha recomstruido a partir de
criomicroscopia electronica de microtilbulos de 15 protofilamentos. A, vista del exterior del microtibulo. B,
vista desde el interior. La seccion transversal en gris mas claro sefiala vn dimero (80 A de longitud). La
orientacion en A y en B es tal que el extremo positivo estd en la parte de arriba de 1a figura. C, corte transversal
de un microtibulo visto desde el extremo negativo. Ndtese que las subunidades de tubulina estin ligeramente

inclinadas en el sentido de las agujas del reloj. La figura esta tomada de Downing y Nogales, (1998a).

Pueden establecerse dos tipos de contactos laterales entre filamentos: tipo A, en el que
los contactos interfilamentos entre subunidades de tubulina son del tipo -3, y tipo B, donde
los principales contactos laterales entre filamentos son entre subunidades del mismo tipo {a-a
o (-B) (ver figura 1.4). A lo largo del microtibulo, cada protofilamento se encuentra
ligeramente desplazado con respecto al anterior, de forma que los monémeros adyacentes se

disponen en hélices transversas al microtiibulo (ver figura 1.4, paneles centrales). Una hélice
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que parta de un mondmero en un protofilamento cualquiera de referencia, tras una vuelta
compieta al microtibulo, alcanza al mismo protofilamento S monémeros mas arriba. Esto
quiere decir que se necesitan S hélices transversales para rellenar una red microtubular. Se
dice que la red tiene S comienzos de hélice. Este nimero S sirve para clasificar las redes

microtubulares (Wade y Chrétien, 1991; Hyman et al., 1995; Wade y Hyman, 1997).

Red tipe A

®

ol®ee
i ih
B
o

Redtipo B

. '
i!*\

e

Sin discontinndad

Figura 1.4.- Red de la pared de los microtibulos. La red tipo A (paneles superiores) y B (paneles inferiores)
se muestran en el plano (paneles centrales) y enrolladas en microtibulos (paneles de los extremos). A la
izquierda se representan las redes sin discontinuidad, vy a la derecha con discontinnidad. Las flechas en los
paneles centrales muestran hélices transversas al microtiibulo de subunidades adyacentes. La figura esta
tomada de Wade y Hyman (1997).

Los microtubulos mas frecuentes son los de 13 protofilamentos ordenados de la forma
B (Song y Mandelkow, 1995). Esta organizacion de los protofilamentos implica que los
microtibulos presentan una discontinuidad (“‘costura”) longitudinal en la que los contactos son

tipo A (ver figura 1.4). La presencia de esta “costura” depende del tipo de red, del nimero de
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protofilamentos N y del niimero S de comienzos de hélice (Wade y Hyman, 1997). Se ha
observado también en microtitbulos de 11, 12, 14 y 15 protofilamentos (Sosa y Milligan,
1996). Su significado funcional se desconoce, aunque podria estar relacionado con el proceso
de polimerizacion/despolimerizacion del microtibulo: se ha mostrado por criomicroscopia
electrénica con resolucion temporal que los microtibulos crecen por elongacién de hojas
abiertas que después se cierran en microtubulos (Chrétien ef al., 1995).

Para acomodarse a los tipos de redes descritos, los protofilamentos generalmente
sufren pequefias torsiones, de forma que no son completamente paralelos al eje del
microtubulo (Wade et al., 1990). Estas torsiones hacen que las superposiciones de los
protofilamentos sobre los de 1a cara opuesta del microtubulo no sean continuas, sino que
formen un patrdn de franjas caracteristico que se observa cuando se visualizan microtubulos
por microscopia electronica. Este patrén depende del nimero de protofilamentos, de la
distancia entre ellos, del mimero S de comienzos de hélice y del desplazamiento transversal
de unos protofilamentos sobre otros (Chrétien y Wade, 1991; Wade y Chrétien, 1993; Hyman
et al., 1995).

Recientemente se ha desarrollado un método para determinar la polaridad de los
microtibulos analizando los patrones de franjas basado en que estos patrones tienen forma
de punta de flecha que sefiala hacia el extremo positivo en microtubulos con torsién de
protofilamentos en sentido antihorario, y hacia el extremo negativo en microtibulos con
torsion de los protofilamentos en el sentido de las agujas del reloj (Sosa y Milligan, 1996).
Esta disposicion esta relacionada con la inclinacién que se observa en las subunidades de
tubulina en las reconstrucciones tridimensionales de tubulina, en las que se ve como la
tubulina esta inclinada en sendido horario cuando se observa desde el extremo negativo del

microtibulo (Sosa y Chrétien, 1998, ver figura 1.3).

1.5.-Hojas de Zn,
Ademas de los microttibulos, la tubulina polimeriza en polimeros laminares (“hojas

de Zn”) cuando se encuentra en presencia de iones Zn*" (Larsson et al., 1976). Estas hojas

tienen una estructura en protofilamentos similares a los de los microtdbulos, salvo que en una
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disposicidn antiparalela, es decir, con la polaridad de los protofilamentos adyacentes opuesta
(Amos y Baker, 1978; MacEwen ef al., 1983). Las hojas de Zn pueden curvarse y cerrarse en
tubos (“macrotubos”) de 300 a 500 nm de didmetro. Estos macrotubos tienden a formarse en
ausencia de MAPs, de forma dependiente de pH, y tienen la misma organizacién de
protofilamentos que las hojas de Zn, salvo que se encuentran cerrados y desplazados un
angulo de 23 a 27° con respecto al ¢je del tubo (Wolf et al., 1993).

Las hojas de Zn también se han observado por microscopia electrénica a baja
resolucion (15 A, Baker y Amos, 1978) v su estructura se ha comparado con imagenes de
microtubulos naturales (Hirose et al., 1997) encontrando que los protofilamentos tienen la
misma estructura en ambos polimeros. Wolf et ¢l. (1996) también compararon la estructura
de los protofilamentos en hojas de Zn y en microtibulos por tres procedimientos diferentes:
superpusieron su modelo de tubulina obtenido a partir de cristalografia de electrones sobre
hojas de Zn con una reconstruccion helicoidal de imagenes de microtiibulos obtenidas por
criomicroscopia electronica (Kikkawa ef al., 1995); comparando datos de difraccién de
electrones de haces de microtiibulos estabilizados con taxol y embebidos en hielo con datos
de difraccion de hojas de Zn; y correlacionando los protofilamentos de hojas de Zn con los
protofilamentos obtenidos a partir de una reconstruccion de microtibulos de axonemas
abiertos de Chiamydomonas. Estas comparaciones muestran que la estructura secundaria de
latubulina y la organizacién general de los protofilamentos es la misma en microtibulos y en
hojas de Zn. Sin embargo, la superposicion de imagenes de reconstrucciones helicoidales de
microtibulos con el modelo de tubulina en hojas de Zn muestra que ¢l grosor del
protofilamento es menor en hojas de Zn que en microtibulos (50 A frente a 60 A). Una
explicacién a esta diferencia podria ser que la conformacién de la tubulina en los
protofilamentos de hojas de Zn es mas compacta. Este cambio en la conformacion molecular
puede ser debido a la unién del Zn, o bien a que los contactos inter-fitamentos son diferentes.
Estos contactos laterales en las hojas de Zn, donde los protofilamentos s¢ alinean de forma
antiparalela, pueden ser diferentes a los de los microtubulos, en los que los protofilamentos
adyacentes son paralelos.

Estas hojas de Zn se han empleado para obtener cristales bidimensionales de tubulina

apropiados para tratar por cristalografia de electrones. A partir de estos cristales se ha obtenido
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un modelo tridimensional de la tubulina a alta resolucion (hasta 3.7 A; Wolfet al., 1993,1996;
Nogales et al., 1995; Nogales et al., 1998).

1.6.- Dinamica de microtiibulos.

Cuando la tubulina se encuentra por encima de una determinada concentracion,
denominada concentracion critica (Oosawa y Aakura, 1975}, y en condiciones apropiadas de
composicion del medio y temperatura, ensambla reversiblemente en microtubulos (Desal y
Mitchison, 1997). Esta concentracion critica (Cr) depende de las condiciones de la disolucion
en que se encuentre la proteina (Lee y Timasheff, 1977). Durante ¢! proceso de ensamblaje,
el GTP unido a la subunidad f§ se hidroliza a GDP. Una vez unida la tubulina al polimero, el
GDP unido al microtiibulo no se intercambia con el GTP en solucidén (Weisenberg et al.,
1976).

1.6.1.- Ensamblaje de microtibulos.

La polimerizacién de tubulina en microtibulos presenta dos fases: una fase de
nucleaciéon, en que la tubulina se asocia en forma lineal para formar nicleos de
polimerizacion, y una fase de elongacion o crecimiento del polimero, en que las subunidades
se asoctan a los microtibulos crecientes en forma cooperativa {Andreu y Timasheff, 1986).
En la fase de nucleacion las subunidades se van adictonando unas sobre otras, de forma que
solo se establece un contacto intersubunidades. Las reacciones que tienen lugar son del tipo:

R+Ro P
B+Reo R
(1.1)

E,+tRe F

Donde n es el nimero de subunidades en el nticleo de polimerizacidn. La constante de

asoclacion para cada paso (K) sera:
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(2] ,
5= Tee 42

Siendo los valores de K para cada paso idénticos y pequefios.
En la fase de crecimiento la adicion de cada subunidad tiene lugar de forma

cooperativa, ¢ implica la formacién de contactos laterales con una o méas subunidades en el

polimero.
P+Po P,
(1.3)
R’H-_)‘ + P © P+j+1
La constante de equilibrio para cada paso (K,) sera
[P, ;1]
K = 2t (1.4)

£ [P, ]IP]

Siendo los valores de K, idénticos para cada paso y grandes en comparacion con K.
En condiciones de polimerizacion, K, es mucho mayor que K, y 1a constante de

clongacion aparente de los microtibulos (K, ..) se puede igualar a K. La tubulina ensambla

app
en microtdbulos hasta que se alcanza un equilibrio en el que la concentracién de proteina
soluble es igual a la concentracidn critica, y la concentracién de polimero es igual a la
concentracion total de tubulina menos la concentracion critica. Oosawa et af. (1975) mostraron
que, con bastante aproximacidn, la concentracidn critica es igual a la inversa de la constante

aparente de elongacion. Esta aproximacion es completamente rigurosa cuando se ensamblan

microtiubulos a partir de GDP tubulina (Diaz y Andreu, 1993).
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1.6.2.- Inestabilidad dinamica.

Los microtibulos polimerizados a partir de GTP tubulina no estan realmente en
equilibrio, sino que se encuentran en estado estacionario creciendo y decreciendo
estocasticamente en una situacién conocida como “inestabilidad dindmica” (Mitchison y
Kirschner, 1984b), consumiendo continuamente energia en forma de hidrdlisis del GTP de las
subunidades que se van adicionando al microtubulo. Este comportamiento se ha observado
tanto in vivo como in vitro (Kirschner y Mitchison, 1986; Mandelkow y Mandelkow, 1992;
Cassimeris, 1993; McNally, 1996; Desai y Mitchison, 1997). Los microtiibulos alternan entre
fases de crecimiento lento y despolimerizacion rapida (o “catastrofe’). Los microtubulos en
fase de catastrofe pueden volver a fase de crecimiento en un proceso denominado “rescate”.
La frecuencia de alternancia entre estas fases es diferente en los dos extremos del microtibulo,
siendo la tasa neta de elongacion mayor en el extremo (+) (Walker er al., 1988).
Recientemente, se ha propuesto la existencia de un intermedio cinético metaestable entre los

estados de elongacién y decrecimiento (Tran et al., 1997).

1.6.3.- “GTP-cap.”

El comportamiento dindmico de los microtubulos esta regulado por la hidrolisis del
GTP. Hemos visto como tras la incorporacién de la tubulina al microtibulo, el GTP se
hidroliza irreversiblemente a GDP, de forma que las subunidades quedan incorporadas al
polimero en forma de GDP-tubulina. Sin embargo, la hidrohisis del GTP no es necesana para
el ensamblaje de los microtibulos, aunque si para generar un polimero dindmico: los
microtibulos ensamblados en presencia de analogos del GTP que no se hidrolizan tras la
unién de la tubulina al polimero, como el GMPCPP (metilén difosfato de guanosina) son
capaces de ensamblar, pero no muestran inestabilidad dinamica (Caplow, 1992; Hyman et al.,
1992; Caplow et al., 1994a).

La explicacion mas razonable a este fendmeno es que la hidrdlisis del GTP y la
incorporaciéon de monodmeros al microtdbulo estan sujetas a regulacion diferente: en

condiciones de ensamblaje, la tasa de hidrolisis es mas lenta que la tasa de unién de tubulina
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(Hill y Carlier, 1989), de forma que los polimeros en crecimiento presentan una capa de
subunidades de GTP tubulina en sus extremos. Esta capa recibe el nombre de “GTP-cap”. Los
microtubulos contindan creciendo mientras tengan una “GTP-cap” en sus extremos. En el
momento en que ésta desaparece, entran en fase de catastrofe. Aunque éste es el modelo mas
razonable, todavia no se ha detectado la presencia de GTP tubulina en los extremos del
microtibulo, y el tamafio de la “GTP-cap” se desconoce. Se ha propuesto que una monocapa
de GTP tubulina seria suficiente para estabilizar los microtubulos (Drechsel y Kirschner,
1994; Chrétien et al., 1995; Caplow y Shanks, 1996).

Para explicar este comportamiento, y las diferentes propiedades mecanicas que
presentan los microtiibulos ensamblados con nucleotidos lentamente hidrolizables (Vale ef al.,
1994; Hyman et al., 1995) se ha propuesto un modelo en el que el dimero de tubulina existe
en equilibrio entre dos conformaciones: una “rigida”, inducida por la presencia de GTP en el
sitio E, que es la forma activa de [a tubulina, y por tanto favorable a la polimenzacién en
microtibulos, y una “curvada” inactiva inducida por la hidrélisis del nucleotido, favorable a
la catastrofe (Melki et al., 1989, 1990; Diaz et al., 1994, Barbier et al., 1998). La GDP-
tubulina en el interior del microtdbulo se mantiene en conformacién préxima a la rigida
gracias a la fuerza de los contactos laterales entre los protofilamentos (Chrétien et al., 1998).
La hidrélisis del nucleotido en la “GTP-cap” haria que se debilitaran estos enlaces
mterfilamentos y que el microtubulo comenzara a depolimerizar (Drechsel y Kirschner, 1994).
Se ha observado por microscopia electrénica que los protofilamentos de microtiibulos en fase
de catastrofe se despegan en forma curvada (Mandelkow et al., 1991), lo que parece ser
mndicador de una conformacion curvada de la GDP-tubulina. Sin embargo, se ha propuesto
recientemente que esta curvatura de los protofilamentos despegéndose del microtiubulo puede
ser debida simplemente a un cambio en la fuerza de los enlaces laterales interfilamentos, mas

que a un cambio en la estructura de la tubulina (Janosi ef al., 1998).

1.6.4.- Inestabilidad dinamica de microtibulos celulares.

Los microtubulos celulares son mucho mas dindmicos que los microtibulos obtenidos

in vitro (Simon et al., 1992). Esto es debido a que la célula utiliza la inestabilidad dinamica
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Figura 1.5.- Generaciéon de fuerzas en el
citoplasma por la inestabilidad dinamica de los
microtibulos, a y b, microtdbulos con el extremo
{(+) libre en fases de crecimiento y catisirofe,
respectivamente. ¢ y d, microtibulos anclados a {a
membrana que utilizan la fuerza de crecimiento o
decrecimiento para deformar la misma o para
mover el centrosmoma. e, f, microtiibulos con el
extremo positivo anclado a organulos
citoplasmaticos. g, h, 1 microtubulos
interaccionando con el cinetocoro y el centrosoma,
utilizando la inestabilidad dindmica para mover el
cromosoma. i, microtibulos que se entrecruzan via
motores y utilizan la fuerza de elongacién para
separar los centrosomas y formar ¢l huso mitético.
k, microtibulo empujando un brazo del cromosoma
lejos del centro de la célula. Figura tomada de
Inoué (1997).

para el movimiento de organulos en el
citoplasma y para la organizacion celular
durante la mitosis, en la que juega un papel
esencial (Jordan et al., 1996): durante la
prometafase, la célula genera miles de
microtibulos por minuto a partir del
centrosoma. Cada microtubulo crece durante
un periodo de tiempo hasta entrar en fase de
catastrofe. Se piensa que la célula usa esta
generacion al azar de polimeros para explorar
distintas configuraciones, algunas de
las cuales se estabilizan via interaccion con
los cinetocoros de los cromosomas, 0 con
motores, 0 con otros microtubulos, hasta
formar el huso mitético (Inoué¢ y Salmon,
1995; Inoué, 1997). Durante la metafase, los
cromosomas unidos a los microtibulos
oscilan entorno la region ecuatorial del huso,
en concierto con crecimientos y
decrecimientos de los microtibulos, mientras
la tubulina

que se va afiadiendo

continuamente a los extremos de los

microtubulos unidos a los cromosomas al

mismo tiempo que se pierde de los extremos de los microtibulos unidos al centrosoma.

Durante la anafase, los microtubulos unidos a los cromosomas decrecen, al mismo tiempo que

otros microtiibulos en la zona media del huso crecen.

En la figura 1.5 se muestra la forma en la que la inestabilidad dinamica de los

microtibulos se traduce en la generacion de fuerzas en el interior de la célula para posicionar

organulos citoplasmaticos y para el movimiento de los cromosomas y la deformacién de la

célula durante la mitosis.
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1.6.5.- Regulacion de la inestabilidad dinamica.

La participacion directa de la inestabilidad dindmica en la formacién del huso mité6tico
implica que debe estar sometida a multiples factores de regulacion, entre los que destacamos
los siguientes:

- Interaccion con MAPs: los microtibulos celulares estan estabilizados por MAPs
durante la interfase (Hyman y Karsenti, 1996; MacNally, 1996). Cuando las MAPs estan
unidas a los microtibulos, la fase de rescate es mas frecuente que la fase de catéstrofe, y los
microtubulos crecen continuamente desde el centrosoma. Esta modulacion de la inestabilidad
dinamica esta regulada por fosforilacidn: en la entrada en mitosis, las MAPs se fosforilan, con
lo que disminuye su afinidad por los microtibulos (Ttoh et al., 1997), y €stos se vuelven mas
dinamicos. Las proteinquinasas mas frecuentemente implicadas en la fosforilacion de las
MAPs son el MPF, o factor promotor de la metafase, que es la forma activa del complejo
p34°*¥/ciclina B (Ookata et al., 1997) y las MARKS, o quinasas reguladoras de la afinidad por
los microtibulos (Drewes ef al., 1998).

- Interaccién con el cinetocoro: cuando varios microtubulos que crecen desde el
centrosoma son capturados por un cinetocoro, forman las fibras del cinetocoro, que son los
microtubulos mas estables del huso mitético (Mitchison ef al., 1986). Esta estabilizacioén no
se produce por supresién de la fase de catéastrofe, sino porque el cinetocoro impide que se
separen los microtibulos unidos a él.

En la interaccidn de los microtiubulos con el cinetocoro reside también el punto de
control de la mitosis (Wells, 1996; Rieder y Salmon, 1998). En profase y prometafase, hay una
serie de proteinas (proteinas MAD -mitosis arrest deficient- y proteinas BUB -budding
uninhibited by benzimidazol-) que se localizan en el cinetocoro (Li et al., 1996; Rudner y
Murray, 1996; Straight, 1997). La union correcta de los microtiibulos al mismo hace que estas
proteinas se separen € inicien una serie de sefiales (entre ellas inactivacién del MPF) que
conducen al inicio de la anafase. Si se detectan defectos en ésta unidn, el ciclo celular se
detiene en metafase y la célula no continda dividiéndose hasta que el defecto se corrige.

- Proteinas reguladoras, descritas en el apartado 3.3 de esta Introduccion.
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1.7.- Taxol.

Por su papel fundamental en la formacion del huso mitético, los microtibulos son el
blanco de numerosas drogas antimitoticas (Wilson y Jordan, 1994; Jordan y Wilson, 1998;
Rowinski y Donehower, 1991). Se conocen numerosas drogas que inhiben la polimerizacion
y desensamblan microtiibulos, como la colchicina (Hastie, 1990}, la podofilotoxina (Cortese,
1977} y la vinblastina (Toso et al., 1993).

Eltaxol (Horwitz, 1992; Kingston, 1994) difiere de Jas anteriores en que su mecanismo
de accidn es promover y aumentar el ensamblaje de los microtubulos. Tiene la propiedad de
ensamblar la tubulina en su forma inactiva (“GDP-tubulina”; Diaz y Andreu, 1993) y de
suprimir la inestabilidad dinamica de los microtibulos a concentraciones subestequiométricas
(Derry et al, 1995). Los microtibulos ensamblados con taxol presentan propiedades
caracteristicas: tienen como promedio un protofilamento menos que los ensamblados con
glicerol, con MAPs o con el analogo mas soluble del taxol docetaxel (Andreu et al., 1992,
1994). Ademas, el taxol induce un alargamiento del espaciado entre mondmeros de tubulina
alo largo del protofilamento similar al observado en microtitbulos ensamblados con analogos
no hidrolizables de GTP (Arnal y Wade 1995) y modifica la flexibilidad de los microtubulos
(Venier et al., 1994; Mickey y Howard, 1995). Su mecanismo de accidon molecular parece ser
estabilizar los microtubulos mediante modificacidén de contactos laterales entre filamentos y
cambio de conformacion de la tubulina de forma “curvada” (ia que adopta cuando esta en
forma de GDP tubulina) a “rigida” (Diaz ef al., 1993, 1996; Downing y Nogales, 1998b).

El mecansimo de accion de taxol a nivel celular a altas concentraciones es bloquear
la mitosis celular aumentando la cantidad de microtuibulos y formando estructuras aberrantes,
como haces densos de microtiibulos y asteres (Rowinsky et al., 1988; Roberts et al., 1989).
A bajas concentraciones de la droga, el huso mitético que se forma es aparentemente normal,
pero la supresion de la inestabilidad dindmica es suficiente para que la maquinaria del punto
de control de la mitosis {ver apartado 6.5 de esta Introduccidn) detecte que el huso no ha sido
apropiadamente formado y detenga el ciclo celular en metafase (Jordan ef al, 1993; Rieder et
al., 1995). Este bloqueo mitético condiciona una salida anormal de la mitosis en un estado

similar a la interfase en la que no ha habido citoquinesis, lo cual parece ser suficiente para
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inhibir posteriores proliferaciones celulares e inducir muerte celular por apoptosis (Jordan ez
al., 1996). Sin embargo, no hay que descartar otros efectos posiblemente implicados en la
muerte cejular por taxol (Parckh y Simpkins, 1997; Torres y Horwitz, 1998).

Actualmente se usa para el tratamiento del cincer de mama (Hortobagyi et al., 1994;
D’Andrea y Seidman, 1997) y de ovario (Gore y Thompson, 1995; Markman et al., 1997),
aunque ha demostrado tener efecto sobre otros tipos de cancer (Rowinski, 1994; Spencer y

Faulds, 1994; Aisner y Cortes-Funes, 1997; Bunn, 1597).

1.7.1.-Estructura quimica y obtencion

La molécula de taxol (PM=739 Da.) esta constituda por un nucleo de taxano (ver
figura 1.6) y la cadena lateral unida a la posicion 13 del anillo. El taxol se obtuvo en principio
de la corteza del tejo del pacifico (Taxus brevifolia, Wani et al., 1971). Sin embargo, esta
fuente tenia dos graves inconvenientes: el bajo rendimiento de la extraccion, y que ¢l proceso
significaba la muerte del arbol. Actualmente, el taxol se obtiene por semisintesis (Denis et al,
1990; Kingston, 1991) a partir de la 10 deacetilbacatina I1I (ver figura 1.6}, precursor del taxol
que se extrae de las hojas del tejo europeo (Taxus baccata), que al contrarno que la corteza son
una fuente renovable de extraccion. Recientemente se ha logrado la sintesis completa del taxol
(Nicolaou ef al., 1994; Horwitz, 1994), aunque no parece probable que vaya a contribuir
significativamente a la produccién de taxol, ya que la semisintesis resulta mucho mas
econdomica.

