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Objetivos






Muchos de los compuestos que interaccionan con microtdbulos son importantes
agentes antitumorales que se usan actualmente en el fratamiento del cdncer, entre
los que destaca el taxol. No obstante, éste tiene serias desventajas que limitan su
aplicabilidad como la aparicién de resistencias o los diversos efectos secundarios.
Esto ha propiciado una bisqueda intensiva de compuestos con una actividad similar
en todo tipo de organismos, y como consecuencia, han ido aparecido nuevas
moléculas con propiedades antimitéticas similares a las del taxol, que son efectivos
en lineas celulares resistentes a éste. Dada la gran diversidad quimica y las
diferentes dianas celulares que estos compuestos pueden tener, se hace necesaria
la clasificacién y caracterizacion de los mecanismos de accion de dichos
compuestos y el desarrollo de procedimientos para la evaluacion de su actividad.
Por ello, en el presente trabajo de tesis doctoral se fijaron los siguientes

objetivos:

1. Clasificacion de los compuestos descritos como estabilizadores de
microtibulos.

2. Estudio de los mecanismos de estabilizacion de microtdbulos inducida por
los ligandos del sitio de taxol.

3. Determinacion de los pardmetros necesarios para la prediccién fiable de
la citotoxicidad de los ligandos del sitio de taxol.

4. Determinacién de las relaciones estructura-actividad de un grupo de
ligandos del sitio de taxol, quimicamente relacionados (epotilonas).

5. Estudio de los mecanismos de unién de los ligandos al sitio de taxol.
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1. Patologia y farmacologia del cancer

El cdncer es actualmente una de las enfermedades con mayor indice de mortalidad
humana. Es la segunda causa de muerte en los paises occidentales, precedido por
las enfermedades cardiovasculares y la primera causa de pérdida de afios
potenciales de vida. En el afio 2000, 6.2 millones de personas murieron en fodo el
mundo como consecuencia de tumores malignos y se piensa que esta cifra podria
aumentar hasta casi 15 millones en el afio 2020.

Bajo la denominacién de cdncer, se engloba a un grupo numeroso y
heterogéneo de enfermedades malignas, con origen genético monoclonal,
caracterizadas por una proliferaciéon celular anormal, anapldsica, autonoma,
progresiva y destructiva (Cotrany col., 1999). Comienza por una falta de control en
el proceso de reproduccion celular en un tejido en el que las células se reproducen
de forma auténoma, andrquica e irreversible, sin regulacién ni finalidad. La pérdida
de la capacidad celular de realizar apoptosis se traduce en la aparicion del
fendmeno de metdstasis, que es el rasgo bioldgico mds caracteristico de esta
enfermedad. El nuevo tejido patoldgico, asi formado, tiene tendencia a expandirse
a través de las vias linfdticas o hemdticas, formando nuevos focos tumorales o
metdstasis en érganos distantes, donde continda la expansion (Cotrany col., 1999).

Afortunadamente, en los Ultimos afios se ha elevado el nimero de personas
cuya enfermedad ha remitido. Este avance se debe, en gran parte, al resultado de
un mayor conocimiento y compresién de los aspectos bioldgicos de esta
enfermedad. El enorme interés en el conocimiento de esta enfermedad, desde
enfoques muy diferentes, se ha traducido en un extenso y exhaustivo estudio
biolégico y farmacolégico destinado a desarrollar nuevos farmacos que, de forma
selectiva, eliminen las células enfermas.

Actualmente, uno de los tratamientos antitumorales mds exitosos, y por
tanto mds extendidos, se basa en la administracién de diversos compuestos
quimicos con fines ftferapéuticos. La via comin por la que los agentes
quimioterapéuticos ejercen su efecto citotdxico en la célula es la induccién de

apoptosis como respuesta a la aparicion de dafios irreparables en las células. Este
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efecto se puede lograr actuando a diferentes niveles, como son la alteracién del
ADN o ARN, la inhibicion de la transcripcién o de la sintesis proteica, o la
inhibicién de la mitosis, ya que todos estos procesos estdn potenciados en las
células tumorales (figura 1). En muchas ocasiones, para alcanzar remisiones
completas del fumor, es preciso emplear mds de un fdrmaco, ya que de esta manera
se amplia el espectro de actividad del tratamiento, cubriendo lineas celulares
resistentes a un solo medicamento y retrasando la aparicion de nhuevas

resistencias.