La molécula de taxol se ha caracterizado exhaustivamente, y actualmente se dispone
de bastante informacidn acerca de qué sustituyentes de la molécula son esenciales para su
actividad y cuales pueden sustituirse (Kingston, 1991,1994). En la figura 1.6 se sumarizan las
relaciones estructura/actividad de los grupos mas importantes. Como se observa, todas las
sustituciones en la parte “sur” de la molécula tienen efectos importantes en su actividad, por
lo que esta region parece ser el sitio de unidn del taxol a la tubulina. Sin embargo, las
varlaciones estructurales en la parte “‘norte” no afectan significativamente a la actividad del

taxol.
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Figura 1.6.- Estructura-actividad del taxol. La molécula de 10 deacetil-baccatina esta constituida por el
anillo de taxano conun hidroxilo en la posicién 13. El docetaxel presenta un grupo N-tercbutoxicarbonilo
en lugar del grupo N-benzoilo del taxol, y carece del grupo 10 acetato. Tomada de Kingston, (1994).

1.7.2.- Sitio de unidn del taxol en la molécula de tubulina.

Fl taxol se une a la subunidad beta de la tubulina. Se ha visto que derivados
radioactivos de taxol fotomarcan los fragmentos de la subunidad beta de la tubulina B(1-31),
(Rao et al., 1994) v B(217-231) (Rao et al., 1995). Nogales et al. (1995) mediante
cristalografia de electrones sobre hojas de Zn, situaron ¢l taxol cerca de la superficie de
contacto entre protofilamentos, pero lejos de los contactos inter-mondmeros, lo que esta de
acuerdo con la hipdtesis de que el taxol estabiliza los microtitbulos por estabilizacion de los
contactos inter-protofilamentos (Diaz et al., 1993). En el modelo de estructura tridimensional
de la tubulina (Nogales et al., 1998) se observa que los anillos del carbono 3' del taxol se
encuentra cerca del final de una a-hélice en el dominio N terminal de la tubulina, y el grupo
benzoxi del carbono 2 en un giro que se encuentra entre dos hélices en ¢l dominio intermedio
con la tubulina, entre los residuos f(212-222). Ambas observaciones coinciden con los
resultados obtenidos por fotomarcaje (Rao et al., 1994;1995). El anillo de taxano se sitia en

un giro entre una lamina B y una ¢-hélice, también en ¢l dominio intermedio de la tubulina
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(ver figura 1.1). Este sitio de unién se encuentra situado hacia la parte interior o lumen del

microtibulo (Downing y Nogales, 1998b).

1.7.3.- Otras drogas estabilizadoras de microtubulos.

Recientemente se han descrito nuevos compuestos que, a pesar de su pequefia
semejanza estructural, se comportan de forma similar al taxol, es decir, estabilizan y
promueven el ensamblaje de microtibulos (Cowden y Paterson, 1997). Los macrélidos
epotilona A y epotilona B, de la bacteria Sorangium cellulosum (Kowalski ef al., 1997) y la
discodermolida, obtenida de la esponja marina Discodermia dissoluta (ter Harr et al., 1996)
arrestan el ciclo celular en mitosis, forman haces densos de microtiabulos en la célula y
estabilizan e inducen la polimerizacion de la tubulina.

Las epotilonas inhiben competitivamente la union de taxol a los microtitbulos
{Kowalski er al., 1997), lo que parece indicar que sus sitios de unidn a la tubulina son el

mismo o bien interaccionan con el del taxol.

1.7.4.- Taxoides fluorescentes.

A pesar de todos los estudios que se han realizado sobre el taxol, el mecanismo preciso
por el cual se une y estabiliza a los microtubulos permanece desconocido. Una estrategia
valida para el estudio de la interaccion de la droga con la tubulina seria preparar analogos del
taxol con una sonda covalentemente unida que se excitara en un rango espectral distinto al de
la tubulina y el taxol. Esto permitiria detectar cambios espectroscopicos en la droga tras su
union a su sitio en los microtubulos. Ademas, si estos derivados fueran capaces de atravesar
la membrana citoplasmatica, permitirian visualizar microfibulos celulares y localizar los
blancos de la droga.

Con esta finalidad, se sintetizaron una serie de derivados fluorescentes del taxol (Souto
et al., 1995) obtenidos mediante conjugacion del grupo amino libre del 7-O-(L-alanil)taxol
con moléculas fluorescentes. En el presente trabajo se caracterizan funcionalmente estas

sondas fluorescentes, y se evalia su utilidad como sondas del sitio de unién del taxol.

25



1.-Introduccién,

En la figura 1.7 se muestra la superposicién de tres moléculas de uno de los taxoides
empleados en este trabajo (Flutax, en el gue sobre la posicién 7 de taxol se ha afiadido una
molécula de fluoresceina, ver Materiales y Métodos apartado 3.2). Se observa como el nticleo
de taxol presenta una conformacién definida, mientras que la fluoresceina puede adoptar

diferentes orientaciones con respecto al esqueleto principal de la molécula.

Figura 1.7.- Representacion de estructura tridimensional de Flutax (7-O-[N-(Fluorescein-4'-carbonil)-
L-alanil]taxol) a partir del andlisis de los datos de RMN (Jiménez-Barbero ef al., 1998).
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OBJETIVOS

Los objetivos planteados durante el desarrollo de esta tesis han sido:

- Estudiar la capacidad de promover ¢l ensamblaje de los microtubulos de los taxoides
fluorescentes en comparacion con la del taxol, y comprobar si la introduccién de las moléculas

fluorescentes afecta significativamente a la actividad del taxol.

- Estudiar posibles cambios espectroscopicos que pudieran aparecer en las moléculas
fluorescentes tras la unidén de los derivados a su sitio en el microtibulo, para evaluar su

capacidad de actuar como sonda fluorescente del sitio al que se unen.

- Analizar los posibles cambios que pudieran ocurrir en la estructura de los microtibulos
ensamblados con los derivados fluorescentes de taxol, para comprobar si la molécula

fluorescente interacclona con el microtubulo.

- Evaluar la utilidad de los derivados fluorescentes para visualizar microtiibulos obtenidos in
vitro, tanto inducidos por taxoide como polimerizados previamente a la adicion del mismo,

para comprobar su utilidad para tefiir el citoesqueleto de las células.

- Medir la uni6én a microtibulos preformados de los taxoides, para comprobar si el sitio de
union de los taxoides fluorescentes es el mismo del taxol y establecer un orden de afinidad de

los derivados por dicho sitio.

- Medir posibles interacciones que pudieran ocurrir entre los derivados fluorescentes y la

tubulina no ensamblada, y compararlas con las que ocurren con los microtibulos.
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2 -Materiales y Métodos

2.1.- Proteinas.

La tubulina se purificé segun el método de Weisemberg con modificaciones
(Weisemberg et al, 1968, Andreu et al., 1984) y se almacend en N, liquido hasta su uso. La

concentracion de tubulina se determiné espectrofotométricamente usando un coeficiente de

extincion en tampén fosfato 10 mM, SDS 1%, pH 7.0 de €,,; = 107000 M cm™ (Andreu e

al, 1984).

La proteina microtubular (MTP)
b C o i se prepar6 como se describe en de Pereda
CMAP 2 gt al. (1995), almacenandose en N,
liquido como sedimentos de
116000 microtibulos. Su concentracién se
ariod determiné empleando el meétodo de
66000 Bradford (Bradford, 1976), usando BSA
E;EEE}:L‘: (albimina de suero bovino) como
45000 estandar, y empleando un factor de
rendimiento ceolorimétrico

29080

BSA/tubulina=1.2 (de Pereda er al,
1995).

La proporcion de tubulina en la

MTP se determind por SDS-PAGE

Figura 2.1.- SDS-PAGE 7% actilamida de 5 pg de  (L-Aemmii, 1970) con modificaciones

tubulina (calle b) y de MTP (calle ¢). Estdandares de peso

molecular (calle a) de SIGMA., (Best et al., 1981) empleando geles de

acrilamida al 7% a pH 8.5. Las bandas de
proteina se tifieron con azul Coomassie (de la Vifia ef al., 1988). Se cuantificaron a partir de
densitometrados de geles con el programa Scion Image (National Institute of Health,
Bethesda, Maryland, USA). La proporcién de tubulina en 1la MTP resulté ser de un 81% (ver

figura 2.1), mientras que la tubulina es 98% hemogénea segiin este procedimiento.
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2.2.- Nucleotidos v otros materiales.

El GTP (sal de litio) fue de Boehringer. El GDP (sal sédica, GTP indetectable por
HPLC) fue de Sigma (n° catilogo G 8012). Las concentraciones de nucleotido se determinaron
mediante medida de absorcién en HCIO, 0.5 M, usando un coeficiente de extincion a pH ~1
de 12400 M cm™' (Correia ef a/, 1987). E1 SDS fue de BioRad. El sephadex G-25 medium
fue de Pharmacia. El metanol (grado HPLC), etanol, DMSO, TFA, glicerol, NaH,PO,,
Na,HPO,; y MgCl,, fueron de Merck grado analitico. El acetonitrilo (grado HPLC) fue de
Scharlau. La BSA, la ovoalbtimina, ¢l EGTA, el MES y el PIPES fueron de Sigma. El EDTA
fue de Fluka.

2.3.- Taxoides.
2.3.1.- Taxol, ['H]taxol y Docetaxel.

El taxol fue de Bristol-Myers-Squibb, Pinceton, N. J., el propietario de la marca
registrada. El docetaxel fue de Rhone-Poulenc Rorer, Antony, Francia. Ambos ligandos fueron

almacenados disueltos en DMSO a -20° C, y su concentracién fue determinada

espectrofotométricamente usando coeficientes de extincién de €,,,= 1700 M cm™' enmetanol

para el taxol (Wani et al, 1971) y £,,, = 936 M cm”' en etanol para el docetaxel (Diaz y

Andreu, 1993). E1 [*H] taxol (actividad especifica 2.29 x 10" Bq mol” ) fue un regalo de los
Drs. I. Ringel, The Hebrew University (Jerusalén) y S. B. Horwitz, Albert Einstein College
of Medicine (Bronx, N. Y.) y fue almacenado en metanol a una concentracion de 0.16 mM a
-70° C . Se tomo una alicuota y se diluy6 en taxol frio hasta una actividad especificade 1.15

x 10" Bq mol™, y se almacend a -20° C hasta su uso.
2.3.2.- Taxoides fluorescentes.

El Flutax (7-O-[N-(Fluorescein-4'-carbonil)-L-alaniljtaxol, PM=1282 Da), el 2 acetil
Flutax (2'-O-acetil-7-O-[N-(Fluorescein-4'-carbonil)-L-alanilJtaxol, PM=1325 Da), el
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HexaFlutax (7-O-[N-(Fluorescein-4'-carboxamido-n-hexanoil}-L-alanil]taxol, PM=1396 Da),
el Flutax 2 (7-O-[N-(2,7-Difluorofluorescein-4'-carbonil)-L-alanil]-taxol, PM=1319 Da), ¢l
Flutax 3 (7-O-[N-(2,7-Difluorosulfofluorescein-4'-carbonil)-L-alanilJtaxol, PM=1355 Da), el
Rotax (7-O-[N-(tetrametilrodamin-4'-carbonil)-L-alanil]taxol, PM=1337 Da), el X-Rotax (7-
O-|N-(X-rodamin-4'-carbonil)-L-alanilJtaxol, PM=1442 Da) y ¢l a-SulfoRotax (7-O-[N-
(sulforodamin-4'-sulfonil)-L-alanil]taxol, PM=1466 Da) (ver figura 2.2) fueron sintetizados
por el Dr. André A. Souto segun se describe para el Flutax en Souto et al., (1995), usando los
fluoroforos correspondientes de Molecular Probes. El 3-SulfoRotax (7-O-[N-(sulforodamin-
4'-sulfonil)-B-alaniltaxol, PM=1487 Da) fue amablemente cedido por el Dr. K. C. Nicolaou.

La pureza de los taxoides se determiné mediante HPLC de fase reversa en columnas
C-4 (Rotax, X-Rotax, a- y B-SulfoRotax) y C-18 (taxol, Flutax, 2' acetil Flutax, HexaFlutax,
Flutax 2 y Flutax 3) mediante un gradiente del 20 al 80% de acetonitrilo en agua -0.05% de
TFA- durante 60 minutos, monitorizado a 228 y a 325 nm. Se utilizé6 un equipo de
cromatografia LC-10AD de Shimazdu con columnas C-18 de Supelco y C-4 de Vydac. Este
sistema de cromatografia permite resolver la mayoria de los taxoides empleados en éste
trabajo, como se muestra en la figura 2.3, Las purezas determinadas a 228 nm fueron de un
91% para el Flutax (0.3% de taxol), 89% para el 2' acetil Flutax (taxol indetectable, 0.8% de
Flutax}, 94% para el Flutax 2 (0.2% de taxol), 94% para el Flutax 3 (taxol indetectable),
97.7% para el HexaFlutax (taxol indetectable), 95 % para el Rotax (taxol indetectable), 98%
para el X-Rotax, 86.4% para el o SulfoRotax (taxol indetectable) y 98% para el B-SulfoRotax.
Se observo que aumentaba el contenido de taxol en el Flutax aproximadamente un 1% por afio
de almacenamiento en DMSO a - 20° C, Tanto la fluoresceina como la fluoresceina alanina
s¢ resuelven por este sistema de cromatografia, no encontrandose en ninguno de los
cromatogramas analizados, por lo que el contenido maximo de impurezas fluorescentes
presentes se estimo en un 0.2%.

Los coeficientes practicos de extincidon molar que se determinaron por dilucion

gravimétrica en tampén fosfato 50 mM pH 7.0 con un 0.5% de SDS fueron de €,,, =23100
£500M"' cm! (Flutax), €,5; = 16600 + 600 M' cm™'(2'"-acetil Flutax), €5, = 24200 £ 600 M’

cm’' (HexaFlutax), €,,, = 49100+ 1100 M cm™' (Flutax 2), €., = 55500 £ 2000 M cm’!
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Figura 2.2.- Estructura quimica de los taxoides empleados en este trabajo. El 2 acetil Flutax es igual al Flutax,
salvo que con la posicion 2’ del taxol acetilada. El docetaxe] presenta el mismo anillo de taxano del taxol, salvo

que con un grupo N-tercbutoxicarbonilo en tugar del grupo N-benzoilo, y carece del grupo 10 acetato.
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Figura 2.3.- HPLC de taxoides en un gradiente del 50 al 70% de acetonitrilo en H,O -
0.05% TFA- en 20 minutos mas 5 minutos mas al 70%, monitorizado a 228 nm, en columna
C-18 de Supelco. 1, Flutax 3 12.5 uM. 2, docetaxel 30 pM. 3, taxol, 10.8 uM, 4, Flutax 7.5
uM. 5, Flutax 2 12.5 pM. 6, 2' acetil Flutax, 12.5 pM. El volumen de inyeccion fue en
todos los casos de 20 pL.

(Flutax 3). Para el Rotax (maximo absorcion 555 nm), X-Rotax (580 nm), y a- y B-

SulfoRotax (575 nm) se usé un coeficiente de extincién en el maximo de 80000 M~ ecm’'.

2.3.3.- Solubilidad de los taxoides fluorescentes.

La solubilidad aparente de los taxoides se determiné mediante ultracentrifugacion de
alicuotas de 0.2 mL en un rotor TL100 a 50000 rpm (100000 g) durante 10 minutos a 25° C,
y midiendo espectrofotométricamente la concentracién en la parte de arriba y de abajo del
tubo después de diluir en tampdn fosfato 50 mM pH 7.0 con SDS 0.5%.

La solubilidad de los taxoides en los que el fluoréforo es la fluoresceina estd

33



2.-Materiales v Métodos

relacionada con el estado de ionizacidn de esta molécula. En nuestras condiciones de trabajo,
la fluoresceina se encuentra en equilibrio entre las formas monoanidnica y dianiénica de la
molécula (Diehl y Horchak-Morris, 1987, ver apartado 3.5 de Materiales y Métodos). La
forma monoanidnica es insoluble, mientras que la forma dianidnica es soluble. Por tanto la
concentraciéon de Flutax, HexaFlutax, y 2' acetil Flutax que permanece disuelto esta
condicionada por la proporcion de forma monoanidnica en la solucion. Esta, a su vez, depende
del pH, de la concentracién de taxoide y de la presencia de Mg®™ en el medio. Todo esto hace
que sea muy dificil determinar una solubilidad del Flutax, por lo que nos referimos siempre
a concentracion de taxoide en el sobrenadante tras 10 minutos de centrifugacién a 100000 g.

En la practica el Flutax y el 2" acetil Flutax son completamente solubles hasta 200 pM
en tampon acuoso a pH por encima de 8.5. En tampon PEDTA pH 7.0 un 85% del Flutax
permanece en el sobrenadante tras 10 minutos de centrifugacion a 100000g. El Mg** yel la
disminucion del pH disminuyen la concentracion de Flutax que permanece en el sobrenadante,
de modo que en PEMG pH 6.6 la maxima concentracién de taxoide en el sobrenadante a
concentraciones totales de hasta 100 pM de Flutax fue 20 uM. La presencia de tubulina y el
glicerol mejoran la solubilidad aparente del Flutax. En tampoén con PIPES 100 mM, glicerol
3.4 M, EGTA 1 mM, MgCl, 1 mM, GTP 1 mM pH 6.5, entorno al 12% del Flutax total
precipita, hasta una concentracién total de Flutax de 12 uM. En el mismo tampén sin glicerol
a pH 6.9, el porcentaje de Flutax que permanece en el sobrenadante varia de forma
dependiente de concentracion del 50 al 30%.

El HexaFlutax también presenta una solubilidad limitada en tampones acuosos, si bien
la dependencia de concentracién, del pH y de la presencia de Mg** son mayores que en el caso
del Flutax. En PEMG a pH 6.6, la solubilidad maxima alcanzada fue de 10 yM. ApH 7.0,y
a 20 pM de HexaFlutax, aproximadamente 15 pM permanece en ¢l sobrenadante tras 10
minutos de cenfrifugacion a 100000 g en ausencia de MgCl, 7 mM.

Para solventar los problemas debidos al estado de ionizacion de Flutax se sintetizaron
derivados de taxol en los que se sustituy¢ la fluoresceina por un analogo de esta molécula con
dos atomos de F en las posiciones 2 y 7 (Oregén green 488, siendo el taxoide resultante el
Flutax 2) y por €l mismo derivado difluorado con un grupo sulfénico en lugar del grupo

carbonilo (Oregon green 500, Flutax 3). El pKa del dianion de estos croméforos (4.3 para el
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Oregén green 488 -Handbook of Fluorescent Probes and Research Chemicals, Molecular
Probes, 1998-) es mucho mas bajo que el pH habitual de trabajo, por lo que ambos derivados
de taxol son completamente solubles en el rango de pH de 6.6 a 7.0 (= 200 pM). Ademas,
estos cromoforos son mas fotoestables que la fluoresceina, por lo que los derivados de taxol
obtenidos resultan mas indicados para visualizar microtubulos.

El Rotax y el X-Rotax sélo son aparentemente solubles hasta un méximo de 1 uM en
presencia de tubulina y en tampon PIPES 100 mM pH 6.5, glicerol 3.4 M, GTP 1 mM, EGTA
I mM, MgCl, 1 mM. Del a- y B-SulfoRotax sélo se consiguié un maximo de 0.14 uM de
taxoide en el sobrenadante partiendo de hasta 1 pM de taxoide total.

De forma similar al taxol (Song et al, 1996), todos estos taxoides se adsorben
parcialmente al recipiente que los contiene, ya sea plastico, vidrio o cnarzo. En ausencia de
SDS en el tampdn, de un 15 a un 25% de Flutax o Flutax 2 entre 2 y 20 pM queda adsorbido
en Jas paredes de una cubeta de cuarzo. La presencia de tubulina en la solucidén evita esta
adsorcidn. En ¢l caso del Rotax, en tampon PIPES 100 mM pH 6.5, glicerol 3.4 M, Mg(Cl, 1
mM, GTP 1 mM, EGTA 1 mM, y en presencia de MTP 0.15 mg/mL, aproximadamente la
mitad del taxoide hasta una concentracién de 1 uM queda adsorbido a las paredes del

recipiente. Medidas puntuales det X-Rotax muestran que se adsorbe de forma similar al Rotax.

2.3.4.- Espectroscopia de absorcion de taxoides fluorescentes.

Los espectros de absorcion se adquirieron en especirofotometros Hitachi U2000 y
Varian Cary 3E termostatizado usando celdas de paso dptico de 0.1, 0.5 y 1.0 cm. Las
concentraciones de taxoide fluorescente se determinaron espectrofotométricamente después
de diluir lamuestra en tampdn fosfato 50 mM pH 7.0 con SDS 0.5%. Los espectros de taxoide
en presencia de tubulina se obtuvieron diluyendo el ligando a una concentracion de 20 uM en
una solucion con tubulina 25 uM equilibrada como se describe en el apartado (4.1) en tampén
PEDTA pH 6.6 0 7.0 con GDP 1 mM, o en el mismo tampén con MgCl, 7mM a 4° C. Los
espectros en presencia de microtdbulos de GDP tubulina se obtuvieron ensamblando la
proteina con el taxoide elegido en tampén PEDTA, GDP 1mM, MgClL, 7mM apH 6.6 0 7.0

como se describe en el apartado (4), y adquiriendo el espectro a 37° C, o bien polimerizando
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microtibulos de MTP en tampén PIPES 100 mM, glicerol 3.4 M, GTP 1 mM, MgCl, 7 mM,
EGTA 1 mM, pH 6.5 a37° C y afiadiendo el taxoide después del ensamblaje. En los espectros
de taxoide en presencia de microtibulos se corrigié la absorcién debida a la dispersion de luz
por extrapolacion doble-logaritmica de turbidez frente a longitud de onda de 600 a 550 nm
(Andreu y Timasheff, 1986). En estos espectros no es posible determinar un coeficiente de

extincién, ya que sélo se pueden

adquirir en un determinado rango de

% concentraciones (el que permite
% & 7 obtener un 90% de proteina
20 - © o0, -
- © ] polimerizada), por lo que se usa un
18| = . .
3 ° LA ] coficiente de absorcion aparente a la
5 ° °
959 18 'E ® concentraciéon de ligando total a la
<
< i | C ey
14|l m o m) o § que se adquirid el espectro.
- - La forma del espectro de
12 - - LI -
absorcion de Flutax en agua es
1.0 T T I TR NS T ST " . .
0 5 10 15 20 25 30 35 dependiente de su concentracion, de
[Flutax] (uM) modo que no se puede establecer un

coeficiente extincion en solucidon

Figura 2.4.- Relacion entre valores de absorcién a 493 nm ya acuosa, Salvo a Concentraciones por
464 nm de Flutax en tampén PEDTA pH 7.0 (O), en el mismo

tampén mas MgCl, 7 mM (@), en PEDTA pH 6.6 () yenel debajo de 2 uM. Ademas, depende
mismo tampon con MgClL, 7 mM (H).

del estado de ionizacion de la

molécula, de forma que se puede
seguir la transicién entre formas moleculares por la relacion entre los valores de absorcion a
distintas longitudes de onda (Diehl, 1989, ver apartado 2.5 de Materiales y Métodos). La
presencia de Mg®" en la solucién cambia la forma del espectro a concentraciones por encima
de 2 pM. Sin embargo, ésta es independiente de la presencia de Ca?' 1 mM. En la figura 2.4
se muestra la relacion entre valores de absorcidén a 493 nm y a 464 nm en funcién de la
concentracion de taxoide en tampon acuoso con y sin MgCl,apH 7.0 y apH 6.6.

La forma de los espectros de absorcion en tampon acuoso de Flutax 2 y de Flutax 3

es independiente de pH en el rango de 6.6 a 7.0, de la concentracion de taxoide (hasta 40 pM)
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y de la presencia de cationes.

2.3.5.- Determinacion espectrofotométrica del equilibrio de iomizacidn de Flutax.

El fluoréforo fluoresceina puede encontrarse en solucion como distintas formas
prototrépicas: forma protonada (H,F1"), neutra (H,F1), monoaniénica (HF1) y dianiénica (FI*),
cada una de las cuales presenta un espectro de absorcion diferente, y siendo los pKa
calculados para cada equilibrio de pK;;n=2.2, pKips=4.2, pK,,=6.3 (Diehl y Markuszewski,
1989; Klonis ef al, 1998). En nuestras condiciones de trabajo, la fluoresceina se encuentra en
equilibrio entre las formas monoaniénica (con el grupo carboxilo ionizado) y dianiénica (con
los grupos carboxilo e hidroxilo ionizados, ver figura 2.2) de la molécula, siendo la forma
dianidnica la que mas contribuye al espectro de emision de la fluoresceina, por presentar
mayor coeficiente de extincidn y mayor rendimiento cuantico (Klonis er al., 1998). Por tanto,

Flutax también experimenta dicho equilibrio:
HFt = FI*  + H (2.1)

Donde HFI es la forma monoaniénica de Flutax y F1* es la forma dianidnica. La

constante acida de ionizacién (Ka) de este equilibrio es:

[FIPHY]
Kg= +-——= 2.2
#['HTTT (2.2)
Luego,
_ LI
pKa= pH- longH ] (2.3)

Definimos F;, como la fraccion molar de la molécula en forma dianiénica, y Fy, como

la fraccién molar de monoanion,

[FI* ) Ka

Fo= e R (B s Ka

(2.4)
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[HFI] [H*]
Fyv= —— — = — (2.5)
—F=viEF T 1+ Ka
Dividiendo la ecuacion (9) por la (8) tenemos que:
Fu [H7] :
= = 1QPKe-rH 2.6
Fr Ka (2.6)

I.a absorcion de Flutax a cada longitud de onda Ai se debe a la contribucion de las dos

formas de ionizacidén, de modo que:

AM=[(&,"Fp) + (8" Fy) ] C @.7)

Donde A es la absorbancia total a la longitud de onda i, €, y €, son
respectivamente los coeficientes de extincion del dianién y del monoanion, y C es la
concentracion total del Flutax. Luego el coeficiente de extincién aparente a cada longitud de

onda sera;

gh=g MF,+€E,F, (2.8)

Donde se observa que el coeficiente de extincién a cada longitud de onda depende de
la fraccion molar del dianién y del monoanion de Flutax. Para determinar el pKa de Flutax en
tampon PEDTA se midieron las relaciones entre valores de absorbancia (que son iguales a las
relaciones entre valores de coeficiente de extincidn) a 493 nm y 464 nm a distintos pH. Se
eligieron estas longitudes de onda porque 493 nm es la longitud de onda del méximo de
absorcién del dianion en tampon acuoso neutro, y 464 nm es la longitud de onda para la que
el coeficiente de absorcion del monoanién y el del dianion coinciden para la fluoresceina
(Diehl, 1989). Se representaron los valores de relacidon entre coeficientes de extincion a las dos
longitudes de onda en funcion del pH y sobre los datos experimentales se ajustd la ecuacién

(2.9) (Albert y Serjeant, 1984; Pilar Lillo, comunicacién personal) mediante un algoritmo de
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Marquadt-Levenberg, (Press ef al., 1989, pags. 572-580) usando el programa SigmaPlot® 1.02.

A493 D_ M

1% 15 cromem t M 29

Esta expresion se puede deducir a partir de las ecuaciones (2.6) y (2.8).

& PR P 8M464 ) -
M= YL D= 2‘;myc = g para la fluoresceina es ~1 (Diehl, 1989), por lo

que en principio se iguala el valor C a 1. Se comprobd que variaciones de un 10% en el valor

de C producian cambios en el valor calculado de pKa de (.05 unidades de pH.

2.4.- Ensamblaje de microtibulos.

2.4.1.- Equilibrado de la proteina.

Para el ensamblaje de microtubulos de GDP-tubulina primero se preparo ésta a partir
de GTP tubulina como se describe en Diaz y Andreu (1993), mediante dos cromatografias
sucesivas en columnas G-25 equilibradas en tampén PEDTA, GDP 1 mM, pH 7.0. El
intercambio de nucleotido se comprobd por precipitacién de ia proteina y andlisis del
nucleotido por HPLC (Diaz y Andreu, 1993), siendo del 95 + 3 %. Se¢ tomaron las fracciones
mas concentradas de la columna, se centrifugaron a 100000 g durante 10 minutos a 4° C, se
llevaren a la concentracién deseada y se les afiadio MgCl, hasta la concentracion de trabajo
(7 mM, excepto donde se indica). Tras la adicién de MgCl,, el pH de la disolucién baja a 6.6.
Alternativamente se ajustd el pH tras la adicion de cation al valor deseado (de 6.0 a 7.0).
Posieriormente se afiadié el taxoide a la concentracién deseada (en una relacién
tubulina/taxoide 1:1.2, excepto donde se indica).

En el caso de proteina microtubular se resuspendieron sedimentos de microtibulos
de MTP en tampon PIPES 100 mM, con o sin glicerol 3.4 M, EGTA 1 mM, GTP 1 mM,

MgCl, 1 mM, pH 6.5 (excepto en el caso del Flutax cuando estd en tampén sin glicerol, en
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el que se ajusté el pH a 6.9) y se dejaron despolimerizar durante 20" a 4° C con agitacion
constante. Posteriormente se centrifugé la proteina durante 30 minutos a 100000 ga 4°Cy

se midid la concentracién de proteina en el sobrenadante.

2.4.2.- Monitorizacién del ensamblaje por aumento de turbidez.

El ensamblaje de la tubulina en microtiibulos se monitorizd turbidimétricamente a 350
nm o a 400 nm en un espectrofotémetro Varian 635. Se usé una cubeta de 1 cm de paso optico
termostatizada a la temperatura deseada mediante un bafio Lauda RC6, un bafio Haake DSGH
y un juego de llaves de tres vias. La polimerizacion se inici6 poniendo la cubeta a 37° C. La
reversibilidad de la polimerizacion se comprobé enfriando a 4° C. El aumento de turbidez es
proporcional a la concentracién de microtibulos, de forma que puede medirse la
concentracion critica de polimerizacién representando el aumento de turbidez debido a
polimerizacion de tubulina a distintas concentraciones frente a Ja concentracion de proteina

total. El corte con el eje X nos da la concentracion critica (Andreu y Timasheff, 1986).

2.4.3.- Medida de polimerizacion de tubulina por sedimentacidn.

Las muestras a polimerizar se incubaron a 37° C durante 2 h (excepto donde se indica)
y se centrifugaron durante 10 minutos a 50000 rpm (100000 g) en un rotor TL100
precalentado a la temperatura de polimerizacién. Se separaron sobrenadante (que contiene
proteina soluble) y sedimento (que contiene proteina polimerizada), y éste tltimo se
resuspendio en un volimen igual al inicial en tampén PEDTA pH 7.0 frio o en tampon fosfato
10 mM pH 7.0 SDS 0.25%. La concentracidn de proteina en el sobrenadante y en el sedimento
se determind por dilucién en tampdn fosfato 10 mM pH 7.0 SDS 0.25% y medida de emisién
de fluorescencia del triptéfano a 320 nm con longitud de onda de excitacion de 280 nm. [Las
medidas se realizaron en un fluorimetro Shimazdu RF 540, usando cubetas de 0.5 x 1 cm de
paso Optico termostatizadas a 20° C, con rendijas de excitacion de 2 nm y de emision de 5 nm,
utilizando como estandares muestras de proteina de concentracién conocida. El rango de

concentraciones de proteina para medir en estas condiciones vario desde 20 hasta 300 nM (ver

40



2.-Materiales y Métodos

figura 2.5). La concentracidén de tubulina en ¢l sobrenadante es constante, y es igual a la
concentracion critica de polimerizacion (inversa de la constante aparente de elongacion). La
representacion de proteina en el sedimento (proteina polimerizada) frente a tubulina total da
una recta de pendiente 1 cuyo corte con ¢l eje x sefiala la concentracion critica (Oosawa y

Asakura, 1975; Andreu y Timasheff, 1986).

2.4.4.- Determinacidn espectrofluorométrica de la concentracién de taxoide unido a

los microtiibulos.

Los microtubulos polimerizados en presencia de taxoides fluorescentes se separaron
de la tubulina soluble por sedimentacién como se describe en el apartado (4.3). La
concentracion de taxoides fluorescentes se determino en el sobrenadante y en el sedimento
fluorométricamente sobre la misma dilucién empleada para medir la concentracién de
tubulina, usando estandares de concentracion conocida. El Flutax, el HexaFlutax y el 2' acetil
Flutax se determinaron a una longitud de onda de excitacién de 486 nm y midiendo la emision
a 522 nm. El Flutax 2 y el Flutax 3 se midieron a una longitud de onda de excitacién de 494
nm y a 502 nm, respectivamente, y midiendo la emisién a 522 nm. El Rotax se midié a una
longitud de onda de excitacion de 560 nm y midiendo la emisién a 576 nm. El X-Rotax se
midié a longitudes de onda de excitacion de 585 nm y de emision de 596 nm. El Rotax y «-
y P-SulfoRotax se midieron a longitudes de onda de excitacién de 575 nm y de emision de
587 nm. Las concentraciones de taxoide fluorescente que se pueden detectar comodamente
en las condiciones indicadas abarcan desde 5 hasta 600 nM (ver figura 2.5).

La concentracion de taxol se determiné desecando volimenes conocidos de sedimento
y del sobrenadante con docetaxel a concentracidén conocida como estandar interno. Los
taxoides se resuspendieron en metanol, se centrifugaron durante 2 minutos en microfuga para
eliminar la proteina en suspensién y se determino la concentracion de taxol mediante medida
del area del pico en HPLC de fase reversa usando un gradiente de acetonitrilo del 50 al 70%
en H,O (ambos solventes con un 0.05% TFA) en columna C-18 de Supelco con precolumna

C-18 de Applied Biosystems.
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Figura 2.5.- Intensidad de emisién de fluorescencia de tubulina y taxoides fluorescentes en el rango de
concentraciones empleado para medidas fluorométricas en el presente trabajo, en tampan fosfato 10 mM, SDS

0.25%, pH 7.0.
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2.4.5.~ Visualizacién de microtibulos.

Los microtibulos obtenidos se observaron por microscopia electrénica. Para ello se
adsorbieron las muestras con proteina polimerizada durante 10-30 segundos a rejillas de
cobre recubiertas con formvar y carbén. A continuacidn se tifieron negativamente durante dos
minutos con acetato de uranilo al 2% en H,0, se eliminé el exceso de acetato de uranilo
mediante adsorcion del liquido a papel y se dejaron secar a temperatura ambiente.
Posteriormente se observaron en microscopios electrénicos Philips EM 300 o EM 420.

También se visualizaron microtdbulos mediante microscopia Optica de
epifluorescencia. Para la visualizacion de microtibulos de GDP-tubulina se ensambié la
proteina como se describe en (4.1). Tras la polimerizacion se depositaron 10 pL entre porta
y cubre sellando [a separacién entre cristales con vaselina. Alternativamente, se dejaron
ensamblar los microtubulos entre porta y cubre a temperatura ambiente.

Para la visualizacién de microtibulos de MTP se equilibré la proteina como se
describe en (4.1) y se ensamblé a 4 mg/mL, durante 1 h a 37° C. Posteriormente se afiadio
Flutax 40 micromolar, se diluyo la muestra 10 veces en tampon caliente y se dispuso entre
porta y cubre sellados con vaselina. Para comprobar la especificidad de la unidn de taxoides
fluorescentes se diluyo la muestra tras afiadir el Flutax en tampdn con docetaxel 80 uM.

Las muestras asi preparadas se visualizaron en un microscopio de epifluorescencia
Zeiss Axioplan usando objetivos Plan-Apochromat y Plan-Neofluar 63x. Las imagenes se
tomaron con una cdmara CCD refrigerada Photometrics 200 KAF-1400 utilizando sofware

[PLab Spectrum®, y se editaron e imprimieron con Adobe Photoshop®.

nioén de t

2.5.1.- Union de taxoides a microtiubulos de proteina microtubular,

Para medir la unién de taxoides a microtubulos, se disefié un experimento en el que
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la unién fuera practicamente independiente de 1a polimerizacion, para lo que se buscaron unas
condiciones en las que la adicion de taxoide no alterase significativamente la concentracion
de polimero formado. Por eso se eligié medir la unién de taxoides a proteina microtubular
ensamblada previamente a la adicion de taxoide. La proteina se equilibré como se describe en
(4.1), en tampdn PIPES 100 mM, con o sin glicerol 3.4 M, GTP 1 mM, MgCl, 1 mM, EGTA
1 mM, pH 6.5 (excepto en el caso de 1a unién de Flutax en tampén sin glicerol, en el que el
pH es 6.9), se ajustd la concentracion a 4 mg/mL en tampon sin glicero! o a 2 mg/mL en
tampén con glicerol y se dejo ensamblar la proteina durante una hora a 37° C. Posteriormente
al ensamblaje se aftadieron a alicuotas de 0.1 mL concentraciones crecientes de taxoide. Se
dejaron durante 30 minutos mdas para que se alcanzara la situacidén de equilibrio y se
centrifugaron a 50000 rpm durante 10 minutos en un rotor TL.100 precalentado a 37° C. Las
concentraciones de proteina y ligando en el sobrenadante y en el sedimento se midieron como
se ha descrito en (4.3) y en (4.4). Se comprobd que la cantidad de proteina polimerizada se
mantuvo practicamente constante tras la adicion de taxoide: en tampon sin glicerol la
concentracion critica disminuyé de 0.4 a 0.2 mg/mL tras la adicion de taxoide, y en tampén
con glicerol se mantuvo constante entorno a 0.2 mg/mL. La concentracion de Flutax y de 2'

acefil Flutax en el sedimento se corrigié por la precipitacion inespecifica de ligando.
2.5.2.- Unidn de taxoides a GDP tubulina no ensamblada.

La unién a GDP-tubulina se determind afiadiendo concentraciones crecientes de
taxoide ([*H]taxol, Flutax, 2' acetil Flutax, Flutax 2 y Flutax 3) a proteina a una concentracién
20 uM (excepto con Flutax, tubulina a 10 pM) en tampén PEDTA 10 mM, GDP 20 uM, pH
7.0. La proteina se equilibré como se describe en (4.1), salvo que con GDP 20 pM en la
segunda columna, de [a misma forma que para experimentos de velocidad de sedimentacion
(ver apartado 7.1). Para medir la umién a GDP tubulina en las mismas condiciones que en
velocidad de sedimentacion se intenté reproducir el mismo experimento en centrifuga
preparativa. Para ello se simulé la posicion radial en funcion del tiempo que tendria el frente
de sedimentacion de la tubulina (s= 6.0 S) en un tubo de rotor TL100 de centrifuga preparativa

gue proporcionase la misma aceleracion centrifuga a la que se somete a la tubulina en un
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experimento de velocidad de sedimentacion
en una ultracentrifuga analitica (ver figura

2.6). Esta simulacion se realizé mediante el

s ' T ] programa SIMCEN10, cedido por ¢l Dr.

il E : E Allen P. Minton (National Institute of
S 15+ Health, Bethesda, Maryland, USA.) En la
% I figura 2.6 se observa que tras una hora de
;% °r centrifugacién a 85000 rpm (280000 g) la
= 5 |- parte superior del tubo debe estar
completamente deplecionada de tubulina.

03‘0 . . Por lo tanto, se centrifugaron las muestras
Radio (cm) (0.2 mL) durante una hora a 20° C en un

{: 5[0 150 1;50 2;,0 rotor TL100, se dejo6 parar el rotor sin freno

ul para no perturbar el gradiente formado y se

recogieron cuatro fracciones de 50 pL desde

Figura 2.6.- Simulacién de sedimentacién de tubulina la parte superior del tubo. La concentracion
20 pM a lo largo del tiempo en un tubo de centrifuga de
0.2 mL de un rotor TL100 girando a 85000 rpm

(280000 g} durante una hora. El coeficiente de ¢gda fraccidn se determind mediante
sedimentacion empleado fue de 6.0. Las lineas de puntos

verticales representan la fraccién del tubo que se recoge  dilucion en SDS 0.25% y medida de la

de proteina y de taxoides fluorescentes en

emision de fluorescencia como se describe
en (4.3) y (4.4). La concentracién de [*H]taxol se determiné por medida de centelleo en un
espectrometro LKB1219. Se comprobd que las dos fracciones superiores contienen sélo

ligando libre, mientras que en las dos 1ltimas se encuentra la proteina en equilibrio con el

ligando.
2.5.3.- Unién de taxoides a microtibulos de GDP tubulina.
Para medir la unidn de ligando a microtibulos de GDP-tubulina, la tubulina se

equilibré como se describe en (4.1), se le afladié MgCl, hasta 7 mM, se ajusto elpHa 7.0 y

se afiadieron a alicuotas de 0.2 mL. concentraciones crecientes de taxoide. Se incubaron a 37°C
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y se centrifugaron durante 10 minutos a 50000 rpm (100000 g} en un rotor TL100
precalentado a 37° C. La concentracién de proteina y de taxoide en el sobrenadante y en el

sedimento se midieron como se describe en (4.3} y (4.4).

2.5.4 .- Analisis de los datos.

La unién de un ligando a un solo sitio en una proteina puede expresarse de la forma:

P+ Ae PA (2.10)
Donde la constante de equilibrio de asociacion (K, ) viene dada por:
[PA]
K, = —— 2.11)
[PITA]

Para este caso, los moles de ligando unido por mol de proteina (fraccion de saturacién

de sitios) son:

[PA]
V= __ - = (2.12)
[P+ [PA]
Y sustituyendo la ecnacion (2.11) en la ecuacidén (2.12)
[A]X, (2.13)

CTETAK,

Si cada macromolécula puede unir n moléculas de ligando, esta expresion resulta algo
mas complicada. Si todos los sitios son iguales ¢ independientes (es decir, cada uno de los n
sitios tiene la misma afinidad para e} ligando que el resto, y la afinidad de cada sitio es
independiente de si el resto de los sitios estan ocupados), los moles de ligando unido por

moles de proteina son (Van Holde, 1985, pags. 51-91):

L4]K,

=3 e 2.14
V= AR, (14
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Si la unién de un ligando a un sitio de una macromolécula afecta la afinidad de otros
sitios, se dice que la unidn es cooperativa. La cooperatividad puede ser positiva, si la unién
a un sitio aumenta la afinidad del resto, o negativa, si la afinidad del resto de sitios disminuye.

Si suponemos un sistema tan altamente cooperativo que cada molécula, al aceptar un
ligando, quedase tan activada que tuviese que llenar todos sus sitios antes de que comenzaran

a llenarse otras moléculas, la ecuacion (2.14) tomaria la forma;

(A" K

=pu———— 2.15
Y AT K @1)

En lapractica, esta maxima cooperatividad posible no se observa. En general, los casos
de cooperatividad se describen usando relaciones semiempiricas analogas a estas ecuaciones,

como:

[4]° K®
V=n_ T -
1+[A1K®

(2.16)

Donde 1 < o < n para casos de cooperatividad positiva. Esta ecuacion puede

expresarse en forma logaritmica de la forma:

1 Oa (logl A]+log K 4)

y Q.17)

=n 1+ 10°toel4llogK,)

El parametro o se conoce normalmente como constante de Hill. Es un indice de
cooperatividad. Cuando o=n, el sistema se comporta como perfectamente cooperativo,
mientras que «=1 indica no cooperatividad.

Las curvas de unién de taxoides a MTP se analizaron segiin un modelo de unién de un
ligando a dos clases de sitios de union (1 y 2), ajustando la ecuacién (2.18) a los datos
experimentales, usando un algoritmo de simplex modificado (Press ef al., 1989, pags. 326-
331} en un programa cedido por el Dr. Allen P. Minton (National Institute of Health,
Bethesda, USA).
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10'5’1(1'03{/4}*"503"(,41) IO“;(LOSIA}‘*'LDS’XAz)

v (2.18)

= nl 1+ 10a1(Log[A]+LogK,“) + ”z 1+ 10a2(Log[A]+LogKA2)

Donde 1, y n, son el nimero de sitios de unién de las dos clases de sitio, &, y &, son
los coeficientes de Hill para los dos tipos de sitio, [ A] es la concentracion libre de ligando, K,
y K, son las constantes de asociacion de los sitios de clase 1 y 2, respectivamente, y v son
los moles de taxoide unido por 10° g de MTP.

Para medir la unién a GDP tubulina, se asumid un solo tipo de sitios de unién (a los
gue denominamos n,, ver apartado 2.2.2 de Resuitados), por lo que los datos se ajustaronala
ecuacion (2.17).

Para medir 1a union a microtibulos de GDP tubulina, se asumid un sitio de alta
afinidad completamente ocupado con una estequiometria de un mol de taxoide por mol de
proteina (n,) (ver Resultados, apartado 2.2.2), y se quiso cuantificar la union a los sitios de
baja afinidad (n,). Para ello, se restd a todos los valores de saturacién de sitios de unién 1
(correspondiente al sitio ocupado de alta afinidad) y al resuitado se e ajusto la ecuacién (2.17)

para calcular los valores de n, y K.

2.6.- Competicidn de dos ligandos por su sitio de unidn.

2.6.1.- Competicion entre Flutax y taxol a saturacion de sitios de union.

Para comprobar si el sitio de unidn de Flutax a la tubulina es el mismo que el de taxol
se disefié un ensayo de competicidn de dos ligandos por el mismo sitio de unién en el que se
ensamblo tubulina a concentracidn constante en presencia de un exceso del 10% de taxoide
total constante, variando la proporcion entre los taxoides. Se polimerizé tubulina a una
concentracién de 45 uM en tampon PEMG pH 7.0 en presencia de distintas relaciones de taxol
(taxoide A) y de Flutax (taxoide B) a una concentracién de taxoide total de 50 uM. Se
incubaron las alicuotas durante 2 horas a 37° C y se centrifugaron a 100000 g durante 10
minutos en un rotor TL.100 precalentado a 37° C. Tras la centrifugacion se determinaron las
concentraciones de tubulina y de taxoide en el sobrenadante y en el sedimento como se

describe en (4.3) y (4.4). El porcentaje de tubulina ensamblada oscil6 entre un 75% y un 82%.
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En estas condiciones, podemos asumir que nos encontramos a saturacién de sitios de unién,
y la relacién entre las constantes de asociacion de los dos taxoides pueden calcularse a partir
en funcién de las concentraciones de Flutax unido y de taxoide total (ver Analisis de los datos,

apartado 6.3.2).

2.6.2.- Competicion entre taxoides a baja fraccidn de saturacion de sitios.

Un ensayo de competicion de union es un método que puede aplicarse para comparar
las propiedades de unién de un ligando con otros compuestos que se unan al mismo sitio
(Minton, 1984). Por eso se quiso disefiar un experimento de competicién que nos permitiera
comparar la afinidad relativa de todos los taxoides fluorescentes disponibles en el laboratorio
por su sitio de unién al microtibulo. Para ello se disefiaron distintos tipos de experimento:

En principio se polimerizd tubulina 20 pM en tampén fosfato 10 mM, GTP 0.2 mM,
MgCl, 7 mM, pH 6.6 en presencia de taxol equimolecular y se intent6 desplazar el taxol con
los taxoides fluorescentes. El experimento no se pudo completar porque las concentraciones
libres de ligando competidor necesarias para desplazar al taxol son superiores a las
concentraciones a las que comienza la unidn a la segunda clase de sitios de unidn (sitios de
baja afinidad, ver Resultados, apartado 1.3).

También se repitio el experimento descrito para el Flutax con el resto de los taxoides
fluorescentes, ensamblando tubulina 18 pM en fosfato 10 mM pH 6.6, MgCl, 7mM, GTP 1
mM, a una concentracion de taxoide total de 20 uM, para evitar la unién inespecifica. Este
experimento tampoco tuvo éxito, porque las concentraciones libres de ligando obtenidas no
eran suficientes para conseguir un ensamblaje de GDP tubulina efectivo con estequiometria
de un mol de taxoide por mol de tubulina (no se alcanzaba saturacién de sitios de union}.

Finalmente se eligio el ensayo clasico de competicion en el que un ligando trazador
a concentracion constante (ligando A) se desplaza de su sitio especifico por concentraciones
crecientes de ligando competidor B. Se eligié medir la competicién de dos taxoides a su sitio
de unién a proteina microtubular. Esta eleccion se basé en que los microtubulos de MTP son
los microtibulos ensamblados in vitro mas similares a los microtibulos celulares, y en que

s¢ puede trabajar a concentraciones relativamente bajas de proteina sin que varie
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sensiblemente la cantidad de proteina polimerizada con la adicion de taxoide. Las condiciones
del método se disefiaron usando los valores de constantes de unién calculadas en los
experimentos de unién anteriormente descritos (apartado 5.1 de Materiales y Métodos). Para
evitar la unién de ambos taxoides a los sitios de baja afinidad (sitios no especificos) se trabajo
a bajas concentraciones de proteina y de ligando total (proteina polimerizada entre 0.2-0.25
mg/mL, taxoide trazador ~0.15 uM, taxoide competidor libre menor de 10 pM), y a
condiciones de baja fraccion de saturacién de sitios.