7 )
precursores precursores
metotrexato 5-fluorouracilo
b ; inhibe a la dihidrofolato- inhibe a la fimidilato-
inhibe la sintesis de reductasa y, por fanto, sinfetasa y, por tanto,
| B vias infercons inhibe la sintesis de la sintesis de
i versiones de nucledtidos purinas y pirimidinas pirimidinas
I biosintesis biosintesis de
i de purinas pirimidinas
|
|
ribonucledtidos hidroxiurea
inhibe a la ribonucledtido 1

reductasa y, por tanto, la
formacion de

desoxirribonucledtidos desoxirribonucledfidos
citarabina
inhibe a la ADN polimerasa
agentes alquilantes
p. &j., mecloretamina, ciclofosfamida
clorambucilo forman enlaces procarbacina
covalentes fransversales con el ADN ADN inhibe la produccién de ADN y
de ARN a través de un
mecanismo no aclarado
anfibiéticos citotéxicos ARNM

p. €., lodactinomicina se
intercala entre las parejas
de bases del ADN e inhibe aminoéacidos
la sintesis del ARN
p. €. lo doxorrubicing y la
amsacrina inhiben a la

topoisomerasa Il e inhiben aspasclnasa v
la sintesis del ARN destruye a la asparagina
exbgena e inhibe la
, sintesis proteica
proteinas
inhibidores de la mitosis

p. ej., vincristing, vinblastina
| etopdsido se fijan ala
| tubuling, bloguean
la formacion del huso 1
mitético y detienen la mitosis

enzimas, etc. microtdbulos

e : J

Figura 1. Esquema de los diferentes niveles de actuacién de los fdrmacos antineopldsicos. Tomada de
(Taylor y Reide, 2001).
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No obstante, estos agentes quimioterapéuticos, ademds de erradicar la
enfermedad, pueden crear diversos efectos secundarios adversos al paciente
debido a que su mecanismo de accion es inespecifico, es decir, pueden afectar
tanto a células sanas como a células tfumorales. La escasa especificidad de estos
farmacos por las células fumorales ocasiona la grave afeccion de otros drganos y
tejidos, dando asi origen a una toxicidad que casi siempre limita las posibilidades
de administracion de la dosis total tedrica. Légicamente, las células sanas mds
afectadas son las que presentan mayor velocidad de division y crecimiento, es
decir, las células bldsticas de la médula dsea, las células gonadales y las de los
diversos epitelios (mucosa, piel y organos dérmicos, como el foliculo piloso y las
ufias). Junto a ello, existe una toxicidad que implica a determinados érganos con
cierta especificidad, siendo los mds frecuentemente afectados el pulmdn, el
higado, el rifién y las estructuras nerviosas (Lezay col., 2005).

El presente frabajo de tesis doctoral se centra en el estudio de los
mecanismos de accién de los compuestos antitumorales que bloquean la mitosis
celular mediante la interaccion con el citoesqueleto de microtibulos. La finalidad
de este trabajo es doble. En primer lugar, se preftende profundizar en el
conocimiento de estas estructuras celulares de importancia vital en los procesos
de division celular. Por otro lado, el trabajo estd motivado, en gran medida, por las
posibles aplicaciones que pueda tener en el campo de la quimioterapia

antineopldsica.

2. El citoesqueleto de microtibulos

Los microtibulos son estructuras proteicas que forman parte esencial del
citoesqueleto celular. Entre sus funciones destacan la de contribuir al
mantenimiento de la forma celular, servir como pistas para el transporte
intracelular, ser los componentes principales de cilios y flagelos y formar el huso

mitético, imprescindible para la divisién celular (Alberts y col., 1989).
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2.1. Tubulina
La tubulina es el componente principal de los microtdbulos. Es una proteina de 100
kDa (calculados a partir de su secuencia peptidica (Krauhs y col., 1981; Ponstingl y
col., 1981)) cuya secuencia se encuentra muy conservada en todos los organismos
eucariotas (Burns y Surridge, 1990). En bacterias, la proteina FtsZ, componente
esencial del divisoma, es estructuralmente homéloga a la tubulina eucariética (Lowe
y Amos, 1998), a pesar de la baja homologia de secuencia existente entre estas
dos proteinas (Nogales y col., 1998a). Recientemente, se han encontrado genes de
tubulina en bacterias del género Prosthecobacter (Jenkins y col., 2002), que
parecen haberse adquirido por transferencia génica horizontal (Schlieper y col.,
2005). No obstante, se desconoce la funcién de estas proteinas en estas células
bacterianas.