Para medir fluorométricamente sobre la misma dilucion las concentraciones del
taxoide trazador y del taxoide competidor se necesita que sus maximos de emision de
fluorescencia estén suficientemente separados como para poder medirse simultaneamente sin
interferir mutuamente entre si. Por eso se eligieron los taxoides con maximos de absorcion en
la region del rojo como taxoides trazadores y los que presentan su maximo de absorcion en
la region del verde como taxoides competidores. Esta eleccion se debe ademas a que la baja
solubilidad de Rotax, X-Rotax y o y f-SulfoRotax impide alcanzar concentraciones libres
suficientemente altas para desplazar efectivamente al resto de taxoides, aunque ha sido
suficiente para medir la unién especifica de Rotax a proteina microtubular hasta 0.4 moles de
taxoide unido por 10° g de proteina. En concreto se desplazé el Rotax a concentracién
constante con concentraciones crecientes de taxol, Flutax, HexaFlutax y Flutax 2. Para medir
la afinidad relativa de los taxoides rojos se desplazaron Rotax, X-Rotax, y - y B-SulfoRotax
con Flutax 2. Se comprobo en todos los casos que la concentracién de los taxoides empleados
como frazadores y competidores pueden determinarse espectrofotométricamente en la misma
dilucidn.

Para ello se ensambld MTP a 0.8 mg/mL en tampdén PIPES 100 mM, glicerol 3.4 M,
EGTA 1 mM, GTP 1 mM, MgCl, 1 mM, pH 6.5 a 37° C durante una hora. Tras esa hora se
diluy6 1a proteina con el mismo tampoén a 37° C hasta 0.4 mg/mL. En estas condiciones, en
ausencia de taxoide, la concentracion de proteina polimerizada es de 0.2 mg/mL. Se comprobd
que la presencia de taxoide aumenta la cantidad de proteina polimerizada en menos de 0.05
mg/mL. Se afiadieron a distintas alicuotas el ligando trazador {Rotax, X-Rotax) a una
concentracion de 0.3 puM y lhigando competidor (taxol, Flutax 2, Flutax y HexaFlutax) a

concentracién variable desde 0.4 a 12 uM. Se dejaron incubar durante 30 minutos mas a 37°
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C v se centrifugaron a 100000 g durante 30 minutos a 37° C. Las concentraciones de taxoide
y de proteina en el sedimento v en el sobrenadante se determinaron como se describe en (4.3)
y en (4.4). Tras la sedimentacion, la concentracidn total de Rotax vario en cada experimento
desde 0.2 hasta 0.09 pM dependiendo de la concentracién de taxoide en el sobrenadante (este
fendmeno se explica porque al aumentar la concentracién de Rotax libre, aumenta la cantidad
de Rotax que se adsorbe a las paredes (ver apartado 3.3), luego la concentracion total de Rotax
disminuye). La concentracién de taxoide en el sedimento es la unida a microtubulos, y la
concentracién en el sobrenadante se tomo como concentracion libre. En efecto, se ha visto que
concentraciones de Rotax entre 0.04 y 0.15 pM no cosedimentan con MTP soluble a 0.17
mg/mL a 270000 g durante 2 horas en tampén PIPES 100 mM, glicerol 3.4 M, GTP 1 mM,
MgCl, 1 mM pH 6.5. Para los taxoides fluorescentes competidores, si se unieran a la MTP que
queda en el sobrenadante con la misma afinidad que se unen a la GDP tubulina (ver figura

3.21) el 85% del taxoide en el sobrenadante estaria libre y el 15% estaria unido a MTP).
2.6.3.-Analisis de los datos.
2.6.3.1.- Generalidades.

La unién de dos taxoides a su sitio en los microtiibulos puede describirse como la

union de dos ligandos al mismo sitio de unién. Esta union viene descrita por las ecuaciones:

A+ Pet4y py (2.19)

B+ P2t pp (2.20)

Donde A y B son dos taxoides distintos y P es la proteina polimerizada. Las constantes
de asociacién de cada ligando vienen dadas por:
_ [P4]
AP

(2.21)
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= ,[PB] (2.22)
[BI[P]
K, [PB][4] (2.23)
K, [PA]B] |

Donde K, es la constante de equilibrio de asociacién para el ligando A, K; es la
constante de asociacién para el hgando B, [PA] y [PB] son respectivamente las
concentraciones de ligandos A o B unidos a proteina polimerizada, y [Al, [B] y [P] son
respectivamente las concentraciones libres de ligandos A y B y de proteina polimerizada. Las
concentraciones de proteina total polimerizada ([P],) y ligando total (JA], y [B],) pueden

expresarse en funcién de las concentraciones libres y unidas:

(Pl=[PI+{[PA]+[PB] (2.24)
[Al=[AH{PA] (2.25)
[B),=[BJ+[PB] (2.26)

2.6.3.2.- Competicién entre Flutax y taxol a saturacidn de sitios de unién.

Cuando se trabaja a saturacién de sitios de unién de taxol (no hay sitios libres de

proteina polimerizada, [P]=0), las ecuaciones (2.24) a (2.26) se pueden expresar de la forma:

[A]=[A], - [P], + [PB] (2.27)
(B]=[Bl, - [PB] (2.28)
[PA]=[F], - [PB] (2.29)

Y sustituyendo las ecuaciones (2.27), (2.28) y (2.29) en la ecuacién (2.23) llegamos

a la expresion:

K, [PBI(A],-[P],+[PB))
) 30
K, ([P~ [PBIX(B],-[PB)) (2.30)

La ecuacién (2.30) se ajusto6 a los datos experimentales, fijando las concentraciones
conocidas de [A]y, [P], y [B], y variando los valores de relacién Ky/K, para obtener los

valores de [PB] que mejor se ajustaran a los datos experimentales (Diaz y Andreu, 1993),
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utilizando un algoritmo de Marquardt-Levenberg (Press et al., 1989, pags. 572-580) mediante

el programa SigmaPlot® 1.02, Jandel Scientific.
2.6.3.3.- Competicion entre taxoides a baja fraccién de saturacion de sitios.
En un experimento de competicién la concentracion de cada ligando unido depende

de las concentraciones libres y de las constantes de equilibrio de asociacidn de ambos

ligandos, de la forma (Wyman y Gill, 1990, pags. 33-42):

R V- N 9 | .
4 [P]+[PA)+[PB] 1+ K, [A]+ K,[B]
(PBL_______ K,B] .

8T [P]+ [PA1+[PB] 1+ K,[A]+ K,[B]

Para calcular las constantes de equilibrio de asociacion de los taxoides a proteina
microtubular se ajustd la ecuacidn (2.31) a los datos experimentales, fijando las
concentractones conocidas de [A] y [B] y variando los valores de K, y K para obtener los
valores de v, (moles de ligando unido a 10° g de MTP) que mejor se ajustan a los datos
experimentales, utilizando un algoritmo de Marquadrt-Levenberg (Press ef al., 1989, pags.
572-580) en el programa SigmaPlot™ 1.02 (Jandel Scientific).

Alternativamente se representaron los valores de v, en funcién de las concentraciones
totales de taxoide competidor, y se empled un programa cedido por ¢l Dr. Fernando Diaz
{Medrano et al., 1991) para resolver el sisterna de ecuaciones (2.21) a (2.26) para los valores
conocidos [A],, [Bly, ¥ K. Se tomaron s6lo los puntos en los que [A], presentaban menor
variacion entre si, y se tomo la media estos valores como parametro conocido [A],. Como K,
se empled la determinada segin el ajuste anterior. Se variaron los valores de K hasta
encontrar el valor que minimizara la suma de los cuadrados de las desviaciones de los valores

calculados de v, con respecto a los datos experimentales.
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2.7.-Velocidad de sedimentacion.

2.7.1.- Velocidad de sedimentaciéon de GDP tubulina en presencia de taxoides.

La GDP tubulina se equilibré como se describe en (4.1), salvo que la concentracion
de GDP en la segunda columna fue de 20 uM. Se comprobd el intercambio de nucleotido en
estas condiciones, correspondiente a un 98 + 3 %.

La velocidad de sedimentacion se midié en una ultracentrifuga analitica XL-A
(Beckman) equipada con un sistema de deteccion ultravioleta/visible. Las medidas se tomaron
a 20° C y a 55000 o 60000 rmpm en un rotor An60Ti usando celdas de doble sector de paso
éptico 1.2 cm. Se midio la absorcién en funcién del radio a intervalos de tiempo de 5 minutos
a 295 nm (donde la mayor parte de la absorcion es debida a la proteina) y en la regién del
visible (495 nm para el Flutax y 2' acetil Flutax, 557 nm para el Rotax, 515 nm para el Flutax
2y 525 para el Flutax 3), donde toda la absorcién es debida al ligando. En las muestras de
tubulina que no llevaban taxoide se afladio DMSO 0.5%. La concentracion de proteina
{excepto donde se indica) fue de 20 M. Para el analisis de los datos, tanto para el calculo del
coeficiente de sedimentacidn como para las representaciones del g(s*) (ver mas adelante) sélo

se utilizaron los perfiles correspondientes a los 40 primeros minutos del experimento.

2.7.2.- Analisis de datos de velocidad de sedimentacidn.

En un experimento de velocidad de sedimentacion se somete una disolucion
micialmente uniforme en una celda de centrifuga analitica a una velocidad angular suficiente
para causar la sedimentacion del soluto hacia el fondo de la celda. Esto produce una deplecion
del mismo en la parte superior y la formacion de un frente de sedimentacion entre la zona
deplecionada y la zona de concentracidn uniforme de soluto. La velocidad con que se mueve
el frente de sedimentacién normalizada por la aceleracion centrifuga a la que esta somoetido
el rotor es el coeficiente de sedimentacitn (s) (Cantor y Schimmel, 1980; Ralston, 1993), El
coeficiente de sedimentacidn de una molécula depende de sumasa, de su densidad relativa con

respecto al solvente, y de su coeficiente de friccidon, que a su vez depende de su forma y su
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tamafio. Por lo tanto, la medida de la velocidad de sedimentacién se puede usar para
caracterizar asociaciones macromoleculares, en principio, cuando la asociacién implica
cambios en alguna de estas tres propiedades (Steinberg y Schachman, 1966; Minton, 1990).

Los cocficientes de sedimentacion de las especies en disolucion se determinaron
midiendo Ia posicidn radial del punto de inflexién (frente de sedimentacidn) frente al tiempo
(Cantor y Schimel, 1980; pags. 596-614, Ralston, 1993). La representacion del logaritmo
neperiano de la posicion radial del frente de sedimentacion en funcién del tiempo determina
el coeficiente de sedimentacion de la especie mayoritaria en la celda. La posicion radial del
frente se determind mediante la derivada de la absorcién cor respecto al radio, usando el
programa XLAVEL.

También se empied el método del segundo momento de la distribucién de
concentracion (Goldberg, 1953; Schachman, 1959), que da una informaciéon més completa
de todas las especies presentes en la solucidn, especialmente cuando la derivada de la
congcentracion frente al radio da un pico asimétrico. Este método da una posicion radial del
frente equivalente, es decir, la posicidn del punto de inflexion hipotético que se observaria en
ausencia de difusidn. A partir del movimiento de la posicion del frente equivalente se calcula
el coeficiente de sedimentacion promedio para el sistema, que corresponde a la velocidad
promedio de las particulas en la zona de concentracidn uniforme de soluto. En experimentos
de velocidad de sedimentacién, el coeficiente de sedimentacion promedio suele dar valores
algo mayores que €l pico de la derivada de concentracién frente al radio (Cantor y Schimmel,
1980, pags. 591-605). El coeficente de sedimentacion promedio se calcula de forma anéloga
al coeficiente de sedimentacién de la especie mayoritaria, representando el logaritmo
neperiano del radio de inflexion equivalente frente al tiempo (Cantor y Schimmel, 1980, pags.
591-605; Stafford, 1994). Para esta determinacién se usé ¢l programa VELGAMMA
(Muramatsu y Minton, 1988). Tanto XLAVEL como VELGAMMA fueron suministrados por
el Dr. Allen P. Minton (National Institute of Health, Bethesda, Maryland, USA).

También se empled el método desarrollado por Stafford (1992; 1994) para calcular
la distribucién aparente de coeficientes de sedimentacién g(s*), donde s* es el coeficiente de
sedimentaciéon para el caso de un componente unico, hidrodinamicamente ideal, con

coeficiente de difusion igual a cero (Stafford, 1992; 1994). La funcién g(s*) nos da la fraccién

55



2 -Materiales v Métodos

g(s)ds que sedimenta con valores de coeficiente de sedimentacion comprendidos entre sy s
+ ds, es decir, la forma de g(s*) nos da una idea de la distribucion de los coeficientes de
sedimentacidn de las especies presentes en la solucién. Las distribuciones de coeficientes de
sedimentacion s¢ determinaron mediante el programa DCDT (Stafford, 1992; 1994) que
calcula g(s*) apartir de la derivada con respecto al tiempo de la distribucién de concentracion
(dc/dt) a cada posicién radial. Este método toma pares de perfiles de velocidad consecutivos
y los sustrae entre si para hallar la curva diferencia. Si la diferencia de tiempo entre cada perfil
es suficientemente pequefia la curva diferencia es una buena aproximacion de la derivada de
la concentracién con respecto al tiempo (dc/dt) para cada posicion radial r. El uso de la
derivada temporal supone una eliminacion automatica de la linea base. A partir de las
representaciones de (dc/dt} frente a r, de (dc/dt) se deduce el g(s*), y del radio se calcula s*
(Stafford, 1992; 1994).

Para representar la distribucién de los coeficientes de sedimentacién a lo largo del

tiempo se calculd g(s*) para cada cuatro espectros consecutivos (20 minutos).
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3.1.-TAXOIDES FLUORESCENTES COMO SONDA DEL SITIO DE UNIONDE TAXOL.

3.1.1.- Interaccidn de taxoides fluorescentes con microtubulos.

3.1.1.1.- Polimerizacién de microtubuios inducida por taxoides fluorescentes.

El taxoide fluorescente Flutax induce ¢l ensamblaje de la GTP tubulina en presencia
de glicerol para dar microtubulos, aunque de una forma mas lenta que el taxol, como se
muestra en la figura 3.1. Se comprobd por microscopia electrénica que el material
polimerizado eran microtibulos (ver pane! C de ia figura), aunque se realizo posteriormente
un examen mads riguroso de la morfologia de microtiibulos de GDP tubulina y de microtubulos
de MTP (ver apartado 1.3.3 de Resultados). Como control negativo de la polimerizacion se
utilizé el 2'acetil Flutax, con el grupo 2' hidroxilo esencial para su actividad blogueado
(Jiménez Barbero et al, 1998). Se observa como el 2' acetil Flutax es incapaz de inducir la
polimerizacion de la tubulina,

La polimerizacion de microtubulos inducida por taxoide es un equilibrio de
polimerizacion por condensacion nucleada de proteina, en el que la concentracion critica (Cr,
o minima concentracion a partir de la cual la proteina ensambla) es equivalente al inverso de
ta constante aparente de elongacion del microtibulo (K, ) (Oosaway Asakura, 1975; Andreu
y Timasheff, 1986). La representacién del aumento de turbidez debida a la polimerizacién
frente a la concentracion inicial de tubulina indica que la concentracién critica de
microtibulos inducida por Flutax es algo mayor del doble de la de taxol (figura 3.1, panel B).

Un examen mas severo de capacidad de induccion de ensamblaje de microtubulos es
la polimerizacién de GDP tubulina, que ¢s la forma inactiva de la molécula. En la figura (3.2)
se muestra como tanto Flutax como Rotax inducen la polimerizacién de tubulina con el sitio
intercambiable de nucleotido totalmente sustituido por GDP.

El HexaFlutax se disefid para ver si la presencia de un espaciador mayor entre la
molécula de taxol y la fluoresceina influia en la actividad de Flutax. Sin embargo, este
compuesto no induce la polimerizacién de la GDP tubulina (figura 3.2).

Se quiso probar en este mismo sistema el taxoide fluorescente descrito por Guy e al.
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Figura 3.1.- Ensamblaje de microtibulos inducido por taxoide. Panel A.- Curso de tiempo de
ensamblaje monitorizado por aumento de turbidez a 350 nm de distintas concentraciones de tubulina
en tampdén MES 100 mM, GTP 0.1 mM, pH 6.5, inducido por taxol (curvas con linea discontinua) o
por Flutax (curvas en linea continua). Las concentraciones de tubulina usadas fueron de 25 pM
(curvas 1y 4),20 pM (curvas 2y 5) y 15 uM (curvas 3 y 6). Los taxoides se afiadieron en un exceso
del 10% sobre 1a concentracion de tubulina. Las flechas indican el tiempo en que se enfrié la muestra
a 4° C. La curva 7 muestra la tubulina a 20 uM a la que se ha afiadido 2' aceti] Flutax 22 pM. La
curva § es tubulina 20 uM con un 0.5% de DMSO, Panel B.- Medida de concentracidn critica de
polimerizacion de tubulina medida por aumento de turbidez. Los puntos blancoes representan
microtibulos inducidos por taxol y los circulos negros, inducidos por Flutax. Las lineas representan
el ajuste por regresion lineal de los datos. El punto de corte con el eje x nos da la concentracion critica
{ver Materiales y Métodos, apartado 4.2). Se abserva que la concentracion critica de polimerizacién
inducida por taxol es aproximadamente la mitad de la inducida por Flutax. Panel C.- Micrografia

electronica de un microtttbule obtenido con Flutax en el experimento representado. La barra
representa 50 um.
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Figura 3.2.- Ensamblaje de microtibulos inducido por taxoide. Panel A.- GDP-tubulina 25 uM en
tampon PEDTA, GDP 1 mM, MgCl, 7 mM, pH 6.6 con un exceso de 1.2 de taxol (curva 1), Flutax
(curva 2), Rotax (curva 3), fluoresceinalanina (curva 4), 2' acetil Flutax {curva 5), HexaFlutax (linea
6), SulfoRotax (linea 7) y B SulfoRotax (Linea 8). Las flechas indican el tiempo en que se enfrid la
muestra a 4° C. Panel B.- Medida de concentracién critica (Ver Materiales y Métodos, apartado 4.3)
de polimerizacion de GDP-tubulina en tamp6én PEDTA, GDP 1 mM, MgCl, 7 mM, pH 6.6, inducida
por taxol (O), Flutax (A) y Rotax (¢). Simbolos negros, concentracién en el sedimento. Simbolos
blancos, concentracion en el sobrenadante.
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(1996) - p-SulfoRotax- y un taxoide con el mismo fluoréforo pero con el espaciador utilizado
para el resto de taxoides de este trabajo (a-SulfoRotax). Ninguno de los dos es capaz de
inducir la polimerizaciéon GDP tubulina.

La representacién de tubulina polimerizada y tubulina soluble frente a tubulina total
(figura 3.2, panel B) muestra que la concentracién critica de polimerizacién de microtibulos

inducidos por Flutax y Rotax es respectivamente de dos veces y cuatro veces la del taxol.

3.1.1.2.- Unién de Flutax y Rotax a microtiibulos.

La polimerizacion de tubulina a concentracién constante con concentraciones
crecientes de Flutax y Rotax muestra que, de forma similar a la del taxol, la polimerizacién
de tubulina aumenta linealmente con la concentracién de ligando hasta alcanzar un maximo
arelaciones algo superiores a una molécula de taxoide fluorescente por molécula de tubulina,
Io que indica un sélo sitio de alta afinidad para el ligando en Ia tubulina polimerizada (ver
figura 3.3). Las medidas de tubulina y taxoide sedimentados en distintas condiciones de
polimerizacion (figura 3.4) dan una estequiometria de 0.97 1 0.08 moléculas de Flutax por
molécula de proteina, igual a 1a de taxol {Diaz y Andreu, 1993). La baja solubilidad del Rotax
impide dar una buena medida de estequiometria de union a tubulina.

El sitio de union del Flutax a los microtubulos es aparentemente el mismo que el de
taxol, como demuestra un experimento de competicién de Flutax con taxol, en ¢l que se
mantuvo constante la concentracidn de tubulina y de taxoide total y se vario la relacién entre
taxol y Flutax (figura 3.5). Se observa como aumenta la cantidad de ligando unido a cada
malécula de tubulina al aumentar su relacién con el otro taxoide en el sobrenadante, mientras
que la suma de los dos permanece invanable. El experimento puede describirse mediante un
modelo simple de competicion entre dos ligandos por el mismo sitio de unién, en el que todos
los sitios estan ocupados (ver Materiales y Métodos, apartado 5). El mejor ajuste de la
ecuacion (2.30} a los datos experimentales da una relacion entre constantes de equilibrio de
asociacionde K.,/ K, de 0.12, lo que indica que el taxol es aproximadamente ocho veces

mas afin que Flutax por su sitio de union al microttbulo.
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Figura 3.4 -Estequiometria de unién de Flutax a microtubulos ensamblados en PEDTA, GDP 1 mM,
MgCl, 7 mM. (), microtibulos ensamblados con un 20% de exceso de Flutax sobre tubulina a pH
6.8, el Flutax en el sedimento esta corregido por la precipitacion inespecifica de ligando.(A), 1o
mismo, salvo que a pH 7.0. (©), tubulina en exceso a concentracion constante y concentraciones
crecientes de Flutax. La estequiometria promedio presenta un valor de 0.974 + 0.083.
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Figura 3.5.- Competicion de Flutax (@) y taxol (©) por la unién a microtibulos ensamblados en
PEDTA, GDP 1 mM, MgCl, 7 mM, pH 7.0 a partir de 45 pM GDP-tubulina y 50 pM taxoide total,
variando la relacién entre los dos taxoides. Las lineas son el mejor ajuste a un modelo sencillo de
competicion por un mismo sitio de union segun la ecuacion (2.30).
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3.1.1.3.- Influencia de las variables de la solucidén en la polimerizacion de

microtibulos inducida por taxoide.

Puesto que se requieren cationes divalentes para el ensamblaje de microtiibulos, se
midié ¢l efecto de la actividad de Mg®” en la polimerizacién de la tubulina asistida por Flutax
en comparacion con taxol. En la figura 3.6 A se observa como la influencia de la actividad de
Mg libre es mas pronunciada en el ensamblaje de microtibulos inducidos por Flutax que en
los inducidos por taxol. En la representacion de Wyman (Wyman y Gill, 1990) de la constante
de elongacion aparente de polimerizacidn frente a la actividad de catidn, la pendiente es igual
a la diferencia entre las moléculas de catién unidas a tubulina polimerizada y unidas a tubulina
libre (Wyman y Gill, 1990; Lee y Timasheft, 1977). Las representaciones de Wyman para el
taxol y para el Flutax (ver figura 3.6A) muestran que los microtibulos inducidos por Flutax
incorporan un ién adicional de Mg®™ por tubulina polimerizada mas que los inducidos por
taxol (2.9 en lugar de 2.1).

La influencia del pH es pequeiia en los dos casos (figura 3.6B), siendo algo menos
pronunciada en el caso de Flutax que en el de taxol (0.2 en lugar de 0.5 protones adicionales
por tubulina polimerizada).

En la figura 3.6C se observa como la influencia de la temperatura en el ensamblaje de
microtibulos es algo mas pronunciada para Flutax que para taxol. La constante de elongacién
aparente de los microtibulos nos da la energia libre de polimerizacion de los mismos a cada

temperatura, a partir de la expresion:
AG*=-RTLnK,,, (3.1)
El aumento de entalpia asociado a la polimerizacion de los microtiibulos se calculs a

partir de 1a dependencia de la temperatura en el ensamblaje de tubulina inducido por taxoide,

a partir de la ecuacién de Van’t Hoff (Lee y Timasheff, 1977):

(3.2)
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Figura 3.6.- Influencia de las variables de la solucién en la polimerizacién de microtiibulos inducida por Flutax. Panel A.- Representaciones de
Wyman (Wyman y Gill, 1990) de polimerizacién de tubulina inducida por taxoide en funcién de la concentracién de Mg™" libre. La concentracién
de Mg”" libre se calculd a partir de la concentracion total, corrigiéndola por la unidn a fosfato, EDTA y nucleotido (Diaz y Andreu, 1993), y se expresa
como actividad idnica media. Se representa el logaritmo neperiano de la constante aparente de elongacion frente a la actividad de catién. El tampoén
fue PEDTA, GDP | mM. El pH se ajustd a 6.6 tras la adicion de MgCl, .O, taxol; ®, Flutax. Las pendientes son iguales al nimero de iones adicionales
de Mg®" preferentemente unidos al polimero. Los valores obtenidos fueron de 2.1 para el taxol y 2.9 para ¢l Flutax. Panel B: dependencia de la
actividad de protones en la polimerizacién de tubulina inducida por taxcide. El tampén fue PEDTA, MgCl, 7 mM, GDP 1 mM. 0, taxol; @, Flutax.
Las pendientes son iguales al niimero de protones adicionales unidos a cada molécula de tubulina en la polimerizacion. Panel C: representacion de
Van't Hoff de polimerizaci6n de microtibulos inducida por taxo! (O) y Flutax (®). El tampén fue PEDTA, MgCl, 7 mM, GDP 1 mM, pH 6.6.
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En el caso del ensamblaje de GDP tubulina asistido por taxoide, dado que el
incremento de capacidad calorifica es nulo en el rango de temperaturas de trabajo (Diaz et al.,
1993), el aumento de entalpia puede calcularse a partir de la ecuacion (3.3), estimandose en
64 kJ /mol para el taxol (el incremento de entalpia de polimerizacion inducida por taxol

calculado por Diaz el al. (1993) fue de 49.1 kJ/mol) y 124 kJ/mol para Flutax.