La molécula de tubulina estd compuesta por dos mondmeros: alfa y beta.
Cada mondmero contiene alrededor de 450 aminodcidos y un nhucleétido de guanina.
Los mondmeros alfa y beta comparten aproximadamente el 40% de identidad de
secuencia y sus estructuras fridimensionales son muy similares (Nogales y col.,
1998b) (figura 2). Ambas subunidades, alfa y beta, estdn formadas por dos ldminas
beta de 6 y 4 cadenas, respectivamente, flanqueadas por 12 hélices alfa. La
estructura de cada mondmero se puede dividir en tres dominios. El dominio N-
terminal, incluye los primeros 205 residuos y adopta un plegamiento de ftipo
Rossman (tipico de proteinas que unen nucledtido), donde las cadenas beta
paralelas alternan con hélices alfa. El dominio intermedio, que comprende los
residuos 206-381, estd compuesto de una ldmina beta rodeada por cinco hélices y
su secuencia es homdloga a la de la proteina corismato mutasa (Nogales y col.,
1998a) y a la de proteinas de la familia YgjF (Volz, 1999). El dominio C-terminal
estd formado por dos largas hélices alfa, que se superponen sobre los dominios N-
terminal e intermedio. Este dominio parace estar implicado en la unién de proteinas

asociadas a microtubulos (MAPs) y proteinas motoras (Cross y col., 1991).
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Figura 2. Estructura tridimensional del dimero de tfubulina (cédigo PDB 1JFF). Se muestra la
subunidad alfa (abajo) unida a GTP y la subunidad beta (arriba) unida a GDP. Las cadenas beta estdn
coloreadas en amarillo y las hélices alfa en rojo. EI GTP y el GDP se estdn coloreados en azul.

2.2. Microtibulos

Los microtibulos son polimeros proteicos cilindricos de unos 25 nm de didmetro y
longitud variable. Los dimeros de tubulina interaccionan cabeza con cola para
formar protofilamentos rectos que posteriormente se asocian de forma paralela,
estableciendo contactos laterales entre ellos, para formar la pared cilindrica del
microtdbulo (figura 3). El nimero de protofilamentos que constituyen el
microtibulo puede variar /n vitro desde 9 hasta 16 (Chretien y Wade, 1991), en
funcion de las condiciones de la disolucién y de las proteinas y/o ligandos
asociados.

Dado que los dimeros de tubulina asocian cabeza con cola para formar
protofilamentos que se organizan de forma paralela dentro del microtibulo, éste
tiene una polaridad, determinada por las diferencias de sus extremos. En cada
microtibulo, existe un “"extremo +" (compuesto por beta tubulina) y un “"extremo -"

(compuesto por alfa tubulina) y las propiedades de ambos extremos son totalmente
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diferentes entre si, siendo ésta una caracteristica de vital importancia para la

funcion de estos polimeros.

Figura 3. Representacion de la estructura de los microtibulos. A. Representacién esquemdtica del
dimero de alfa-beta tubulina con los monémeros representados como esferas en diferentes tonos de
gris. Los dimeros interaccionan linealmente (cabeza con cola) para formar protofilamentos rectos que
posteriormente asocian lateralmente para formar la pared cilindrica del microtibulo. Panel B.
Micrografias electrénicas de microtibulos preparados por congelacidn rdpida en una capa ultrafina de
tampdn. Tomado de (Downing, 2000).

La estructura de los microtibulos y los mecanismos de ensamblaje de estos
se han estudiado utilizando técnicas de baja y media resolucién, como dispersion
de rayos X a bajo dngulo (SAXS) (Andreu y col., 1992; Bordas y col., 1983; Diaz y
col., 1996; Mandelkow y Bordas, 1986) y microscopia electrénica (Krebs y col.,
2004; Liy col., 2002; Meurer-Grob y col., 2001; Nogales y col., 1999). El ajuste de
las estructuras de alta resolucién, que provienen de ldminas inducida por Zn*, en
los mapas de microtibulos obtenidos por microscopia electrénica, ha generado
varios modelos de microtibulo a resolucion pseudoatémica (Chacon y Wriggers,
2002; Krebs y col., 2005; Li y col., 2002; Meurer-Grob y col., 2001; Nogales y col.,
1999).

Posiblemente, el rasgo mds caracteristico de la pared del microtibulo es la
presencia de oquedades, o poros, de unos 2.5 nm de didmetro (Nogales y col.,
1998b). Estos poros se sitlan en las zonas donde confluyen cuatro monémeros de

tubulina, pertenecientes a dos protofilamentos adyacentes. Dado que la primera
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estructura a alta resolucion de tubulina se obtuvo de una forma polimerizada de
tubulina (Nogales y col., 1998b), el modelo cristalografico incluye la estructura de
un protofilamento a partir del cual se puede obtener informaciéon sobre los
contactos longitudinales entre dimeros. Las interfases longitudinales entre
monomeros y dimeros son topolégicamente muy similares e involucran elementos
estructurales equivalentes en alfa y beta tubulina (Nogales y col., 1999). No
obstante, existen pequeiias diferencias entre estas interfases, entre las que
destaca que el residuo 254 en beta tubulina es una lisina que se sitla muy cerca del
fosfato gamma del GTP de la subunidad alfa, mientras que en alfa tubulina es un
glutdmico que se ha propuesto que cataliza la reaccién de hidrdlisis del GTP en la
subunidad beta del dimero inmediatamente anterior (Nogales y col., 1998a).