3.1.1.4.- Visualizacién de microtiibulos por microscopia de fluorescencia.

Los microtubulos ensamblados con Flutax y Rotax se han visualizado mediante un
microscopio de epifluorescencia que lleva incorporada una cdmara CCD. Se observaron tanto
microtibulos aislados (ver figura 3.7) como microtubulos en distintas formas de organizacion.
Los microtibulos entrecruzados se observan inmediatamente, tanto si se observan
microtubulos preensamblados como si se dejan ensamblar entre porta y cubre. Formaciones
de microtubulos cruzados similares a asteres (ver figura 3.7B, inserto) tardan en aparecer
(aproximadamente 20 minutos tras iniciar la observacion) y son infrecuentes, lo que puede
indicar que se organicen alrededor de agregados de proteina desnaturalizada. Los haces densos
de microtubulos aparecen independientemente del tratamiento de la muestra. Cuando la
muestra ha sido ensamblada en bafio se observan inmediatamente. Cuando se deja ensamblar
entre porta y cubre, tardan unos 20 minutos en aparecer.

También se han usado Flutax y Rotax para visualizar microtibulos de MTP
ensamblados previamente a la adicion del ligando (figura 3.7, paneles E y G). Formaciones
de microtubulos entrecruzados (figura 3.7, panel E) se observaron en un tiempo inferior a un
minuto tras la adicion de Flutax. Este resultado demuestra que las MAPs no dificultan 1a unidn
de Flutax, y que el sitio de unidn del taxol al microtibulo se encuentra bastante accesible al
solvente.

Para comprobar la especificidad de la unién de los taxoides fluorescentes a MTP se
diluyeron las muestras de MTP con Flutax del mismo modo que las anteriores (ver Materiales
y Métodos, apartado 4.5), salvo que en tampon con docetaxel hasta una concentracién final

de 80 uM. La presencia del docetaxel resulta en la rapida desaparicion del marcaje de los
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Figura 3.7.- Visualizacion de microtibulos con taxoides fluorescentes. A-D. microtibulos de GDP
tubulina inducidos por Flutax, a 20 pM de tubulina v 25 uM Flutax, en tampon PEMG, GDP 1 M,
pH 6.6. A, microlibulos aislados. B, microtibulos entrecruzados. T.os inserlos muestran formaciones
semejantes a asteres. C y D, haces densos de microtibulos. E-G, microtibulos de proleina
microtubular preensamblados y visuzlizados con taxoide fluorescente, a 0.4 mg/mL de MTP y 4uM
laxoide, en tampon PIPES 100 mM, GTP 1 mM, MgCl, | mM, EGTA | mM, pIl 6.9. L, MTP con
Flutax. F, MTI con Flutax a dos munutos tras la adicion de docetaxe] 80 oM. G, tubulina con Rotax
. La barra representa 10 pm.
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microtibulos (ver figura 3.7 panel F).

3.1.2.- Interaccion de microtibulos con derivados mas solubles y fotoestables de Flutax.

3.1.2.1.- Polimerizacién de microtibulos inducida por Flutax 2 y Flutax 3.

En las condiciones de ensamblaje de microtibulos el Flutax sélo es parcialmente
soluble (ver Materiales y Métodos, apartado 3.3), lo que dificulta su uso como sonda del sitio
de unidn del taxol. Para paliar este inconveniente, s¢ evalnaron compuestos de taxol asociado
a derivados fluorados de fluoresceina con un pKa para el dianién muy alejado del rango de
pH de trabajo (ver Materiales y Métodos, apartado 3.2). En concreto, se usaron los derivados
7-0-[N-(2,7-difluorfluorescein-4’-carbonii)-L-alanilftaxoi (Flutax 2) y el 7-O-[N-
(2,7 diflucrosulfofluorescein-4'-carbonil})-L-alanil]taxol (Flutax 3). Ambos son
completamente solubles en las condiciones de trabajo (mas de (.2 mM), en el rango de pH de
6.62a7.0.

Ambos derivados ensamblan la GDP-tubulina, como s¢ muestra en la figura 3.8, con
una cinética mas similar a la del taxol que la de Flutax (ver figura 3.2). La representacion de
tubulina polimerizada y tubulina en el sobrenadante frente a tubulina total (figura 3.8B)
muestra gue la concentracion critica de polimerizacion es indistinguible de la de taxol (1.30
+0.13 uM).

ElFlutax 2 y el Flutax 3 también se han usado para visualizar microtibulos de proteina
microtubular preensamblados mediante microscopia de epifluorescencia. Se observaron tanto
microtibulos aislados como microtibulos en distintas formas de organizacion, similares a los
mostrados en la figura 3.7. Ademas, dado que los dos derivados fluorados de la fluoresceina
son mas fotoestables, los compuestos fluorescentes Flutax 2 y Flutax 3 permiten una
exposicion mas prolongada a la luz que Flutax, por lo que presentan una ventaja adicional en

la visualizacién de microtubulos.
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Figura 3.8.- Ensamblaje de microtibulos inducido por taxoide. Panel A.- Aumento de turbidez debida a polimerizacién de GDP tubulina a 20 uyM
en tampén PEDTA, GDP | mM, MgCl, 7 mM, pH 6.6 con un exceso de 1.2 de taxol (linea continua), Flutax 2 (linea de puntos) y Flutax 3 (linea
discontinua). Panel B, medida de concentracion critica de polimerizacién de GDP tubulina en PEDTA, GDP 7 mM, MgC12 7 mM, pH 6.6, inducida
por taxol(@®), Flutax 2 (A), y Flutax 3 (M). Se representa la concentracion de proteina en el sobrenadante (simbolos blancos) y en el sedimento
(simbolos negros) frente a la concentracién total de tubulina. Panel C.-. Representaciones de Wyman (Wyman y Gill, 1990} de polimerizacién de
tubulina inducida por taxoide en funcién de la actividad de Mg™ libre. Se representa el logaritmo neperiano de la constante de elongacion aparente
de los microtibulos frente a la actividad de catién. El tampén fue PEDTA, GDP 1 mM. El pH se ajustd a 6.6 tras la adicion de MgCl,. O, taxol; A,
Flutax 2; W, Flutax 3. Se representa como comparacion la dependencia de la actividad de Mg®" para el Flutax, ya mostrada en la figura 3.6. Las
pendientes son iguales al niimero de iones adicionales de Mg”” preferentemente unidos al polimero. Los valores obtenidos fueron de 2.1 para ¢l taxol,

2.9 para el Flutax, y 2.7 para el Flutax 2 y Flufax 3.
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3.1.2.2.- Union de Flutax 2 y Flutax 3 a microtibulos.

En la representacién de la polimerizacion de la tubulina a concentracion constante con
concentraciones crecientes de taxoide (figura 3.9) sc observa, de forma similar a la de Flutax,
como la polimerizacién aumenta con la concentracion de los dos taxoides hasta alcanzar un
maximo a concentraciones de taxoide cercanas al doble de la concentracién de tubulina. Las
medidas de estequiometria de unidn de taxoide a GDP tubulina polimerizada (figura 3.9, panel
B) dan valores de 1.04 + 0.08 para el Flutax 2 y de 1.14 + 0.08 para el Flutax 3, similares a
la de taxol (Diaz y Andreu, 1993).

3.1.2.3.- Influencia del pH y la actividad de Mg"" en la polimerizacién de microtdbulos

inducida por Flutax 2 y Flutax 3.

Al igual que ocurre con Flutax, la influencia de la actividad de Mg?' libre es mas
pronunciada en el ensamblaje de microtibulos inducidos por Flutax 2 y Flutax 3 que en los
inducidos por taxol. Las representaciones de Wyman (Wyman y Gill, 1990, figura 3.8 panel
C} de la constante de elongacidn aparente de polimerizacidén muestra que los microtubulos
inducidos por estos derivados incorporan un ién adicional de Mg por tubulina polimerizada
mas que los inducidos por taxol (2.7 en lugar de 2.1).

Medidas de concentracion critica a pH 6.6 y a pH 6.2 muestran que la influencia del
pH es pequeiia en ambos casos (equivalente a 0.2 protones adicionales por tubulina

polimerizada), similar a la de Flutax (ver figura 3.6).
3.1.3.- Comparacidn de los taxoides empleados en su unidn a microtibulos.
3.1.3.1.- Unién de taxoides a microtibulos de MTP.
Para comparar las afinidades relativas de los taxoides empleados por los microtibulos

se eligid un sistema en ¢l que la unidén de ligando fuera un proceso practicamente

independiente de la polimerizacion. Por eso se midid 1a unién de taxoides a microtiubulos de

70



Resultados

25

T T T T ' 1]
- [ Y » maA g
s 20 =4
ER 1 %
£
E o
8 15 4 =
T _r% ] E
> 10 .
g =
= T A b}
5 § © 4 a
Fa -
i ch mY uA’i
0._]__1.__.1__1__1__1_1__!,__1.
0 1 2 3 4
[Taxoide], / [Tubulina],
s
2
E
2
T
e
<]
5
i
el
0 U AT R NN A VU S SN A

0 5 10 15 20 25 30
[Tubulina], g, (uM)

Figura 3.9.- Union de taxoides fluorescentes a tubulina. Panel A.- Ensamblaje de tubulinaen PEDTA,
GDP 1 mM, MgCl, 7 mM, pH 6.6 a concentracién constante de tubulina y relaciones crecientes
taxoide/tubulina. Panel A, tubulina 20 uM, taxol. Fanel B, tubulina 25 pM. Triangulos, Flutax 2.
Cuadrados, Flutax 3. Panel C, tubulina 30 pM, Rotax. Los simbolos negros representan tubulina en
el sedimento, y los simbolos blancos tubulina en el sobrenadante. Las concentraciones de tubulina
estan corregidas por la precipitacién inespecifica de proteina. Panel B.- Estequiometria de union de
taxoides fluorescentes a microtiibulos ensamblados en PEDTA, GDP 1 mM, MgCl, 7 mM, pH 6.6;
Flutax 2 (A, estequiometria 1.04 + 0.08) y Flutax 3 (M, estequiometria 1.14 + 0.08). El experimento
se realizd polimerizando concentraciones crecientes de GDP tubulina con un exceso 1:1.2 de taxoide
en el tampon indicado a 37° C, separando los microtibulos por sedimentaciéon y midiendo
concentracion de proteina y ligando en el sobrenadante y en el sedimento. Las concentraciones libres
de ligando variaron de 1.8 pM a 5 uM.
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proteina microtubular ensamblados previamente a la adicién de ligando; ademas, estos
microttibulos son fisiolégicamente mas significativos que los microttiibulos de GDP-tubulina.
Para ello se polimerizé MTP a una concentracién de 2 0 4 mg/mL en tampdn PIPES 100 mM,
GTP 1 mM, EGTA 1 mM, MgCl, 1 mM, pH 6.5 con o sin glicerol 3.4 M, y se afiadieron
cantidades crecientes de taxoides. En la figura 3.10 se observan las representaciones de moles
de taxoide unido a 107 g de MTP polimerizada en funcién del logaritmo de concentracién de
ligando libre. Se observa que ¢l taxoide unido a microtibulos aumenta con la concentracion
de ligando libre hasta aproximadamente (.8-1:1, se mantiene aproximadamente en esarelacion
en un cierto rango de concentraciones, para luego volver a subir indefinidamente. Esto sugiere
dos tipos de sitios de unién al microtiubulo, uno especifico de taxol (como demuestra el hecho
de que la unién se desplaza con la adicion de docetaxel hasta una concentracion de
aproximadamente 10 pM), y otros no especificos de mas baja afinidad. Se observa también
que la unioén a sitios de baja afinidad en presencia de glicerol es distinta que en ausencia de
este cosolvente. La union de 2' acetil Flutax se detecta a concentraciones semejantes a las de
la unidn a sitios de baja afinidad de Flutax.

Los datos experimentales se analizaron segin un modelo de dos tipos de sitios de
union, aplicando la ecuacion (2.18). Los valores obtenidos se muestran en tabla 1. Este
analisis muestra aproximadamente un sitio de unidn especifico con constantes de equilibrio
de disociacion del orden de micromolar. El constrefiir a 0.8 el nimero de sitios de unién para
todos los ligandos no alterd significativamente el valor de las constantes de asociacion (no
mostrado). Asimismo, se observan un niimero indeterminado de sitios de baja afinidad con
constantes de asociacion de dos a tres érdenes de magnitud menores que las de los sitios de
alta afinidad (salvo en el caso del Flutax y el HexaFlutax, en el que s6lo las separa un orden
de magnitud). La unién a este segundo tipo de sitios no es saturable en el rango de
concentraciones en el que trabajamos (ver figura 3.10).

La solubilidad limitada de Rotax impide completar la curva de unién hasta mas de 0.4
moles de ligando unido por 10° g de microtibulos de MTP. Esta unién se desplaza
completamente por docetaxel hasta las concentraciones de ligando libre que permite su
solubilidad. Los datos disponibles no permiten estimar un numero de sitios de unidén y una

constante de asociacion, pero son compatibles con un modelo con 0.8 sitios de unién y una
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Figura 3.10.- Unidn de taxoides a proteina microtubular. @, MTP a 2 mg/mL en tampén PIPES 100
mM, glicerol 3.4 M, GTP 1 mM, EGTA 1 mM, MgCl, { mM,pH 6.5. B, en las mismas condiciones
mas docetaxel 50 uM.O, union a MTP a 4 mg/mL en el mismo tampodn sin glicerol. O, unién en el
tampon sin glicerol en presencia de docetaxel 50 pM. Las curvas (excepto en panel F) representan el
mejor ajuste la ecuacidn (2.18) a los datos de unién en tampon con glicerol, segun un modelo de dos
tipos de sitios de unidn. A, taxol. B, Flutax. A, 2' acetil Flutax. C, HexaFlutax. D, Flutax 2. E, Flutax
3. F, Rotax, la curva representa una simulacién de la unién de ligando a 0.8 sitios de proteina con una
constante de asociacion de 1.26 x 10° M,
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constante de equilibrio de asociacién de 0.6 x 10° M (ver figura 3.10, panel E).

1, K (e) n, x K, (o)

Taxol 0.8 8.1 x10° M ey 0.003 x10° M (1)
Flutax 0.9 0.5 x10° M (1) 0.028 x10° M (D
HexaFlutax 0.8 0.2 x10° M (N 0.048 x10° M (D
Flutax 2 1.1 1.7 x10°M™ (1) 0.005 x10° M™ (1
Flutax 3 0.9 4.1 x10°M! ') 0.020 x10° M (1)
Rotax (0.8) 0.6 x10° M (1) (0) 0)

Tabla 1.- Valores obtenidos en los mejores ajustes de la ecuacion (2.18) a los datos de unidn de
taxoides a MTP en presencia de glicerol segiin. n, y n, son el numero de sitios de unién de las dos
clases de sitio, &, y ¢, son los coeficientes de Hill para los dos tipos de sitio y K, y K,, son las
constantes de disociacion para los tipos de sitios 1 y 2. Nuestras condiciones de trabajo sélo nos
perminten disponer de uno de los brazos de la isoterma para el segundo tipo de sitio, por lo que no
se puede establecer con precision un valor de n, ni de K,,,, por lo que sélo se muestra el producto n,
x K,,, ¥ se constrifie el valor de &, a 1. Las curvas se ajustaron al modelo més sencillo, en el que la
unién a ambos sitios no es cooperativa. Dejar flotar el indice de cooperatividad para el sitio especifico
rinde unos indices significativamente mayores que 1 para el Flutax 2 (2.03) y para €l Flutax (2.5),
siendo el ajuste del modelo a los datos s6lo marginalmente mejor (no mostrado). En el caso del Rotax,
se constrifieron todos los valores sefialados entre paréntesis para hallar el valor de K.

L as constantes de asociacion obtenidas permiten ordenar estos taxoides por orden de

mayor a menor afinidad al sitio de alta afinidad en los microtiibulos, de 1a forma:

Taxol ) Flutax 3 >Flutax 2 ) (Rotax) ~ Flutax ) HexaFlutax

En este método de medida de union de taxoides a MTP se toma la concentracién de
taxoide fluorescente en el sobrenadante como concentracidn libre de ligando. Dado que las
concentraciones de taxoide se determinan fluorométricamente, una pequefia proporcion de
fluordforo inactivo (no unido a taxoide) puede dar lugar a una sobreestimacion del ligando
libre. Ademas, la gran afinidad de todos los ligandos por la MTP v las altas concentraciones
de proteina usadas hacen que las concentraciones libres de taxoide sean muy pequefias en

relacidén con las concentraciones totales, por lo que esta sobreestimacion en la medida puede
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introducir un error en el cdlculo de la constante de asociacidn. En los taxoides fluorescentes
derivados de la fluoresceina utilizados en este trabajo se estimé el mdximo porcentaje de
impurezas fluorescentes en un 0.2% (ver Materiales y Métodos, apartado 3.2). En el caso del
Flutax 2 y Flutax 3, se ha calculado que si un 0.2% del fluoréforo fuese inactivo, la constante
de asociacion para el primer tipo de sitio seria respectivamente de 1.7 y de 4.3 x 10° M (en

lugarde 1.6 y 4.1 x 10° MY,

3.1.3.2.- Competicion de taxoides por su sitio de unidn a microtibulos de MTP.

Para medir la afinidad relativa de todos estos taxoides por el sitio de alta afinidad
especifico de taxol se disefié un método de competicion de dos ligandos por el mismo sitio
de unidn, un higando trazador fluorescente (A) a concentracion inicial constante, y un ligando
competidor (B). Para obtener un desplazamiento efectivo, y evitar la interferencia de la union
a los sitios de baja afinidad, y de la union de los taxoides a tubulina soluble (ver apartado 2.2
de Resultados), se trabajo a baja fraccion de saturacion de sitos de umon, a bajas
concentraciones de tubulina y trazador y a concentraciones de ligando competidor libre por
debajo de 10 uM. Como taxoides trazadores se eligieron los taxoides que absorben en la
region del rojo, porque su baja solubilidad impide obtener unas concentraciones de ligando
libre suficientes para desplazar al resto de taxoides (ver Materiales y Métodos, apartado 6.2).

En la figura 3.11 se muestra el desplazamiento de Rotax (taxoide trazador-A) por el
taxol y los taxoides fluorescentes que emiten en la region del verde (taxoides competidores-
B). Debido a que trabajamos a baja fraccidon de saturacidon de sitios, y a que las
concentraciones libres de ligando son muy pequefias, la dispersién de los datos es mucho
mayor que en la medida directa de la union de taxoide a MTP. Sin embargo, se observa como
el taxol y el Flutax 2 desplazan al Rotax con una efectividad similar, que es mayor que la de
Flutax y HexaFlutax. Con éste ultimo, las concentraciones que permiten las condiciones
experimentales, no son suficientemente altas para conseguir un desplazamiento de Rotax tan
efectivo como en el resto de taxoides, lo que nos indica que su constante de equilibrio de
asociacion por el sitio de alta afinidad es significativamente menor que la del resto de taxoides

fluorescentes,
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Figura 3.11.- Competicién de dos taxoides por el mismo sitio de unién a proteina microtubular en
tampon PIPES 100 mM, glicero! 3.4 M, GTP 1 mM, MgCl, 1 mM, EGTA 1 mM, pH 6.5. Se
representan los moles de ligando unidos a cada 107 g de proteina en funcidn de la relacién de
concentraciones libres de ligando. Se usaron como taxoide trazador el Rotax (paneles A, B, C y D),
y el X-Rotax (panel E), y como competidor el taxol (panel A), el Flutax 2 (paneles B y E), el Flutax
(panel C) y el Hexaflutax (panel D). Las curvas representan €l mejor ajuste a un modelo de
competicion de dos ligandos por el mismo sitio de unién, utilizando la ecuacion (2.31) (ver Materiales
y Métodos).
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El experimento se analizé segin un modelo de competicién de dos ligandos por el
mismo sitio de unidn, ajustando a los datos experimentales la ecuacidn (2.31). Al principio
se dejaron variar los valores de K, y K, y posteriormente se fij6 el valor de K, a 3x10° M
(el valor mas repetido en los ajustes) para poder ordenar todos los taxoides por orden de
afinidad. Los resultados de estos ajustes se muestran en la tabla 3. El valor de la constante de
asociaciéon de HexaFlutax se muestra s6lo de modo orientativo, ya que el desplazamiento de
Rotax conseguido no permite una estimacion precisa de constante de asociacion. En el caso
del taxol, la constante de asociacion estimada tampoco es del todo fiable, ya que la
distribucién de los puntos de desplazamiento no es homogénea a lo largo de la curva, Esta
falta de precision se achaca a que el taxol libre se midié por HPLC, método que ofrece menor
sensibilidad que la medida por emisién de fluorescencia.

Enlafigura3.11, panel E, se muestra el desplazamiento de X-Rotax (taxoide trazador-
A) por Flutax 2 (taxoide competidor-B). El Flutax 2 desplaza al X-Rotax de forma similar a
la de Rotax. Estos datos se analizaron del mismo modo que los anteriores, constrifiendo el
valor de K para Flutax 2 a 4.5 x 10° M (el valor obtenido en el andlisis anterior de
desplazamiento de Rotax con Flutax 2). La constante de asociacion obtenida fue de 2.8 x 10°

M para el X-Rotax.

Flotando K, y K Constrifiendo K ,=3 x 10° M
Taxol (Kp=2.2x 10°M™") K,=2.5x 10° M
Rotax K,=2.8x10° M
Flutax K;=3.4 x 10° M Ky=1.7x 10° M!
Rotax K,=4.7x 10° M
HexaFlutax (Kg=0.5x 10°M™1) K;=0.5x 10° M
Rotax K,=3.1x10°M"
Flutax 2 Kg=4.5x 10° M Kg=4.2x 10°M"
Rotax K,=3.1x10°M"

Tabla 2.- Constantes de union al sitio especifico del taxol de diversos taxoides segtin ¢l mejor ajuste
de la ecuacidén (2.31) a los datos experimentales. Los numeros entre paréntesis se muestran sélo a
titulo orientativo.

Las constantes de asociacion obtenidas nos permiten ordenar la afinidad relativa de los
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taxoides de la forma:

Flutax 2 = Rotax = X-Rotax = Taxol > Flutax ) HexaFlutax

Las limitaciones experimentales de este método hacen que éste no sea capaz de
distinguir claramente las constantes de asociacion de Flutax 2, Rotax, X-Rotax y taxol, aunque
si distingue al Flutax y al HexaFlutax del resto.

Dado que trabajamos a concentraciones de proteina y de ligando total menores que en
el experimento de uniéon a MTP, este segundo método es menos sensible a la presencia de un
pequeflo porcentaje de fluoréforo inactivo.

E} analisis anterior nos da los valores tanto de la constante de union del ligando
trazador como del competidor, pero precisa de la medida de la concentracion del ligando libre.
En nuestro disefio de experimento estas concentraciones se determinaron, pero se quisieron
analizar los datos de la competicion para un caso mas general en ¢l que sélo se conozcan las
concentraciones de proteina y ligando total. Para ello, se representaron los valores de v, en
funcidn de la cantidad de competidor total (figura 3.12) y se ajusto el sistema de ecuaciones
(2.21) a (2.26) para los valores conocidos de [A],, [B], y K, variando el valor de K; para
buscar la minima desviacién de los datos calculados de v, con respecto a los datos
experimentales. Debido a la fuerte adsorcion a las paredes del tubo de Rotax [A], no se
mantuvo constante en todo el experimento (ver Materiales y Métodos, apartado 6.2), por lo
que solo se tomaron los puntos en que las concentraciones totales de Rotax presentaban menor
variacion entre si. Los ajustes se muestran en la figura 3.12, y las constantes de unién
determinadas se muestran en la tabla 3.

El experimento de competicion también se realizo con el taxoide fluorescente
sintetizado por de Guy et al. (1996) (B-SulfoRotax) y con un taxoide sintetizado en nuestro
laboratorio usando la sulforodamina como fluoréforo y la «-alanina como espaciador (c-
SulfoRotax). La unién a MTP detectada para ambos taxoides fue siempre menor de 0.025
moles de taxoide unido a cada 10° gramos de MTP, pero esta pequefia cantidad era
desplazada por Flutax 2, lo que parece indicar que la union es especifica. Las bajas

concentraciones de taxoide en el sobrenadante debidas a la baja solubilidad y fuerte adsorcién
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Figura 3.12.- Competicién de dos taxoides por el mismo sitio de unién a proteina microtubular en
tampén PIPES 100 mM, glicero] 3.4 M, GTP 1 mM, MgCl, 1 mM, EGTA 1 mM, pH 6.5, Se
representan los moles de ligando unidos a cada 10”° g de proteina en funcién del taxoide competidor
total. Se usaron como taxoide trazador el Rotax y como competidor el taxol (panel A), el Flutax 2
(panel B), €l Flutax (panel C) y el Hexaflutax (panel D). Las curvas representan el mejor ajuste a una
competicién de dos ligandos por el mismo sitio de unidn seglin un ajuste muitiple a las ecuaciones

(2.19) a (2.24) (ver Materiales y Métodos).
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a las paredes de los dos taxoides no permitieron medir adecuadamente la competicion en estas

condiciones.

Taxoide competidor ~ [Taxoide trazador],,, K,

Taxol 0.12 uM 3.0x 10°M*
Flutax 0.15 pM 3.3x 10° M
HexaFlutax 0.19 uM 0.3x 10° M
Flutax 2 0.12 uM 4.0 x 10° M

Tabla 3-, Valores de K, para el ajuste en funcion de las concentraciones totales de ligando y proteina.
Se representa la media de los valores de taxoide trazador total en los puntos en que se realiza el ajuste
determinada experimentalmente.

3.1.3.3.- Cambios en la estructura de los microtiibulos inducidos por taxoide.

El Flutax, el Rotax, el Flutax 2 y ¢l Flutax 3 inducen un aumento en el niimero de
protofilamentos de microtiibulos de GDP tubulina con respecto a los microtubulos
ensamblados en presencia de taxol (ver figura 3.13). Los microtibulos de taxol observados
mostraron mayoritariamente un patrén de 2 franjas - vacio - 2 franjas, indicativo de 13
protofilamentos (figura 3.13), mientras que los microtubulos inducidos por taxoides
flucrescentes presentan mayoritariamente patrones de franjas 3 - vacio - 3, y 3 - vacio - 4,
respresentativos de microtubulos de 15 y 16 protofilamentos respectivamente (Chrétien y
Wade, 1991).

Cuando los taxoides fluorescentes se afiaden sobre microtubulos de MTP sus efectos
en el cambio de protofilamentos no son tan notables como en el caso de los GDP
microtubulos. Mientras que los patrones de franjas observados para MTP en ausencia de
taxoide fueron mayoritariamente de 2-nada-2 (13 protofilamentos}), en presencia de ligandos
fluorescentes se cuantificaron tanto microtibulos de 13 como de 14 y, en menor cantidad, de
15 protofilamentos. En las muestras observadas no se detectan diferencias significativas entre
los microtubulos a los que el taxoide se afiadié antes del ensamblaje y aquellos a los que se
les afiadid una vez polimerizados (ver figura 3.14). Sin embargo, s necesario un mayor

numero de observaciones para poder establecer con precision tales diferencias.
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Figura 3.13.- Fotografias de microscopia electronica de microtiibulos de GDP tubulina inducidos por
taxol (panel A), Flutax (panel B), Rotax (panel C), Flutax 2 (panel D) y Flutax 3 (panel E). La barra
representa 50 nm.

81



Figura 3.14.- Microtubulos de MTP en tamp6n PIPES 100 mM, GTP 1 mM, MgCl, 1 mM, EGTA 1 mM, pH 6.5. A y B, microtibulos sin
taxoide afiadido. C, y D, microttibulos con Flutax y Flutax 3 respectivamente afiadidos antes de la polimerizacion. E y F, microtubulos con
Flutax 2 afiadido después de la polimerizacion.



Resultados

3.2.- UNION DE TAXOIDES FLUORESCENTES A TUBULINA: DIFERENCIAS CON
SU UNION A MICROTUBULOS.

3.2.1.- Espectros de absorcidn de taxoides fluorescentes con tubulina y microtubulos.

Aunque todos los analogos fluorescentes del taxol se sintetizaron con la molécula
fluorescente en la posicién 7 del taxol, que no es esencial para su funcién, y que
probablemente esta lejos de su sitio de unién (Kingston, 1994), todos los derivados de la
fluoresceina han resultado ser sensibles al microentorno en el que se encuentran. En presencia
de tubulina o microtibulos en la disolucion, sufren cambios apreciables en su espectro de

absorcién (ver figuras 3.15 y 3.17).

2.1.1.- Cambios en el espectro de absorcién de Flutax.

En el Fiutax, en nuestras condiciones de frabajo, el cromoéforo fluoresceina se
encuentra en equilibrio entre sus formas de ionizacién monoaniénica y dianiénica, cada una
de las cuales presenta un espectro de absorcion diferente. Esta transicién se puede seguir
mediante la relacion entre diferentes valores de absorcién a distintos pH (ver Materiales y
Métodos, apartado 2.5). En el caso de Flutax en tampdn fosfato, se determiné el pKa aparente
a partir de las relaciones entre los valores de absorcion a 493 nm y 464 nm en funcion del pH
(ver figura 3.16). El pKa resultante de este analisis fue de 6.54 £ 0.03. Dado que el pKa para
el equilibrio monoanién/dianion para la fluoresceina es de 6.3 (Diehl,1989; Klonis et al.,
1998), los resultados muestran que la unién covalente del taxol a la molécula de fluoresceina
no cambia significativamente las propiedades de iomizacion de la misma.

En presencia de tubulina y de microtiubulos, la forma del espectro de absorcion de
Flutax experimenta cambios a diferentes valores de pH (ver figura 3.15). En presencia de
microtibulos, presenta un desplazamiento de 4 nm hacia longitudes de onda mayores en la
posicion de su maximo de absorcién, y a pH 6.6, un aumento en su coeficiente de extincién
molar. Sin embargo, en presencia de tubulina no polimerizada, el cambio que se produce en

su espectro de absorcidn es mas notable y completamente distinto. La posicion de su méaximo
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Figura 3.15.- Espectros de absorcion de Flutax en tampon PEDTA, GDP 1 mM, pH 6.6 (panel A) o
7.0 (pancl B). Linea continua, Flutax 2 uM (el espectro se representa multiplicado por 10). Los
espectros de Flutax en este tampén a 4° C y a 37° C resultaron superponibles. Linea de puntos, Flutax
20 pM en presencia de tubulina 25 uM. Linea alterna con puntos, Flutax 20 pM en presencia de
tubulina 25 pM y MgCl, 7 mM, a 4 ° C. Linea discontinua, lo mismo, tras 1h de incubacién a 37°C
(Flutax en microtibulos). Linea discontinua gris, lo mismo, tras la adicion de docetaxel 30 pM.
Todos los espectros se adquirieron en un espectrofotometro Varian Cary 3E.
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Figura 3.16.- Curvas de titulacién espectrofotométrica de Flutax en tampén PEDTA GDP 1 mM en
funcion del pH, en solucién (O, Flutax 2 uM en el tampdn indicado a 20° C, la relacién entre valores
es indistinguible en presencia o ausencia de MgCl,), en presencia de microtiibulos (M, Flutax 20 pM
en el mismo tampoén méas MgCl, 7 mM y tubulina 25 pM, espectro medido tras 1 hora de incubacién
a37°C), en presencia de tubulina y MgCl, (O, mismas condiciones que anterior, medido a 4° C),
y de tubulina (@, en tampon PEDTA GDP 1 mM con tubulina 25 pM). Dado que ¢l Flutax unido a
la tubulina sufre un cambio en su espectro muy diferente al que experimenta cuando se une a
microtibulos, se representan las relaciones entre valores de absorcion a 493 nm y 464 nm de Flutax
unido a microtibulos corregidas por la absorcion del Flutax unido a la tubulina no ensamblada que
queda en solucion. Las barras de error representan la desviacion estandar entre el valor experimental
y el corregido. La constante acida de ionizacién calculada para el Flutax en disolucion ajustando la
ecuacion (2.9) a los datos (linea continua) fue de 6.54 £ 0.03, El ajuste a los datos de Flutax unido a
microtibulos de la ecuacion {2.9) (linea discontinua) se realizd constrifiendo los valoresde My N a
los valores obtenidos para Flutax en solucion, y dio un valor de pKa de 6.3 + 0.1 unidades de pK. Los
triangulos blancos representan la relacién entre valores de absorcion a 494 nm y 464 nm para Flutax
2, y los triangulos negros, la relacion entre Agy,/A,,, para Flutax 3.
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de absorcion apenas varia (2 nm a pH 7.0) pero sufre una disminucién acusada de su
coeficiente de extincion (aproximadamente del 40%).

Si atribuimos los cambios en el espectro de absorcidn del Flutax unido a microtibulos
unicamente a cambios en el estado de ionizacién de la molécula, podemos representar las
relaciones entre valores de absorcidn a 493 y 464 nm, de forma analoga a la del ligando en
solucién (ver figura 3.16), para estimar un pKa aparente del taxoide unido a los microtubulos.
Si asumimos que la relacion (g4, / €4,) para el monoanion y para el dianién no cambia con
respecto al valor que tiene en solucidn, el cambio se traduce en una ligera disminucién del
pKa aparente (0.2 unidades de pK) respecto de su valor en solucién. Esto puede interpretarse
como la presencia de un microentorno catiénico en el sitio de unién del ligando en la tubulina.
Por otro lado, la posicidn del maximo de absorcion de Flutax se desplaza hacia longitudes de
onda mayores cuando se une a los microtibulos, lo que indica que el croméforo fluoresceina
sufre otros fendémenos tras su unién al microtibulo (fundamentalmente puentes de hidrégeno,
ver Klonis er al., 1998). Por tanto, la relacién entre valores de absorcion se ve afectada por
otros factores distintos al cambio en el estado de ionizacidn, por lo que el clculo del cambio
en la constante acida de ionizacion es por el momento una aproximacion.

El cambio de la forma del espectro de absorcion y la disminucidn del coeficiente de
extincion de Flutax unido a tubulina soluble son mucho mas acusados que en tubulina
polimerizada, por lo que pueden utilizarse como herramienta para detectar el estado de
polimerizacion de la proteina en la solucién. Ambos cambios son similares a los observados
cuando aumenta la concentracién de taxoide por encima de 2 pM a pH menores que 7.0 (ver
figura 2.4 de Materiales y Métodos), por lo que es posible que coexistan varios efectos
adicionales a los que pueda haber en microtibulos, como fenémenos de agregacion o

apilamiento de Flutax.
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A ‘:QSX %€ . app 3000 “A/A,
Flutax, tampén A, pH 6.6, 2 uM 492nm 35000 M' cm’ 18
microtibulos GDP, pH 6.6 496 nm 46000 M cm™ 22
tubulina, pH 6.6 492nm 21000 M” cm™ 12
Flutax, tampén A, pH 7.0, 2 uM 493 nm 50000 M cm™ 21
microtiibulos GDP, pH 7.0 497 am  S5000 M cm’! 22
tubulina, pH 7.0 495nm 28000 M’ cm’ 16
Flutax, tampdén B, pH 6.5, 1.5 pM 497 nm 20
microtubulos MTP, 15 pM 498 nm 27
Flutax 2, tampén A, pH 6.6 494nm 73000 M cm’ 27
microtdbulos GDP, pH 6.6  497nm 58000 M ¢cm™ 34
tubulina, pH 6.6 502nm 50000 M cm’! 28
Flutax 2, tampén B, pH 6.5, 15 pM 497 nm 29
microtibulos MTP, 15 uM 497 nm 33
Flutax 3, tampon A, pH 6.6 S500nm 76000 M cm’! 27
microtibulos GDP, pH 6.6  504nm 61000 M cm™ 29
tubulina, pH 6.6 508 am 54000 M cm’! 26
Flutax 3, tampén B, pH 6.5 504 nm 28
microtubulos MTP 505 nm 32

Tabla 4.- Coeficientes de extincion y la relacion entre valores de absorcion de taxoides fluorescentes
a una concentracion de 20 pM (excepto donde se indica). Tampdn A, PEMG, GDP 1 mM. pH 6.6.
Tampoén B, PIPES 100 mM, glicerol 3.4 M, GTP 1 mM, EGTA 1 mM, MgCl, 1 mM pH 6.5. a,
posicion del maximo de absorcién. b, coeficiente de extincion molar aparente (ver Materiales y
Métodos, apartado 3.4) en el maximo, en M cm™, En el caso de taxoide unido a microtibulos, la
desviacion estandar es de + 5000. ¢, relacion entre valores de absorcidn (A= 493 nm para Flutax, 494
nm para Flutax 2 y 500 nm para Flutax 3. A,=464 nm para Flutax y Flutax 2, y 470 nm para Flutax
3).
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3.2.1.2.- Cambios en el espectro de absorcion de Flutax 2 y Flutax 3.

En nuestras condiciones de trabajo, tanto Flutax 2 como Flutax 3 se encuentran
fundamentalmente en forma dianiénica (ver Materiales y Métodos, apartado 3.3; figura 3.16
de Resultados). Sin embargo, la forma de su espectro de absorcion también experimenta
cambios en presencia de tubulina o microtibulos. Cuando estan unidos a microtiibulos de
GDP tubulina a una concentracién de 20 uM taxoide y 25 uM tubulina ambos sufren un
desplazamiento hacia longitudes de onda mayores en la posicion de su maximo de absorcién,
asi como una disminucidn en su coeficiente de extineidn (figura 3.17). Estos cambios han sido
importantes a la hora de interpretar los cambios observados en el espectro de absorcion de
Flutax tras su unién a microtibulos.

En presencia de tubulina no polimerizada, el cambio en la posicién de su maximo de
absorcion es mucho mas acusado (8 nm), y la disminucion en su coeficiente de extincidn es

también mucho mayor (aproximadamente de un 30% en los dos casos).

3.2.1.3.- Cambios en el espectro de Flutax, Flutax 2 y Flutax 3 en presencia de

glicerol.

Estos taxoides también son sensibles a la presencia de glicerol en la solucién. En
tampon PIPES 100 mM, glicerol 3.4 M, GTP 1 mM, EGTA 1 mM, MgCl, 1 mM, pH 6.5
presentan un desplazamiento hacia el rojo en su maximo de absorcién similar al que presentan
cuando estan unidos a microtibulos de GDP tubulina, como se muestra en la tabla 4 y en la
figura 3.18. Cuando se unen a microtibulos de MTP ensamblados en el mismo tampodn
previamente a la adicion de taxoide, la forma del espectro varia muy poco, lo cual puede
sugerir que el tampon con glicerol imita de algun modo del microentornoe de los taxoides en
su sitio de unidn al microtubulo.

En latabla 4 se comparan los coeficientes de extincion aparentes y las relaciones entre
valores de absorcion de los tres taxoides fluorescentes en distintos tampones cuando se

encuentran libres en solucion o unidos a tubulina soluble o a microtubulos.
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Figura 3.17 .- Espectros de absorcion de Flutax 2 (panel A) y Flutax 3 (panel B) en tampén PEDTA
GDP 1 mM, pH 6.6. Linea continua, taxoide 20 uM en solucidn. Linea de puntos, taxoide 20 uM en
presencia de tubulina 25 pM en el mismo tampon. Linea alterna con puntos, taxoide 20 pM en
presencia de tubulina 25 pM y MgCl, 7 mM, a 4° C. Linea discontinua, lo mismo, tras una hora de
incubacion a 37° C (taxoide en microtubulos). Todos los espectros se adquirieron en un
espectrofotémetro Varian Cary 3E termostatizado.
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Figura 3.18.- Espectros de absorcién de taxoides fluorescentes en tampon fosfato 10 mM pH 7.0
(linea de puntos), en tampdén PIPES 100 mM, glicerol 3.4 M, EGTA | mM, MgCl, ImM, GTP | mM,
pH 6.5 (linca continua), y en el mismo tampdn en presencia de MTP polimerizada durante 1 hora a
37°C, medidos a temperatura ambiente en un espectrofotdmetro Hitachi U2000. Panel A, Flutax. Los
espectros de Flutax sin tubulina se adquirieron a 1.1 pM, y se presentan multiplicados por 10. El
espectro en presencia de microtibulos se adquirié a 11 uM. Panel B, Flutax 2 a 14 pM. Panel C,
Flutax 3 a 12 pM,
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3.2.2 - Interaccion de taxoides fluorescentes con tubulina.

3.2.2.1.- Velocidad de sedimentacion de tubulina con taxoides fluorescentes.

El hecho de que la forma del espectro de absorcidn de los taxoides fluorescentes
cambie en presencia de tubulina no polimerizada en la solucién indica algin tipo de
interaccion entre estos ligandos y la proteina.

Para medir esta interaccion, se realizaron experimentos de velocidad de sedimentacion
de tubulina en presencia de estos taxoides en tampon PEDTA, GDP 20 uM, pH 7.0 en
ausencia de Mg”', y por tanto en condiciones en que Ia tubulina no ensambla en microtiibulos

ElFlutax cosedimenta en su mayor parte con la tubulina en experimentos de velocidad
de sedimentacion a 60000 rpm en tampon PEDTA pH 7.0, como muestra la figura 3.19
(paneles A y B). Para comprobar que la unién no era debida a la parte fluorescente del ligando
se realizé un experimento similar con tubulina y alaninfluoresceina. Asimismo, se realizé un
control con ovoalbumina y Flutax, para comprobar si el Flutax se uniria a cualquier otra
proteina (figura 3.20, paneles C a F). En ambos casos el resultado fue negativo, lo que
demuestra la especificidad de Flutax por la tubulina.

El Rotax también se une a la tubulina en experimentos de velocidad de sedimentacion,
como se muestra en la figura 3.20 (paneles A y B), aunque su baja solubilidad impide un
anlisis cuantitativo de esta unién.

El analisis mas detallado de la figura 3.19 (paneles A y B) muestra que del Flutax
inicial (22 pM) la mayor parte cosedimenta con 20 uM de tubulina, que sedimenta totalmente,
mientras que queda en el sobrenante una concentracion de ligando libre de 2 uM. La figura
3.20 (panel C) muestra la contribucidn de la absorcion de la fluoresceina a 295 nm: se observa
la aparicion de una linea base de ~ 0.1 A que es debida a la absorcidn a esa longitud de onda
de la fluorescein alanina no sedimentada.

Se midieron los coeficientes de sedimentacion (s, ) tanto a 295 nm (longitud de onda
a la que aproximadamente el 80% de la absorcion es debida a la proteina) como a 495 nm (en
que toda la absorcién es debida al Flutax), y se compar6 con el de la tubulina sin ligando en

el mismo tampon al que se le afiadio la cantidad equivalente de DMSO (estado de referencia).
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Figura 3.19.- Perfiles de velocidad de sedimentacién de tubulina y taxoides fluorescentes, en tampén
PEDTA, GDP 20 uM, pH 7.0. Paneles A y B, tubulina 20 uM en presencia de Flutax 25 uM a 295
nm y a 495 nm, respectivamente. Paneles C y D, tubulina 20 uM en presencia de 2' acetilFlutax 25
pM. Todos los perfiles se adquirieron a 20° C 'y 60000 rpm, a intervalos de tiempo de 5 minutos.
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Figura 3.20.- Perfiles de velocidad de sedimentacion de tubulina y taxoides fluorescentes, en tampén
PEDTA, GDP 20 pM, pH 7.0. Paneles A y B, tubulina 6 pM con Rotax a concentracion final 2 uM,
medido a 275 y 557 nm. Paneles C y D, tubulina 20 uM en presencia de fluorescein alanina 25 pM,
a 295 y 495 nm, respectivamente. Paneles E y F, Flutax 25 pM en presencia de ovo-albimina medidos
a 295 y 495 nm respectivamente. Todos los perfiles se adquirieron a 20° C y 60000 rpm, a intervalos
de tiempo de 5 minutos.
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Para medir el coeficiente de sedimentacion se emplearon tanto €l método de representar la
posicion radial del frente en funcion del tiempo (al que nos referiremos a partir de ahora como
método 1), que determina el coeficiente de sedimentacion de la especie mayoritaria en la
celda, como el método del segundo momento de perfiles de sedimentacion (método 2), que
nos da una informacién mas completa de todas las especies en solucién). En los experimentos
realizados, se observa que el coeficiente de sedimentacion determinado por el segundo método
siempre es mayor que ¢l determinado por el método del logaritmo de r frente a t, lo que indica
heterogeneidad en el material que esta sedimentando (ver tabla 5).

El coeficiente de sedimentacion de la tubulina a una concentracién de 20 uM sin
ligando medido por el método 1 esde 5.5+ 0.2 S, que corresponde con el valor de coeficiente
de sedimentacién de tubulina corregido a dilucién infinita (s°,)) de 5.8 S determinado por
Frigon y Timasheff (1975). Sin embargo, cuando se mide por el método 2, da un valor de 6.2
+ 0.4 S. Esta diferencia entre los dos métodos indica que parte del material esta sedimentando
con mayor velocidad que el dimero de tubulina. La causa de esta diferencia puede ser una
agregacion parcial de la proteina debida a la desnaturalizacién, ya que la GDP tubulina en
ausencia de Mg** presenta una velocidad de desnaturalizacién mayor que la de la proteina
equilibrada con catiéon (Menéndez ef al., 1998). Esta disparidad entre los dos métodos no se
observa cuando se disminuye la concentracion de la tubulina a 6 pM, lo que parece indicar que
la agregacidn es menor.

Cuando se afiade Flutax a la tubulina se observa que a 295 nm el coeficiente de
sedimentacion medido por el método 1 no varia con respecto al estado de referencia (5.3 S).
Sin embargo, cuando se mide por el método 2, si que se observa un aumento en presencia de
Flutax (de 6.2 £0.4 S en ausencia de ligando a 7.3 = 0.5 S). Esta diferencia en los valores
obtenidos por los dos métodos indica que aumenta la asimetria del pico. Este aumento se
puede achacar a un aumento en la agregacion de la tubulina, pero también se puede deber a
un artefacto optico causado por la absorcion a 295 nm del Flutax que esta sedimentando (ver
mas adelante). Este cambio en el coeficiente de sedimentacién promedio no se observa con
el taxol ni con el docetaxel, como se muestra en la tabla 5.

A 495 nm, se observa que el coeficiente de sedimentacién de Flutax en presencia de

tubulina es mayor que el de la proteina, tanto si se mide por el método 1 (7.6 + 0.4 S) como
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por ¢l método 2 (8.3 £ 0.1 S).

Por otro lado, también se midié el coeficiente de sedimentacién de tubulina
equimolecular con Flutax 6 pM. En estas condiciones se observa que no existe esa
discrepancia entre coeficientes de sedimentacion calculados por diferentes métodos, ni en el
estado de referencia ni en presencia de Flutax. Ademas, el coeficiente de sedimentacién
medido a 495 nm no aumenta en presencia de taxoide.

En la representacion de la distribucidon de coeficientes de sedimentacién (figura 3.21)
se observa que el maximo del g(s*) de la tubulina en presencia de Flutax (linea continua)
coincide con el de la proteina sin ligando (linea de puntos). Sin embargo, cuando se mide a
495 nm, este maximo esta desplazado al menos dos unidades de S con respecto al pico de la
tubulina (linea discontinua). Todo esto parece indicar que el Flutax se une preferentemente
a especies de tubulina mayores que el mondémero. Estos cambios en la distribucién de los
coeficientes de sedimentacidon no se detectan cuando la proteina y ¢l ligando estin a una
concentracion de 6 pM.