Dado que las ldminas inducidas por Zn* de donde se obtuvo la estructura a
alta resolucion de tubulina estdn compuestas por protofilamentos en disposicién
antiparalela y que los protofilamentos de los microtibulos siempre adoptan una
disposicion paralela, es légico pensar que han de existir diferencias entre los
contactos laterales formados por ambos fipos de estructuras. El ajuste de
protofilamentos completos a alta resolucién (provenientes de ldminas de Zn*") en
los mapas de criomicroscopia electrénica a media resolucién ha permitido modelar
este tipo de contactos en el microtibulo (Krebs y col., 2005; Li y col., 2002;
Meurer-Grob y col., 2001; Nogales y col., 1999). Al contrario que los contactos
longitudinales entre mondmeros, los contactos laterales entre protofilamentos
muestran un cardcter principalmente electrostdtico, siendo el lazo M, la hélice H3
y el lazo H1-S2 los principales elementos involucrados en estos contactos (figura
4). La superficie externa del microtibulo estd dominada por las dos largas hélices
alfa que forman el dominio C-terminal de la tubulina, donde se unen proteinas

motoras y proteinas asociadas a microtibulos (Nogales y col., 1999).
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Figura 4. Vista de las interacciones laterales entre dos protofilamentos de un microtibulo. Los
dimeros de tubulina pertenecen a dos protofilamentos adyacentes en un modelo a alta resolucién de
microtibulo construido mediante el ajuste de la estructura cristalogrdfica (cédigo PDB 1TUB) en un
mapa de criomicroscopia electrénica a 8 A de resolucién (Li y col., 2002). Las subunidades alfa
corresponden a los monémeros superiores y las subunidades beta a los inferiores. Los principales
elementos de estructura secundaria implicados en los contactos laterales estdn coloreados en
magenta (hélice H3), naranja (lazo H1-52) y azul marino (lazo M). El resto de elementos de
estructura secundaria se colorean en rojo (hélices alfa), amarillo (cadenas beta) y verde (lazos).

2.3. Proteinas asociadas a microtibulos

A pesar de que es posible ensamblar microtibulos /n vitro a partir de tubulina pura
(Lee y Timasheff, 1975), /n vivo los microtibulos se encuentran asociados a una
gran variedad de proteinas que regulan su funcién. Estas proteinas (denominadas
proteinas asociadas a microtdbulos o MAPs) actdan tanto estabilizando los
microtibulos contra el desensemblaje, como mediando la interaccion con otros
componentes celulares (Hyams y Lloyd, 1993). De esta forma, diferentes
estructuras microtubulares tienen asociadas diferentes MAPs. Estas proteinas, a
su vez, regulan temporal y espacialmente la dindmica de los microttbulos a lo largo
de las diversas etapas del ciclo celular (Heald y Nogales, 2002). Como cabe esperar
de la diversidad de funciones de los microtibulos, hay muchos tipos de MAPs;

algunas de ellas estdn ampliamente distribuidas en la mayoria de las células,
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mientras que otras se encuentran sdlo en determinados tipos celulares (Hyams y
Lloyd, 1993).

Un tipo especial de MAPs son las proteinas motoras, quinesinas y dineinas.
Estas proteinas se mueven a lo largo de los microtibulos en sentidos opuestos,
transportando moléculas y vesiculas dentro de las células. Las quinesinas se mueven
hacia el "extremo +" de los microtibulos, mientras que la dineinas se mueven hacia
el "extremo -" de los microtibulos y ambas forman parte de un complejo sistema

de transporte intracelular (Mallik y Gross, 2004).

3. La tubulina como componente principal de los microtibulos

3.1. Polimerizacion de microtudbulos

El mecanismo de ensamblaje de fubulina ha sido ampliamente estudiado desde que
se descubriera en la década de los setenta que la tubulina pura podia polimerizar /n
vitro con la ayuda de MAPs o en presencia de promotores inespecificos de la
polimerizacién, como son el glicerol (Lee y Timasheff, 1975) o el DMSO (Himes y
col., 1977), para formar microtibulos de idéntica apariencia a los que se
encuentran dentro de las células. Al igual que el ensamblaje de actina, el
ensamblaje de tubulina es una polimerizacién nho covalente por condensacién
nucleada, caracterizada por un comportamiento cooperativo y por la presencia de
una concentracion critica de proteina, por debajo de la cual no existe formacién
significativa de polimeros (Oosawa y Asakura, 1975). El equilibrio de polimerizacion
es muy parecido al equilibrio de solubilidad de un determinado compuesto en
disolucién; la concentracion critica de tubulina se corresponderia a la
concentracion saturante de compuesto, y el exceso de moléculas del compuesto,
que estdn precipitadas, se corresponderia a los dimeros de tubulina que forman
parte de los microtibulos. Al igual que en los microtuibulos, el nimero de moléculas
de compuesto que coexisten con el precipitado es independiente de la cantidad
total de precipitado, pero estd determinado por las condiciones experimentales