La presencia de docetaxel 50 pM no desplaza la unién de Flutax a la tubulina. Sin
embargo, el aumento en el coeficiente de sedimentacion de la tubulina medido por el segundo
momento en presencia de Flutax 25 uM y de docetaxel 50 pM no es tan apreciable (6.8 S en
lugar de 7.6 S). En la representacion de g(s*) frente a s* no se observa que el docetaxel tenga
influencia en la distribucién de los coeficientes de sedimentacién (figura 3.20, lineas grises).

El 2' acetil Flutax se comporta de manera similar al Flutax. Su coeficiente de
sedimentacion en presencia de tubulina medido a 495 nm es algo mayor que el de la tubulina,
y en la distribucion de coeficientes de sedimentacion se observa que el maximo se encuentra
algo desplazado con respecto al del estado de referencia (figura 3.20, panel C). El docetaxel
no tiene ningun efecto ni en los coeficientes de sedimentacion ni en la distribucion de los
mismos. Tanto el Flutax 2 como el Flutax 3 (figura 3.21, paneles D y E) se comportan de la

misma forma.
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Método s, a 295 ®s,0» ligando  s,y,a 295, DT ,,, ligando, DT

Tubulina 1 55+0.2 55"+0.1
2 6.2+ 0.4 6.2"+ 0.2
Tubulina 6 pM 1 5.5
2 5.7
Tubulina,taxol 1 53
2 6.6
Tub, Flu-ala 1 49
2 5.8
Tub, Flutax 1 56+03 7.6+04 5.1 6.9
2 73+0.5 83+0.1 6.6 8
Tub, Flutax 6 pM 1 5.5 5.8
2 5.7 6.3
Tub, 2" ac.Flutax 1 5.7 6.7 5.6 6.4
2 7.1 8.8 7.3 8.4
Tub. 6 uM, Rotax 1 53
2 5.5
Tub, Flutax 2 1 56=+0.1 7.0+ 01 5.8 6.9
2 7.0+04 8.2+03 6.8 7.8
Tub, Flutax 3 1 5.5 6.7
2 7.8 8.1

Tabla 5.- Coeficientes de sedimentacion de tubulina 20 uM vy de los ligandos correspondientes a 25
uM (excepto donde se indica, 6 pM} medidos por el método de la posicién del frente en funcidén del
tiempo (método 1) y por el método del segundo momento de la distribucidn de concentracion (método
2). a, coeficiente de sedimentacion medido a 295 nm. (excepto en las muestras a 6 uM de tubulina,
medido a 275 nm). b, coeficiente de sedimentacion medido a las longitudes de onda de cada ligando
(ver Materiales y Métodos, apartado 6.1). ¢, coeficientes de sedimentacién de la tubulina en presencia
de docetaxel 50 uM (excepto (*), 25 uM). 4, coeficientes de sedimentacion del ligando en presencia
de docetaxel 50 uM.
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Figura 3.21.- Representaciones de g(s*) frente a s* de experimentos de velocidad de sedimentacidén
de tubulina con taxoides, en tampén PEDTA, GDP 20 uM, pH 7.0. Se tomaron cuatro perfiles
consecutivos de sedimentacion, del minuto 20 al minuto 35.Lineas de puntos, tubulina 20 uM a 295
nm (excepto panel B, tubulina 6 M a 275 nm). Lineas continuas negras, tubulina 20 pM mas taxoide
25 pM a 295 nm (excepto panel B, ambos a 6 pM, medidos a 275 nm). Lineas continuas grises, lo
mismo con de docetaxel 50 uM. Lineas discontinuas negras, tubulina 20 pM mas taxoide 25 uM
{excepto panel B, ambos a 6 uM) a la longitud de onda del ligando fluorescente. Lineas continuas
grises, lo mismo con docetaxel 50 uM. Panel A, tubulina con Flutax. Panel B, tubulina con Flutax 6
uM. Panel C, tubulina con 2' acetil Flutax. Panel D, tubulina con taxol (linea discontinua} o con
docetaxel (linea continua) a 295 nm. Panel E, tubulina con Flutax 2. Panel F, tubulina con Flutax 3.
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En la tabla 5 se muestran los coeficientes de sedimentacion de la tubulina y de los
ligandos por los dos métodos mencionados. De la observacién de esta tabla y de las
distribuciones de coeficientes de sedimentacién (figura 3.21) podemos obtener las siguientes
conclusiones:

- Los taxoides fluorescentes (activos o no) se unen a la tubulina no polimerizada. Esta
unién no se desplaza por docetaxel, y no es debida a la parte fluorescente aislada del taxol.

- Los coeficientes de sedimentacion de los taxoides fluorescentes (activos o no) en
presencia de tubulina en la regién del visible son mayores que a 295 nm por los dos métodos
de calculo empleados. Ademas, la distribucién de los coeficientes de sedimentacién muestra
que el pico de g(s*) esta alrededor de 7.5 S. Esto sugiere que los taxoides fluorescentes se
unen de forma heterogénea a la tubulina, preferentemente a especies moleculares mayores que
el dimero. Sin embargo, es dificil decir si el coeficiente de sedimentacién medido en la region
del visible es realmente el coeficiente de sedimentacion de la especie molecular a la que se une
el taxoide: si 1a unién de taxoide a tubulina es heterogénea (el taxoide se une a las especies de
tubulina que sedimentan mas rapido), y produce un cambio en su coeficiente de extincion
(como hemos visto en el apartado 2.1 de Resultados), la disminucién en el coeficiente de
extincion de taxoide unido a especies de tubulina mayores al dimero puede provocar una
deformacidn del frente de sedimentacion en la region del visible que puede introducir un error
en la estimacion del coeficiente de sedimentacion. Sin embargo, si la unién de taxoide fuese
homogénea al dimero de tubulina no se detectaria ningin cambio en los coeficientes de
sedimentacion a las dos longitudes de onda. Cuando la tubulina esta a una concentracion
menor (6 uM) no se observa esta disparidad en los coeficientes de sedimentacion, lo que
indica que el Flutax también se une al dimero de tubulina.

- Los taxoides fluorescentes aumentan el coeficiente de sedimentacion medido a 295
nm. A esta longitud de onda, la absorcién es debida tanto a la tubulina (aproximadamente un
80%) como al taxoide (aproximadamente un 20%). Por tanto, es dificil distinguir si este
aumento en el coeficiente de sedimentacién es debido a que los taxoides inducen una pequefia
agregacion en la tubulina, o simplemente a que los taxoides unidos a las especies de tubulina
que sedimentan mas rapido producen un aumento de absorcién en posiciones radiales algo

mas avanzadas que el frente principal de la tubulina. Para comprobar esta segunda posibilidad
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se estimo a partir de los perfiles de sedimentacidn a 495 nm y del espectro de absorcién del
Flutax la maxima contribucion que tendria este taxoide a la absorcidn a 295 nm, y este valor
se restd de los perfiles de velocidad a esta ltima longitud de onda. El coeficiente de
sedimentacion del espectro diferencia calculado por el segundo momento presento un valor
de 6.5 S.

- Por tanto, aunque de los resultados obtenidos no podemos afirmar que los taxoides
aumenten la agregacion de la tubulina, si podemos apuntar que se unen a especies no definidas

mayores que el dimero.

3.2.2.2.- Union de taxoides a tubulina y microtdbulos de GDP tubulina

Se midid la union de taxoides fluorescentes a tubulina en las mismas condiciones de
los experimentos de velocidad de sedimentacion. Para ello se disefid un experimento de
sedimentacion en centrifiga preparativa que simulase las condiciones de la centrifuga analitica
(ver Materiales y Métodos, apartado 5.2). En la figura 3.22 se muestran las isotermas de unién
de taxoides a GDP tubulina en tampdn PEDTA, GDP 20 uM, pH 7.0. En ellas se observa que
los derivados fluorescentes se unen a la tubulina no ensamblada mucho mas que el taxol, y que
esta unioén no se desplaza por docetaxel. Ademaés, la unién de Flutax a la GDP tubulina es
indistinguible de la de su derivado inactivo 2' acetil Flutax. El hecho de que esta unién no sea
saturable en las condiciones de trabajo dificulta su analisis cuantitativo, pero puede describirse
como una unién a sitios mitltiples. Se sometieron a un ajuste segin la ecuacion (2.17) de la
misma forma que en experimentos de unién a microtiibulos de MTP, salvo que para un sélo
tipo de sitios (a los que llamamos n,). Los resultados de este ajuste se muestran en la tabla 6.

En la isoterma de union de taxoides a microtibulos de GDP tubulina (figura 3.22) se
observa que hasta una concentracion de ligando libre de hasta 10 pM se comportan de manera
similar al taxol, uniéndose una molécula de taxoide por molécula de proteina polimerizada,
si bien la concentracion libre de ligando a partir de la que se observa polimerizacion es menor
para ¢l taxol que para el resto de taxoides (taxol / Flutax 3 ~Flutax 2 / Fluiax). En esta
region, la unién se desplaza por docetaxel. A partir de 10 uM de Flutax 2 y Flutax 3 libre,

comienza la union a sitios de baja afinidad.
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Figura 3.22- Union de taxoides a GDP tubulina a 20° C (simbolos blancos) y a microtiibulos de GDP
tubulina a 37° C (simbolos negros). Circulos, union del taxoide indicado. Cuadrados, unidén de taxoide
en presencia de docetaxel 50 pM. Panel A, taxol. Panel B, Flutax y 2' acetil Flutax (rombos). Panel
C, Flutax 2. Panel D, Flutax 3. Las lineas continuas representan el mejor ajuste a la union a los
microtibulos segin la ecuacién (2.16), excepto en los paneles A y B, donde representan la media
aritmética de los valores de v, ;.. Las lineas discontinuas representan el mejor ajuste a la unién a
tubulina. La unidén a GDP tubulina se determind en proteina equilibrada en tampén PEDTA, GDP 20
uM, pH 7.0, y se midio por sedimentacion a 85000 rpm (280000 g) durante una hora a 20° C en un
rotor TL100. La unién a microtibulos se determind sobre proteina en el mismo tampon mas MgCl,
7 mM, dejando polimerizar la tubulina 2 horas a 37° C y separando los microtiibulos de la proteina
soluble por sedimentacion a 50000 rpm (100000 g) en un rotor TL. 100 durante 10 minutos a 37° C.
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Para estimar la unién a sitios de baja afinidad (n,) de Flutax 2 y de Flutax 3, se realizo
un ajuste de la ecuacién (2.17) a los datos experimentales. Cuando s¢ produce la
polimerizacion de la GDP tubulina, et sitio de alta afinidad en los microtiibulos que se forman
esta completamente ocupado (n,=1), por lo que se restd de todos los valores 1.0
(correspondicnte a la unidn a cste sitio) y se ajustaron los valores correspondientes a la unidn
al sitio de baja afinidad a la ecuacidn (2.17). A la curva resultante del ajuste se le sumé 1.0,
de modo que la curva representa n, + n,. Los valores de n,, n, x K,, y ®, se muestran en la

tabla 6:

1, K., (x10° M &,
Taxol, tubulina () 0.015_ (1)
Flutax, 2' acetil Flutax, tubulina {0) 0.088 1.6
Flutax 2, tubulina (0 0.21 1.3
Flutax 2, microtubulos (1) 0.12 (1)
Flutax 3, tubulina (0) 0.19 (1)
Flutax 3, microtubulos (1) 0.005 (1)

Tabla 6.- Valores del ajuste de la ecuacién (2.16) a los datos de unidén de taxoide a microtibulos de
GDP y a GDP-tubulina. En el caso de Flutax y Futax 2 unidos a tubulina no polimerizada,
constrefiir los coeficientes de Hill a 1.0 resultaba en un numero de sitios de unién n,
anormalmente alto.

De nuevo la unién de taxoide a tubulina no se satura en nuestras condiciones de
trabajo, por lo que sdlo podemos estimar el producto n,K,,. En estos valores se observa un
aumento con respecto a los valores de unidn a los sitios de baja afinidad de microtubulos de
MTP, tanto para tubuhna no polimerizada como para microtibulos de GDP. Sin embargo,
tanto el hecho de que para Flutax no se haya detectado unién a microtibulos de GDP hasta
las concentraciones libres ensayadas, como que los valores de n,K,, para Flutax 2 y Flutax
3 disminuyan con €] ensamblaje, sugieren que la polimerizacion reduce la unién de taxoides

a sitios de baja afinidad.
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4.1- TAXOIDES FLUORESCENTES COMO SONDAS DEL SITIO DE UNION DE
TAXOL.

El taxol es una de las drogas antimitdticas mas estudiadas en la actualidad, tanto desde
el punto de vista clinico (D’ Andrea y Seidman, 1997) como en la caracterizacion de efectos
en lineas celulares (Tores y Horwitz, 1998) y aproximaciones por métodos bioquimicos y
biofisicos (Derry et al., 1997; Diaz et al., 1998). A pesar de este estudio exhaustivo el
mecanismo molecular por el cual el taxol induce y estabiliza la polimerizacién de la tubulina
en microtubulos permanece desconocido.

Una de las limitaciones que presenta la molécula de taxol para el estudio de su
interaccién con la tubulina es que presenta su maximo de absorcion en el mismo rango
espectral de las proteinas, por lo que resulta imposible seguir espectrofotométricamente a la
tubulina y al taxol por separado cuando estan interaccionando entre si.

En este sentido, unos taxoides marcados fluorescentemente, que por lo tanto absorban
en un rango espectral distinto al de la tubulina, pueden ser una valiosa herramienta para el
estudio de la unidn del taxol a la molécula de tubulina.

En este trabajo se ha evaluado la capacidad de actuar como sondas del sitio de union
del taxol de una serie de derivados fluorescentes obtenidos mediante adicién covalente de una

molécula fluorescente a la posicion 7 de esta droga.

4.1.1.- Polimerizacién de microtitbulos inducida por taxoides fluorescentes.

El Flutax, el Flutax 2, el Flutax 3 y el Rotax inducen la polimerizacion de la tubulina
en su forma inactiva (GDP tubulina). Todos ellos se unen con una estequiometria de 1:1
competitivamente con el taxol a su sitio de unién. Las propiedades termodinamicas del
ensamblaje de GDP tubulina con taxoide fluorescente son similares a las del ensamblaje
inducido por taxol. La interaccion preferencial de los microtibulos inducidos por taxoide
fluorescente con protones es similar, y a su vez diferente a ila de los microtibulos
polimerizados a partir de GTP tubulina en tampones mas favorables al ensamblaje (Diaz ef

al., 1993). Sin embargo, los microtubulos ensamblados con taxoides fluoresceinados
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incorporan un catién de Mg®* adicional por molécula de tubulina en el proceso de ensamblaje
con respecto a los inducidos por taxol.

La acetilacién del grupo 2' hidroxilo del taxol en el Flutax hace que, del mismo modo
que sucede con el taxol, el derivado obtenido sea inactivo. Aunque la fluoresceina se ha
enlazado a la posicion 7 del taxol, que se encuentra lgjos de la parte de la molécula que se une
a la tubulina, un espaciador mas largo entre el taxol y la fluoresceina reduce
significativamente la afinidad de la droga resultante (HexaFlutax) por el sitio de union
especifico del taxol y hace que sea incapaz de inducir la polimerizacién de la GDP tubulina,
aunque es capaz de unirse a microtibulos de MTP ensamblados previamente a la adicion de
taxoide.

En la literatura se han descrito otras series de derivados fluorescentes del taxol.
Sengupta et al. (1995; 1997) sintetizaron taxoides fluorescentes mediante la introduccion de
grupos dimetil amino en los anillos de benzoilo en posiciones 2, 3' y N unido a 3'. Ademas,
unieron grupos dimetil amino benzoil a las posiciones 7 y 10. Estos analogos presentan
maximos de absorcién a longitudes de onda entre 270 y 340 nm, es decir, mas cerca del
espectro de la proteina que los taxoides fluorescentes descritos en este trabajo. Curiosamente,
el analogo sustituido en 7 es el menos efectivo en inducir ensamblaje de tubulina. El ensayo
de polimerizacion de tubulina asistido por taxoide es menos riguroso que el utilizado en este
trabajo: se muestra solo el porcentaje de tubulina que queda sin polimerizar iras 15 minutos
de ensamblaje de GTP tubulina en presencia de taxoide.

Han et al., (1996) sintetizaron un analogo fluorescente del taxol mediante la
introduccién de un grupo amino en el grupo benzoilo en posicion 2 del taxol, lo que hace que
la molécula presente un maximo de absorcién a 320 nm. Para comparar su actividad en
ensamblar microtiibulos in vitro con la del taxol se mide el aumento de turbidez debido al
ensamblaje de GTP tubulina, detectandose que la maxima induccién de ensamblaje ocurre a
una relacidn de 3 moléculas de taxoide fluorescente por molécula de tubulina, lo que indica
que los taxoides son menos activos que el taxol en la induccidén del ensamblaje de la tubulina,
pero ofrece ninguna medida de la constante de elongacién de los microtiibulos ni de la
estequiometria aproximada de unién de drogas al microtdbulo .

Guy et al., (1996) siguieron una estrategia similar a la descrita por Souto et al. (1995),
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y sintetizaron una serie de taxoides mediante la unién de moléculas fluorescentes a una -
alanina en posicién 7 del taxol. La actividad de los compuestos resultantes se midié por el
aumento que producian en el ensamblaje de proteina microtubular. En el trabajo no se
menciona si son capaces de ensamblar tubulina en condiciones en las que no ensamble por si
misma. En el presente trabajo se evalia la capacidad de el B-sulforotax, que es el taxoide
fluorescente de mayor actividad de la serie, en ensamblar la GDP-tubulina, siendo el resultado
negativo. Su baja solubilidad ha impedido medir adecuadamente su unién a proteina
microtubular.

Por ultimo, Rao ef al. (1998) han sintetizado dos derivados fluorescentes del taxol,
uniendo isotiocianato de fluoresceina y sulforodamina a la posicion 7 del taxol mediante un
espaciador de acido 6(N-tercbutoxicarbonil) aminocaproico. En su trabajo se realizan estudios
de citotoxicidad de los taxoides obtenidos, pero no se¢ analiza la capacidad de los mismos de

ensamblar microtubulos in vifro.

4.1.2.- Microscopia electrénica de microtubulos inducidos por taxoide.

Se comprobo por microscopia electronica si la introduccién de un sustituyente del
tamafio de la fluoresceina o de la rodamina en la posicion 7 del taxol puede afectar a la
estructura del polimero formado. Para ello se observaron microtibulos de GDP tubulina
ensamblados con taxoides fluorescentes, y se compararon con los ensamblados con taxol.

Sorprendentemente, los microtiiblos ensamblados con taxoides fluorescentes presentan
al menos dos protofilamentos mas que los inducidos por taxol. La mayoria de los
microtubulos de taxol eran de 12 o 13 protofilamentos, mientras que los inducidos por
taxoides fluorescentes presentaban 15 o 16 protofilamentos. Los microtubulos de estas
dimensiones no son frecuentes en la natureza, aunque son caracteristicos de los axonemas de
algunas especies de insectos (Lanzavecchia ef al., 1994; Hirose et al., 1997). El cambio en el
numero de protofilamentos del microtubulo inducido por taxoide ya ha sido detectado entre
el taxol y el derivado més soluble docetaxel (Andreu et al., 1994, Diaz et al., 1998), aunque
en ¢l caso de los taxoides fluorescentes la adicidon de al menos 2 protofilamentos implica una

mayor distorsion de la red microtubular, y el cambio en el nimero de comienzos de hélice S
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de 3 a4 (Wade y Chrétien, 1993).

El cambio en el nimero de protofilamentos inducido por taxol esté ligado a la union
de la cadena lateral del mismo (Andreu et al., 1994). En el caso de los taxoides fluorescentes,
el fluoroforo esta sobre la posicidn 7 del taxol, supuestamente lejos de su sitio de union (ver
apartado 7.1 de la Introduccion), pero aparentemente interacciona lo suficiente con la pared
microtubular para inducir un cambio notable en el nimero de protofilamentos. Seria
interesante comprobar si la presencia de un espaciador entre el taxol y la molécula
fluorescente influye en el cambio en el nimero de protofilamentos, ya que nos daria mayor
informacién sobre el sitio de unidn en el taxol a la tubulina. El HexaFlutax no induce la
polimerizacién de GDP tubulina, pero se une especificamente a microtubulos de MTP, por lo
que puede usarse en un medio mas favorable a la polimerizacion {con GTP, glicerol), y
comprobar si también afecta al nimero de protofilamentos. Otra opcidn seria sintetizar un
derivado de HexaFlutax con Flutax 2 o Flutax 3 como cromoforos, y ver si éstos tienen una

mayor actividad.

4.1.3.- Tincion de microtubulos ix vifro con taxoides fluorescentes.

Una de las aplicaciones mas inmediatas que pueden tener unas sondas fluorescentes
del sitio de unién del taxol es su capacidad para tefiir fluorescentemente de modo especifico
microtibulos obtenidos tanto ir vivo como in vitro sin necesidad de emplear marcadores que
puedan interferir con el sistema. Para evaluar la utilidad de los derivados de taxol descritos
en este trabajo en este sentido, se visualizaron microtubulos ensamblados in vitro en un
microscopio de epifluorescencia.

Se han observado microtubulos de GDP tubulina ensamblados con Flutax y Rotax,
encontrandose en ambos casos que a lo largo del tiempo los microtibulos se organizan
espontaneamente en haces densos, que pueden estar relacionados con los haces de
microtubulos celulares descritos en la literatura (Roberts ef al, 1989). Este nivel de
orgamizacion tiene lugar sin la intervencion de proteinas motoras requeridas para la formacién
de asteres (Heald er al., 1996, Nédelec et al., 1997). También se han observado con ambos

taxoides disposiciones radiales semejantes a los asteres de microtibulos inducidos por el taxol
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en las células (Roberts er al. 1989), aunque con las condiciones ensayadas no podemos
distinguir si estas formaciones se han originado por simple adhesiéon de microtubulos a
nicleos de agregacion de tubulina.

Los taxoides fluorescentes también se han usado para tefiir fluorescentemente
microtibulos de proteina microtubular ensamblados previamente a la adicion de taxoide, lo
que demuestra que las MAPs no impiden la unién de taxoides fluorescentes al microtiibulo
preformado. Esta unién es especifica al sitio de unién del taxol, ya que se desplaza
completamente por ¢l analogo de taxol docetaxel. Ademas, se ha demostrado que Flutax tifie

homogéneamente microtibulos de proteina microtubular en un tiempo inferior a un minuto.

4.1.3.1.- Aplicaciones y perspectivas de la visualizacidn de microtubulos con taxoides

fluorescentes.

El hecho de que los taxoides fluorescentes se unan a microtibulos de proteina
microtubular €s un buen indicador de que se pueden unir a microtubulos celulares. En este
laboratorio se han visualizado especificamente con Flutax microtubulos en células
permeabilizadas PtK2 (células de epitelio de rifién de rata canguro Potorus tridactilys).
Ademaés, Flutax es capaz de tefiir centrosomas mas intensamente que los anticuerpos contra
- y B-tubulina, lo que indica que los centrosomas pueden ser un blanco adicional de la accién
del taxol. También se han obtenido iméagenes de red microtubular tefiidas especificamente con
Flutax mediante incubacién de lineas celulares PtK2, células monociticas de leucemia humano
U937 y células de neuroblastoma de ratén con concentraciones subinhibitorias de Flutax,
seguida de eliminacion del exceso de medio de cultivo (ver figura 4.1). La tincién obtenida
en estas imagenes es debida principalmente a la entrada de Flutax residual por ruptura de la
membrana plasmatica durante el montaje. Sin embargo, se han observado tanto microtubulos
citoplasmaticos como de huso mitético en células vivas, mediante incubacion de células
monociticas de leucemia humano con Flutax 15 nm durante 16 horas (Evangelio et al., 1998).
El Flutax 2 también se ha usado para visualizar microttibulos en células vivas (Miguel Abal
e [sabel Barasoain, comunicacion personal), por lo que ambos derivados pueden ser una

poderosa herramienta para estudiar el efecto de distintas drogas sobre la evolucién del
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Figura 4.1.- Visualizacion especifica de microtdbulos celulares con Flutax. A: células P2
permeabilizadas incubadas con Flutax 1 pM durante una hora, B, lo mismo que A, tras la adicion de
docetaxel. T, ceélulas PtK2 incubadas con Flutax 0.5 pM durante 20 horas y montadas dircetamente, 1,
células U937 incubadas con Flutax 37 nm durante 16 horas. E, c¢élulas de neuroblastoma de raton
incubadas con Flutax 1 pM durante 2 horas. F, cpismatigotes de Trypanosoma eruzi incubadas durante
3 horas con Flutax 1 pM. Las barras en E (para A-E) v F corresponden a 10 um.
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citoesqueleto en lineas celulares creciendo. Actualmente se estdn usando tanto el Flutax otros

derivados fluorescentes para localizar nuevas dianas del taxol en la célula.