como la femperatura, el pH y las concentraciones de otros componentes.
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La polimerizacion de proteinas, generalmente, consiste en dos procesos:
nucleacién y elongacién o crecimiento. Se requiere primero la formacion de un
ndcleo inestable que se pueda elongar, hasta alcanzar un estado estacionario en la
masa de polimero. La nucleacién, espontdneamente /n vitro o a partir de los
centrosomas /n vivo, limita el nimero de microtibulos formados y la velocidad de la
polimerizacién. Se puede decir, por tanto, que la nucleacion es generalmente el
paso limitante en el proceso de polimerizacién. La adicién de nicleos preformados a
los dimeros de tubulina acelera la reaccién pero no tiene influencia en la
concentracién de moléculas de tubulina coexistentes en el equilibrio final, es decir

no tiene influencia en la concentracion critica (Oosawa y Asakura, 1975).

3.2. Comportamiento dindmico de los microtibulos

Como ya se ha descrito anteriormente, los microttbulos juegan un papel esencial en
la division celular, posicionando los cromosomas correctamente durante la mitosis.
La despolimerizacién del citoesqueleto de microtibulos de la interfase y la
construccion del huso mitético requieren una rdpida reorganizacién de los

microtdbulos (figura 5).

Figura 5. Inmunofluorescencia de células de osteosarcoma en las diferentes etapas de la mitosis. Los
microtibulos se muestran en rojo, el ADN se muestra en azul y los cinetécoros en verde. A. En
prometafase, las envueltas nhucleares se han roto, los cromosomas estdn condensados y los
microtibulos, muy dindmicos, recorren el citoplasma en busca de los cromosomas. B. En metafase
temprana, las mayoria de los cromosomas se han congregado en el ecuador de la célula para formar la
placa metafdsica. C. En anafase, los cromosomas duplicados se han separado en sus dos cromdtidas y
se mueven hacia los polos de la célula. D. En telofase, los cromosomas separados han alcanzado los
polos del huso mitético y la célula se estd escindiendo para dar lugar a dos células hijas. Tomado de
(Jordan y Wilson, 2004).
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El huso mitdtico en si mismo es una estructura altamente dindmica en la que
los micrétubulos que lo componen encuentran a los cromosomas y los sitdan
apropiadamente en la célula (figura 5). Estas actividades se llevan a cabo gracias a
la remodelacién de los microtibulos mediante procesos de alargamiento o
acortamiento, adicién cabeza-cola (treadmilling) o incluso desensamblaje y
ensamblaje de nuevo en determinadas partes de la célula (figura 6). De hecho, el
comportamiento de los microtibulos /n vitro muestra una alternancia entre
periodos prologandos de polimerizacién y despolimerizacién (Hotani y Horio, 1988;
Kirschner y Mitchison, 1986). A este tipo de comportamiento dindmico que
presentan los microtibulos se le denomina inestabilidad dindmica y necesita un
aporte continuo de energia, que proviene de la hidrélisis del GTP unido a la

subunidad beta de la tubulina.

Figura 6. Esquema de la dindmica de los microtibulos. Representacién de los cambios de longitud de
un microtdbulo aislado a lo largo del tiempo. En el panel de la izquierda se muestra cémo los extremos
de los microtibulos crecen y se acortan estocdsticamente a lo largo del tiempo, por la adicién o
pérdida de dimeros de tubulina. Se puede observar que los cambios de longitud en el "extremo +" son
mayores que en el “"extremo -". En el panel de la derecha se representa la adicién cabeza-cola de
subunidades de tubulina (freadmilling) a los microtidbulos. Los heterodimeros de tubulina se afiaden al
"extremo +" del microtibulo y se pierden por el "extremo -". La longitud de los microtdbulos, no
obstante, permanece constante. Tomado de (Jordan y Wilson, 2004).

3.3. El ciclo 6TPasa de la tubulina

Las proteinas GTPasa funcionan como interruptores moleculares binarios,
normalmente activos en su conformacién unida a GTP e inactivos en su
conformacion unida a GDP. Los cambios entre los estados activo e inactivo estdn
regulados por factores intercambiadores de GTP (GEFs), proteinas estimuladoras
de la actividad 6TPasa (GAPs) e inhibidores de la disociacidén de los nucledtidos de

guanina (6DIs), entre otras proteinas (Hall, 2000). La tubulina, que junto con FtsZ
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comprende una familia diferente dentro de la superfamilia de las GTPasas (Nogales
y col., 1998a), tiene un comportamiento bioquimico similar a los otros miembros de
esta superfamilia, con la particularidad de que ella misma (al igual que FtsZ) actia
como proteina estimuladora de la actividad GTPasa, ya que el GTP se hidroliza tras
la adicion de un nuevo dimero al microtibulo (figura 7). Cada monémero de tubulina
une un nucledtido de guanina, de tal forma que en un dimero de tubuling, la
subunidad alfa siempre tiene unida una molécula de GTP, que no se intercambia ni
se hidroliza, en el denominado “sitio N" (del inglés non-exchangeable). Por el
contrario, la subunidad beta tiene asociado un nucleétido que puede ser
intercambiado e hidrolizado, en el denominado "sitio E" (del inglés exchangeable).
Por cuestiones prdcticas, en este trabajo se hard referencia a tubulina GDP o
tubulina GTP, segln tenga el sitio E de la subunidad beta unido GDP o GTP,
respectivamente.

Se piensa que la tubulina 6TP (que denominaremos esquemdticamente T)
tiene una conformacién tal que le permite ensamblar formando microtibulos
(TTTT); la polimerizacion induce la actividad GTPasa y la hidrélisis del nucledtido
del sitio E induce un cambio conformacional en la molécula de tubulina que tiende a
desestabilizar el microtibulo, pero las restricciones estructurales de las
subunidades adyacentes en el microtibulo impiden que este cambio conformacional
se complete, almacenando energia (por eso se dice que el microtibulo se encuentra
en un estado meta-estable; DDDD). Esta energia se usard mds tarde para
despolimerizar rdpidamente o para ejercer fuerza si fuera necesario. Una vez que
el microtibulo comienza a despolimerizar, las restricciones estructurales de las
subunidades adyacentes en el microtibulo desaparecen, el cambio conformacional
inducido por la hidrélisis del GTP se completa y la tubulina adopta su conformacion
inactiva (tubulina GDP, que aqui denominamos esquemdticamente D), incapaz de

formar microtdbulos (figura 7).
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Figura 7. Esquema simplificado del ciclo de actividad GTPasa en la tubulina. Aunque las bases
estructurales del funcionamiento de este ciclo no se conocen en detalle, se piensa que la
conformacién observada en las ldminas de Zn*" (Nogales y col., 1998b) es muy similar para T (tubulina
GTP), TTTT y DDDD, debido a las restricciones estructurales de las subunidades adyacentes en el
microtibulo. La conformacién D (tubulina GDP) debe ser parecida a la del complejo tubulina-
stathmina-colchicina (Ravelli y col., 2004). Pi representa al fosfato inorgdnico que se libera tras la
hidrélisis del GTP.

Los dimeros de tubulina GTP carecen de actividad 6TPasa per se, es decir,
son incapaces por si solos de hidrolizar el GTP que llevan unido. En cambio, bajo
determinadas condiciones, son capaces de ensamblar para formar microtdbulos y
una vez que un dimero de tubulina 6TP se ha afiadido al “extremo +" de un
microtibulo, se produce la hidrdlisis del GTP en el dimero inmediatamente anterior
al recién incorporado. Como resultado, el cuerpo del microtdbulo estard compuesto
de tubulina GDP, mientras que en los extremos siempre existird al menos una capa
de dimeros de tubulina GTP. Este alto contenido de tubulina GDP en los polimeros,
que tiende a despolimerizar, constituye la base de la inestabilidad dindmica y de la
elevada dinamicidad de estos polimeros.

La ftubulina GDP, aunque incapaz de polimerizar para formar microtibulos,
es capaz de ensamblar formando estructuras anulares (Howard y Timasheff,
1986). La estructura de estos anillos ha sido estudiada a baja resolucién utilizando
técnicas de dispersion de rayos-X a bajo dngulo (SAXS) y criomicroscopia

electrénica (Diaz y col., 1994; Nicholson y col., 1999). Estas estructuras
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corresponden a dobles anillos concéntricos, formados por 24 y 32 mondmeros de
tubulina (Diaz y col., 1994). La comparacién de la estructura de estos anillos con la
de los microtdbulos, indica que los primeros corresponden a segmentos de pares de
protofilamentos curvados tangencialmente a la superficie del microtibulo, con
dngulos de 30 y 22.5° por dimero de tubulina (Diaz y col., 1994). Adicionalmente,
una estructura curvada de protofilamentos de tubulina, similar a la observada en
los anillos de tubulina GDP, también se ha observado en protofilamentos de
microtdbulos que estdn despolimerizando (Chretien y col., 1995), sugiriendo que el
GDP induce una curvatura en el dimero de tubulina que impide la formacion de
protofilamentos rectos, necesarios para el establecimiento de las interacciones
laterales de los microtibulos (figura 10). Existe un equilibrio entre las
conformaciones recta (que puede formar microtibulos) y curva (que puede formar
anillos) de tubulina (Melki y col., 1989) y el interruptor binario que controla la
naturaleza del producto final es la ocupacion del "sitio E" de la subunidad beta de
la tubulina por un complejo coordinado nucleétido-metal (Shearwin y col., 1994).
Logicamente, este equilibrio se puede desplazar por ligandos exdgenos (Shearwin y

Timasheff, 1992; Shearwin y Timasheff, 1994).