4.1.4.- Union de taxoides fluorescentes a microtitbulos.

4.1.4.1- Sitios de umon de taxoides a microtibulos.

Las observaciones de microscopia de fluorescencia prueban que los taxoides
fluorescentes se unen especificamente a los microttiibulos de MTP, lo que los convierte en
unas potenciales sondas del sitio de union del taxol a los microttiibulos preformados. Para
completar la caracterizacion biofisica de los taxoides es interesante comprobar si la union de
los taxoides fluorescentes se comporta de manera similar a la del taxol, y estimar las
constantes de equilibrio de asociacién de cada uno de ellos a su sitio de unién.

Se ha medido la afinidad relativa de los taxoides fluorescentes por el sitio de unién
especifico del taxol mediante dos métodos distintos. En el primero, se ha medido directamente
la unién del taxol y de sus anélogos fluorescentes a microtiibulos de MTP, y se ha expresado
en funcidén del taxoide libre. En el segundo se ha medido el desplazamiento de un taxoide de
su sitio especifico por el resto, y se ha expresado el resultado tanto en funcién del taxoide libre
como en funcién del taxoide total afiadido.

La constante de equilibrio de asociacién de taxol a microtubulos de proteina
microtubular esta en el orden de 10° M, (constante de disociacién del orden de micromolar)
independientemente del método usado para estimarla . Esta constante esta de acuerdo con la
calculada por Parness y Horwitz (1981) para microtibulos de MTP, aunque es
significativamente menor que la que detectaron Caplow et al. (1994) para microtubulos de
GMPCPP tubulina y GTP tubulina. Esta diferencia en los valores publicados puede ser debida
a la presencia de MAPs: cuando mide la cinética de asociacion/disociacion del Flutax para la
MTP se obtienen valores distintos de K, que para microtabulos de glicerol (J. F. Diaz,
comunicacién personal).

En la observacion de las curvas de unién de taxoide a MTP en funcién de

concentracién de ligando libre se observa la presencia de dos sitios de union de taxoide a los
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microtibulos. Uno de ellos presenta una estequiometria de aproximadamente una molécula
de taxol por molécula de tubulina, y es el sitio especifico descrito para el taxol en los
microtibulos. La otra clase de sitios es no especifica (no desplazable por docetaxel), y
aparentemente no saturable en nuestras condiciones de medida, por lo que resulta dificil una
caracterizacion mas precisa. Las constantes de equilibrio de asociacién por ambos tipos de
sitio estan separadas al menos dos 6rdenes de magnitud para la mayor parte de los taxoides.
En el taxol también se observa union al sitio de baja afinidad a concentraciones libres de taxol
por encima de 10 pM (antes en ausencia de glicerol), aunque mucho menor que para los
taxoides fluorescentes.

Este método de medida de constantes de asociacion nos ha permitido distinguir dos
tipos de sitio de unidn (describir el sistema), determinar las constantes de asociacion del sitio
especifico y al menos acotar el orden de magnitud del segundo tipo de sitio. La desventaja que
tiene este médodo es que se precisa separar los microtiibulos de la tubulina soluble, y
determinar las concentraciones de proteina y de ligando en las dos fracciones (aunque ambas
medidas pueden hacerse sobre la misma muestra).

Una vez caracterizado el sistema, se quiso disefiar un método mas general que nos
permitiera medir las constantes de asociacion por el sitio de alta afinidad en funcién de
concentraciones de proteina y de ligando total afiadido. Para ello se desplazoé el Rotax de su
sito de unidn por el resto de los taxoides. La principal limitacién que presenta este método
aplicado a estos ligandos es que se debe trabajar a concentraciones muy bajas de proteina y
de ligando y a baja fraccidn de saturacidn de sitios para evitar la interferencia de la union al
segundo tipo de sitios, por lo que la dispersion de los datos es mayor que en el caso anterior.
Se obtienen valores de constantes de asociacidn del mismo orden de magnitud que las
obtenidas por el método directo, pero no se observan diferencias entre las de taxol, Flutax 2
y Rotax.

Estas medidas de unién de derivados fluorescentes del taxol a microtibulos ayudan
a describir mejor el sistema que las medidas de afinidades relativas de otros taxoides
existentes en la literatura. Sengupta et al. (1996; 1997) realizaron un ensayo de competicion
en el que se ordena la afinidad de los taxoides fluorescentes por el porcentaje de taxol unido

a microtubulos que desplazan. No se hace estequiometria de unién de ninguno de ellos, por
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lo que ofrecen solo una visién parcial de lo que ocurre en el sistema. En cambio, Han ef al.
(1996) detectan al menos dos tipos de sitios de unién del 2-AB-PT a los microtubulos, uno
con estequiometria 0.8 + 0.1 desplazable por docetaxel y otro de menor constante de unién

con estequiometria de 1.3 + 0.1.

4.1.4.2.- Cambios espectroscopicos asociados a la union de taxoides a microtibulos.

Todos los derivados se han sintetizado con la molécula fluorescente en la posicion 7
del taxol, que supuestamente se encuentra lgjos del sitio de unién de la molécula a la tubulina.
Sin embargo, tanto el Flutax como sus derivados mas solubles Flutax 2 y Flutax 3 han
resultado ser sondas sensibles al microentorno en el que se encuentran.

Los espectros de absorcidn de los tres taxoides experimentan un desplazamiento
acusado hacia longitudes de onda mayores en la posicion de su maximo de absorcion tras su
unién al microtibulo. Ademas, el Flutax sufre un desplazamiento de -0.2 unidades de pH en
su pKa aparente de ionizacién de la forma monoanidnica a la dianidénica cuando se une al
microtibulo. Esto indica un microentorno catidénico en las proximidades de la fluoresceina,
que puede ser debido a la presencia de residuos basicos a la tubulina o a la presencia de un
cation. Dado que los microtibulos ensamblados con taxoides fluorescentes incorporan un idn
adicional de Mg*' por molécula de proteina polimerizada, este cation puede estar unido a la
molécula de fluoresceina. El Flutax, a su vez, experimenta un aumento en su coeficiente de
extincion debido a un aumento en la proporcion del dianidn, mientras que Flutax 2 y Flutax
3 experimentan una disminucion en su coeficiente de extincion. Curiosamente, la presencia
de glicerol 3.4 M en el tampon induce en los tres taxoides cambios en la posicién del maximo
de absorcion y en la relacién entre valores de absorcidn en el maximo y en el hombro muy
similares a los inducidos por la unién a los microtabulos.

En la literatura ya se han descrito desplazamientos batocromicos del dianién de la
fluoresceina cuando se une a proteinas. Mummert y Voss (1995) detectaron cambios en la
posicion del maximo de absorcién del dianién de la fluoresceina a pH 8.0 cuando se
conjugaba covalentemente con distintas proteinas. Klonis et al. (1998) detectaron

desplazamientos hacia longitudes de onda mayores del maximo de absorcion del espectro de
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la fluoresceina cuando ésta se unia a anticuerpos mono y policlonales, siendo este
desplazamiento mas pronunciado cuanto mayor era la afinidad del anticuerpo por la
fluoresceina.

Por otra parte, Klonis ef al. (1998) también estudiaron los cambios en la posicién del
maximo de absorcion del espectro del dianién de la fluoresceina cuando ésta se encontraba
en mezclas de agua con distintos solventes. Estos cambios se correlacionaban con los valores
o y B de Kamlet y Taft (1976) que dan una escala de capacidad de distintos solventes de
actuar como donadores y aceptores de puentes de hidroégeno, respectivamente. Los valores de
Ayax Se desplazaban hacia el rojo y los coeficientes de extincion molar disminuian al aumentar
el valor P de los solventes. Estos autores sugirieron que la formacién de puentes de hidrégeno
podria jugar un papel importante en estos cambios: la fluoresceina actila como aceptor de
puentes de hidrégeno en presencia de donadores de puentes de hidrogeno como el agua.
Cuando la fluoresceina se disuelve en mezclas de distintos cosolventes con agua, los solventes
actuan provocando una disminucion en ¢l nuimero y/o en la fuerza de los puentes de hidrogeno
que forma la fluoresceina, produciendo un desplazamiento hacia el rojo con respecto al H,O.
El desplazamiento hacia el rojo del espectro cuando la fluoresceina se une a anticuerpos
estaria provocado por una disminucién en la formacién de puentes de hidrdgeno en la zona
de la molécula que se une a la proteina.

Por lo tanto, los cambios que sufren los espectros de las moléculas fluorescentes tras
su union al microtibulo pueden indicar un cambio en el nimero o la intensidad de los puentes
de hidrégeno que forma la fluoresceina, aunque no podemos descartar otros efectos. El estudio
de los cambios espectroscdpicos de Flutax, Flutax 2 y Flutax 3 libres y unidos a microtubulos
en distintos solventes, en comparacion con los posibles cambios que pudieran detectarse en
taxoides con un espaciador mayor entre el taxol y el fluoréforo puede aportar mas informacién

para explicar estos cambios.

4.1.4.3.- Aplicaciones y perspectivas.

4.1.4.3.1.-Taxoides fluorescentes como herramientas para localizar el sitio de

unidn del taxol.
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Durante el transcurso de esta tesis doctoral se ha propuesto un modelo de estructura
tridimensional de tubulina (Nogales et al. 1997) a partir de hojas de Zn estabilizadas con taxol.
En este modelo, la molécula de taxol se une a la B-tubulina en la cara interna de la pared del
microtibulo (ver apartado 7.2 de la Introduccién). Sin embargo, diversas evidencias
experimentales contradicen aparentemente esta situacién del taxol. Experimentos de
intercambio de taxol unido a los microtibulos por un exceso de su analogo docetaxel, y
viceversa, muestran que la vida media de intercambio entre los dos ligandos y el cambio en
el numero de protofilamentos inducido por la unidn de taxoide tienen lugar en un minuto
(Diaz et al., 1998), lo que indica que el sitio del taxol se encuentra bastante accesible al
solvente.

En la visualizacién de microtibulos de proteina microtubular con Flutax, se observa
la tincidon de los microtrubulos preformados antes de un minuto después de la adicion del
taxoide. La explicacién mas simple de este resultado es que el sitio de unidn del taxol se
encuentra en la pared exterior del microtibulo. Si el sitio estuviese en la parte intertor, las
moléculas de taxol tendrian que i) pasar a través de los extremos del microtibulo y difundir
desde los extremos hacia ¢l centro hasta unirse a los sitios vacios disponibles, o bien ii)
acceder al interior gracias a crecimientos y decrecimientos del microtubulo debidos a la
inestabilidad dindmica, o iii) a través de poros o aperturas en la pared microtubular.

Para examinar la primera posibilidad, se estimd el tiempo minimo requerido para
marcar la pared interma de los microtibulos por moléculas de Flutax difundiendo desde los
extremos hacia el interior de]l mismo. Para ello se asumié que la unién rapida e irreversible
de Flutax a la pared est4 limitada unicamente por la difusién del ligando, y se aplicé la ley de
Fick, que relaciona el transporte neto de masa a través la unidad de superficie con la
concentracién de soluto y con la distancia recorrida x. (Cantor y Schimmel, 1986, pags. 570-
579). Igualando el nimero de moléculas unidas unidas a un corte del microtiibulo de espesor
dx al ndmero de moléculas que difunden en el tubo durante un intervalo de tiempo dt, y
asumiendo un gradiente lineal de concentracion de Flutax libre, se llega a una expresion que
relaciona el tiempo requerido para que el frente de unién de Flutax se desplace desde el
extremo del tubo a una posicion x. Aplicando esta expresion, se obtiene que las moléculas de

Flutax en nuestras condiciones de visualizacion de microtibulos de MTP tardarian al menos
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cuatro minutos en tefiir un microtibulo de 10 um de longitud (Evangelio ez al., 1998). Otros
calculos de difusién de taxol a lo largo del microtitbulo por un grupo diferente al nuestro
(Odde, 1998) también arguyen contra la posibilidad de que el taxol alcance su sito de unién
por difusién desde los extremos del microtubulo. La posibilidad de que el Flutax acceda a la
cara interna gracias a una rapida despolimerizacién y posterior ensamblaje con taxol debido
a la inestabilidad dindmica de los microtiibulos es también poco probable, ya que las MAPs
suprimen la inestabilidad dinamica (Horio y Hotani, 1986).

La explicaciéon mas sencilla que compatibiliza la unién rapida de Flutax a los
microtiibulos con el modelo de estructura tridimensional de tubulina es que el taxol accede al
lumen del microtubulo a través de poros en la pared microtubular, como los que se han
detectado en la estructura a baja resolucion de los microtibulos (Lanzavecchia et al., 1994,
Hirose et al., 1997, 1998; ver figura 1.3). Otra posibilidad es que el taxol acceda al lumen del
microtubulo a través de aperturas transitorias en su pared (Diaz et al., 1998) En este caso, el
interior del microtiibulo podria ser un compartimento funcionalmente importante,
interviniendo junto con la cara externa de la pared en la regulacion de su dinamica.

Actualmente se estan usando los taxoides fluorescentes para medir la velocidad de
unién de Flutax al microtubulo mediante fluorescencia con resolucidn temporal. Dado que el
Flutax sufre un cambio en su pKa aparente cuando se une al microtibulo, su espectro de
absorcion experimenta un aumento significativo del coeficiente de extincién, debido a la
mayor proporcién del dianién cuando el ligando se une al microtubulo. Este aumento del
coeficiente de extincidn se traduce en un aumento de la intensidad de fluorescencia, que se
esta usando para medir la velocidad de unién de Flutax microtubulos preformados. A partir
de esta velocidad, se puede estimar si los poros presentes en la pared microtubular son
suficientemente grandes para permitir la entrada de Flutax en el lumen del microtibulo en ¢l

tiempo calculado para la unidn del taxoide a su sitio.

4.1.4.3.2.- Uso de taxoides fluorescentes para medir constantes de unién de

ligandos al sitio de unién del taxol.

Recientemente se han descrito nuevos ligandos del sitio de unién del taxol (epotilonas
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Ay B, discodermolida, ver apartado 7.3 de la Introduccidn). Se ha descrito que las epotilonas
inhiben la union de taxol a los microtubulos, por lo que seria interesante describir la unmon de
estos nuevos ligandos al sitio de unidén de taxol.

En este trabajo se han medido las constantes de equilibrio de asociacion de la mayor
parte de los taxoides fluorescentes a la tubulina. Por otro lado, hemos visto como el
coeficiente de extincion aparente de Flutax aumenta cuando se une al microtubulo. Ademas,
se ha descrito que la anisotropia de fluorescencia de Flutax aumenta en un orden de magnitud
cuando se une a los microtdbulos (Evangelio ef al., 1998). Estos cambios permiten medir
espectrofotométricamente el porcentaje de taxoide unido y taxoide libre, sin necesidad de
separar el material polimerizado y la proteina y taxoide libres por sedimentacion. Por lo tanto,
los taxoides fluorescentes pueden usarse para medir las afinidades relativas de otros ligandos
que se unan al sitio de unién de taxol mediante un experimento sencillo de competicion, en
¢l que un ligando del sitio de unidn del taxol no fluorescente (ligando competidor) desplazase
de su sitio a un taxoide fluorescente a concentracion total constante (ligando trazador). La
medida de aumento de intensidad o de anisotropia de fluorescencia del taxoide fluorescente
nos daria la concentracion de trazador desplazado. El analisis de la competicion podria
realizarse como se ha descrito en el apartado 6.3.3 de Materiales y Métodos en funcién de la
concentracion total de ligando afiadido, lo que nos daria con bastante aproximacion la

constante de equilibrio de asociacidn del ligando no fluorescente al sitio de unidn de taxol.

4.2 -DIFERENCIAS ENTRE LA UNION DE TAXOIDES FLUORESCENTES A
TUBULINA Y A MICROTUBULOS.

4.2.1.- Cambios espectroscopicos de los faxoides fluorescentes,

El cambio que se detecta en el espectro de absorcion de los taxoides fluorescentes
cuando se unen a la tubulina es distinto al que ocurre cuando se unen a los microtibulos. El
desplazamiento hacia el rojo de la posicién de sus maximos de absorcién y la disminucién de
sus coeficientes de extincidn aparentes son mayores. Estos cambios detectan un tipo de

fenomenos distintos a los que ocurren cuando los taxoides fluorescentes se unen al
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microtibulo, al tiempo que nos sirven de indicador del estado de polimerizacion de la proteina
presente en 1a solucion.

Los cambios en el espectro de absorcion de derivados de taxol tras su union a
microtibulos y a tubulina no polimerizada ya han sido descritos para los taxoides
fluorescentes mencionados anteriormente. (Guy et a/., 1996; Sengupta ez al., 1996,1997). En
los dos tipos de derivados se detectan cambios en el espectro de absorcién o emisién de los
taxoides cuando se unen a los microtiibulos, indicativos de un entorno apolar cerca de las
posiciones 2, N y 3' y que las posiciones 7 y 10 estan en un entorno menos hidrofébico
(Sengupta et al., 1997). También se describen cambios en espectro de fluorescencia de los
ligandos en presencia de tubulina en condiciones de no ensamblaje (Sengupta ef al., 1995,
1997) o a tubulina-colchicina (Han et al., 1996). Los cambios detectados en taxoides
fluorescentes sustituidos en 2 y 3' son los que en presencia de microtiibulos. Sin embargo, los
taxoides fluorescentes con sustituyentes en posiciones 7y 10 (Senguptaer al., 1997) presentan
cambios en su espectro de fluorescencia cuando se unen a microtiibulos distintos a los que se
detectan cuando se unen a tubulina soluble, lo que indica que las sustituciones en estas
posiciones son mas indicadas para caracterizar cambios en el microentorno del sitio de unién
del taxol a la proteina.

Ninguno de los dos grupos ha medido la unién de taxoides fluorescentes a la tubulina
no polimerizada. El hecho de que 1a unién a tubulina no se desplace por taxol se achaca a que
las afinidades de los taxoides por microtibulos y por proteina no polimerizada estan muy
separadas y a que los sitios de unidn no estan saturados. Sengupta et al. (1997) cuestionan si
el sitio de uniodn es el mismo para tubulina no polimerizada que para la tubulina ensamblada.

Se ha propuesto que la incorporacion al microtibulo del dimero de tubulina provoca
un cambio conformacional en el sitio de unidn del taxol que aumenta la afinidad de la tubulina
por la droga (Diaz et al., 1993). Es dificil saber si los diferentes cambios observados en los
diferentes taxoides fluorescentes unidos a tubulina o a microtibulos corresponden a un
cambio conformacional del sitio de unién tras ¢l ensamblaje o a la unién del taxoide a un sitio

inespecifico diferente.

4.2.2 .- Union de taxoides fluorescentes a tubulina.
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Para caracterizar la unién de los taxoides fluorescentes por la tubulina se realizaron
experimentos de velocidad de sedimentacidn, que mostraron que todos los taxoides
fluorescentes probados, activos o no, se unen de forma heterogénea a la tubulina soluble,
preferentemente a formas de tubulina no determinadas mayores que ¢l dimero. Las evidencias
experimentales de que la unién de 2' acetil Flutax (que tiene modificado el grupo 2' hidroxilo
del taxol, implicado en la unién con la tubulina (Jiménez-Barbero et al., 1998)) y de que la
presencia de docetaxel no afecta a esta unidn, indican que esta unidn es inespecifica.

Para medir la afinidad de los taxoides por la tubulina no polimerizada se realizaron
experimentos de unién de ligando a tubulina en las mismas condiciones en que se hizo la
velocidad de sedimentacion. En los taxoides analizados se observa una unién a un nimero
indeterminado de sitios en ¢l dimero de tubulina con constantes de asociacion mayores que
para el sitio de baja afinidad (sitio inespecifico) de los microtiibulos, lo que indica que bien
el ensamblaje en microtubulos, o bien la presencia de MAPs dificultan la unién de los taxoides
a la proteina.

Para distinguir entre estos efectos se midid la untén de taxoides a microtubulos de
GDP tubulina. En las curvas de union se observa que el taxol y el Flutax se unen a un sélo
sitio hasta las concentraciones libres ensayadas, mientras que Flutax 2 y Flutax 3 muestran una
unidn no especifica. El ajuste a un modelo de unidn a multiples sitios con 1a misma constante
de asociacién calculada para la tubulina soluble muestra una disminucién en el producto nk,.
Estas dos evidencias demuestran que el ensamblaje en microtiibulos, aun en ausencia de
MAPs, dificulta la unién de taxoides a los sitios de baja afinidad. Esta disminucion de la unién
de taxoide a sitios de baja afinidad asociada a la polimerizacion puede deberse a l1a oclusion
de los sitios por los contactos laterales entre subunidades de tubulina, o bien a una
modificacion en la afinidad de los taxoides fluorescentes por la tubulina polimerizada.

Por otro lado, dado que la tubulina sufre una pequefia agregacion por desnaturalizacion
en ausencia de Mg®", y que la velocidad de sedimentacién muestra que los taxoides
fluorescentes se unen preferiblemente a especies mayores que la tubulina, parecen indicar que
los taxoides fluorescentes se unen preferiblemente a tubulina parcialmente desnaturalizada.
Ademads, un experimento preliminar (nc mostrado) de polimerizacién de GDP tubulina

sometida a las mismas condiciones que las del experimento de unidn de taxoide a tubulina no
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polimerizada indica que la unidn del taxoide fluorescente induce una desnaturalizacion en la
tubulina. Todo esto parece indicar que la proteccion que el ensamblaje ejerce sobre de launion
de taxoides fluorescentes a GDP tubulina es debida simplemente a la estabilizacién de la

proteina, mas que a una disminucidn en el mimero de sitios por oclusion debida a contactos

entre subunidades de proteina.
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Las conclusiones que se pueden extraer de este estudio son las siguientes:

- El Flutax, Flutax 2, Flutax 3 y Rotax son capaces de inducir la polimerizacion de la tubulina
en su forma inactiva (“GDP-tubulina™) con una efectividad comparable a la del taxol. Flutax,

Flutax 2 y Flutax 3 incorporan un ién adicional de magnesio en el ensamblaje.

- Los microtibulos de GDP tubulina inducidos por taxoides fluorescentes presentan al menos
dos protofilamentos mas que los inducidos por taxol. Cuando se une el taxoide fluorescente
a microtubulos de MTP ensamblados previamente a la adicion de taxoide, no se acusa un

cambio significativo en el numero de protofilamentos.

- La introduccién de un espaciador més largo entre el taxol y la molécula fluorescente anula

la capacidad de ensamblar GDP tubulina de Flutax.

- Los taxoides fluorescentes evaluados son utiles para visualizar microtibulos ensamblados
in vitro por microscopia de fluorescencia. El Flutax se une especificamente a microtubulos
preformados en un tiempo inferior a un minuto, lo que indica que ¢l sitio de unidn de taxol en

el microtubulo se encuentra facilmente accesible al solvente.

- Todos los taxoides evaluados presentan dos tipos de sitios de unién en microtibulos. Uno
especifico del taxol de alta afimidad, y un nimero indeterminado de sitios inespecificos de mas
baja afinidad. Las constantes de equilibrio de asociacion de taxoide fluorescente a cada uno

de los tipos de sitio estin separadas por 6rdenes de magnitud para la mayoria de los taxoides.

- El Flutax, Flutax 2 y Flutax 3 sufren cambios notables en su espectro de absorcidén cuando
se unen a los microtubulos, indicativos de un microentorno catidnico en el sitio de unidn del
taxol, y de una alteracion en el niimero o la intensidad de los puentes de hidrégeno que forma
la fluoresceina. Estos cambios son 1tiles para medir la union de Flutax a microtubulos. Los
cambios observados en los espectros de los taxoides fluorescentes cuando se unen a tubulina
no polimerizada son significativamente distintos, y pueden usarse como indicadores del estado

de polimenzacion de la tubulina presente en una disolucion.
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- Los derivados fluorescentes evaluados se unen inespecificamente a la tubulina en su forma
no ensamblada. Esta unién se produce de forma heterogénea, a especies de tubulina mayores
del dimero. Las constantes de equilibrio de asociacién calculadas para la tubulina no
polimerizada son algo mayores que las constantes de unidn a los sitios no especificos de los
microtubulos. La polimerizacién de la GDP tubulina dificulta la unién de taxoide fluorescente,

bien por oclusion de nimero de sitios, bien por estabilizacion de la proteina.
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