3.4. Bases bioquimicas de la inestabilidad dinamica de los microtibulos

El modelo mds aceptado para explicar la inestabilidad dindmica de los microtibulos
es el modelo del tapén (Pantaloni y Carlier, 1986). Este modelo propone que aunque
prdcticamente todo el GTP de la tubulina se ha hidrolizado a GDP al polimerizar,
existe un tapdn ("cap") en el extremo del microtdbulo que estd creciendo, que no
ha hidrolizado el GTP y este tapén de tubulina GTP estabiliza al microtuibulo,
impidiendo la despolimerizacién. La pérdida de este tapén se traduce en la
despolimerizacién inmediata del microtidbulo, liberando asi la energia almacenada
tras la hidrélisis del GTP (figura 8). Como cabe esperar, los microtdbulos
ensamblados con andlogos de GTP lentamente hidrolizables son mucho mds estables

que los ensamblados a partir de tubulina GTP (Hyman y col., 1992).
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Figura 8. Dindmica de la polimerizacion de tubulina y modelo del tapon de tubulina GTP. El GTP unido
a la tubulina se hidroliza a GDP y fosfato inorgdnico (Pi) al mismo tiempo que la fubulina se afiade al
extremo del microtibulo o muy poco tiempo después. Finalmente, el Pi se disocia del microtibulo,
dejando un microtibulo compuesto de tubulina GDP. Un microtibulo que tiene un tapén de tubulina
GTP o GDP-Pi es estable a la despolimerizacién, pero la pérdida de éste resulta en la
despolimerizacién del microtibulo. Tomado de (Jordan y Wilson, 2004).

3.5. Bases estructurales de la inestabilidad dindmica de los microtibulos

Aunque se desconoce la estructura tridimensional a alta resolucién de la tubulina
GTP no polimerizada, se piensa que la tubulina GDP que se encuentra en los
polimeros laminares inducidos por Zn** (Lowe y col., 2001; Nogales y col., 1998b)
debe estar en una conformacion similar, debido a las restricciones de las
subunidades adyacentes en el polimero (dado que los protofilamentos de estas
laminas, muy parecidos a los de los microtuibulos, son rectos, denominaremos a esta
estructura “recta”). Tampoco se conoce la estructura a alta resolucion de la
tubulina GDP no polimerizada en disolucidn, pero se piensa que debe ser similar a la
que la tubulina adopta en el complejo tubulina-stathmina-colchicina (Ravelli y col.,
2004), dado que la conformacién que se observa en estas estructuras parece ser
muy similar a la estructura de tubulina GDP en los protofilamentos curvados de
microtibulos que estdn despolimerizando (Gigant y col., 2000) (ya que la
estructura de estos oligémeros de tubulina es curvada, denominaremos a esta

estructura "curva”).
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Una comparacion de los dimeros de tubulina en el complejo tubulina-
stathmina-colchicina (“estructura inactiva") con los dimeros de las ldminas de Zn*
(“estructura activa"), permitiria observar los cambios conformacionales existentes
entre las estructuras activa e inactiva de la tubulina. Se observan tres diferencias
importantes:

1. Se requiere una rotacién de 12° para superponer las subunidades alfa y
beta en ambas estructuras.

2. La orientacién relativa de los tres dominios de cada mondémero es
diferente (figura 9). El dominio de unién a nucledtido y el dominio C-terminal
forman un bloque cuyos dtomos se superponen en ambas estructuras, mientras que
los dominios intermedios presentan una rotacién de 8 y 11° para alfa y beta,

respectivamente (Ravelli y col., 2004).

Figura 9. Cambios en la subunidad beta de la tubulina entre las estructuras recta y curva.
Superposicién de los dominios de unién a nucleétido y C-terminal de la estructura de tubulina en el
protofilamento de Idminas inducidas por Zn* (Nogales y col., 1998b) y de la estructura en complejo
con stathmina. Tomado de (Ravelli y col., 2004). Se observa una rotacién de 11° entre los dominios
intermedios de ambas estructuras.

3. Existen cambios locales en la estructura, entre los que destaca la
diferencia en la conformacion de los lazos T5 y H6-H7, que se acompafia de un
desplazamiento de la hélice H7 a lo largo de su eje. Esta hélice conecta el dominio
de union a nucleétido con el dominio intermedio. La consecuencia del

desplazamiento de esta hélice tiene un efecto doble; por un lado el dominio
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intermedio rota, alejdndose del dominio de unién a nucledtido, tal y como se ha
descrito en el punto 2. Por otro lado, el desplazamiento de esta hélice alfa
"empuja” a la subunidad inferior, provocando la rotacién descrita en 1 (figura 10).
Estos cambios en la estructura generan la conformacidn curva de la tubulina, que
es incapaz de formar microtibulos porque no puede establecer los contactos

laterales necesarios para formar estos polimeros (Ravelli y col., 2004).

| \
| 1

Estructura curva

Figura 10. Representacién simplificada del cambio de conformacion recta a curva del dimero de
tubulina. Desplazamiento del dominio intermedio (I) en los monémeros de tubulina durante el cambio
de conformacién de recta a curva. El desplazamiento de la hélice H7 que conecta los dominios N-
terminal e intermedio, obliga a rotar a ambos dominios entre siy, a su vez, desplaza a la subunidad de
tubulina inmediatamente anterior, induciendo la conformacion curva de tubulina. Tomado de (Ravelli y
col., 2004).

Es interesante mencionar que el resto de estructuras de alta resolucién de
tubulina de las que se dispone actualmente, y-tubulina (Aldaz y col., 2005) y
tubulina de bacterias (Schlieper y col., 2005), también presentan una conformacion
curva similar a la que adopta la subunidad beta en el complejo tubulina-stathmina-
colchicina (estructura curva). Esto sugiere que la tubulina, en su estado basal,
estaria en una conformacion curva, mientras que la conformacion recta sélo se
observaria dentro de los protofilamentos de los microtibulos.

Se ha de puntuadlizar, no obstante, que los cambios que acabamos de
describir no dependen exclusivamente de la hidrélisis del GTP, ya que se observan

tanto en la subunidad alfa, unida a GTP, como en la subunidad beta unida a GDP,
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aunque la magnitud de los cambios en alfa es menor que los de beta (Ravelli y col.,
2004). Ademds, algunos autores sugieren que la stathmina podria inducir alguna
modificacion en la estructura del dimero de tubulina, que no se observaria en su
ausencia (Wang y Nogales, 2005). De hecho, se ha publicado recientemente un
mapa de criomicroscopia electrdnica de anillos de tubulina GDP en ausencia de
proteinas despolimerizadoras (Wang y Nogales, 2005) en el que se observan
diferencias entre las interfases intradimero (con GTP) e interdimero (con GDP). La
interfase interdimero, que contiene GDP, estd mds curvada que la interfase
intradimero, que contiene GTP. Ademds, el ajuste de las estructuras de alta
resolucién en este mapa mejora ligeramente si se ajusta la conformacién curvada a
la subunidad beta y la conformacién recta a la subunidad alfa, sugiriendo
diferentes conformaciones para cada monémero (Wang y Nogales, 2005).

Por otro lado, algunos autores han logrado observar diferencias en las
conformaciones y orientaciones relativas de los mondmeros alfa y beta en los
microtibulos. Ajustando por separado las diferentes conformaciones conocidas
(recta y curva) de los monémeros de tubulina, a sus mapas de criomicroscopia
electronica, Krebs y colaboradores han propuesto una explicacion estructural a la
inestabilidad dindmica de los microtibulos (Krebs y col., 2005). En este modelo, se
propone que la posicion relativa de los mondmeros dentro del microtibulo estaria
en una posicion intermedia entre la posicién totalmente recta de las ldminas de
Zn* (Nogales y col., 1998b) y la conformacién curva del complejo tubulina-
stathmina-colchicina (Ravelli y col., 2004) (figura 11). No obstante, para observar
las diferencias entre las conformaciones de alfa y beta en los microtibulos, los
autores se basaron en datos experimentales con una relacién sefial/ruido muy débil

(Krebs y col., 2004), que hace que estos datos se deban tomar con precaucién.
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Léminas de Zn Microtiabulos Complejo tubulina-stathmina

Figura 11. Posiciones relativas de los mondmeros de tubulina dentro de los diferentes tipos de
protofilamento. A. Conformacién recta de las Idminas de Zn?. B. Conformacién que adopta la tubulina
en el microtibulo tras la hidrélisis del GTP. C. Conformacién curva (inactiva) de la tubulina. Durante la
polimerizacién, la subunidad beta de la tubulina sufre un cambio estructural tras la hidrélisis del
nucledtido, que genera la conformacién intermedia de esa subunidad (B). Esta conformacién estd
relacionada con la conformacién curvada y permanece estabilizada por el entramado del microtidbulo y
por el tapdn de tubulina GTP de los extremos de los microtdbulos. El cambio conformacional de la
subunidad alfa es mucho menor que el de subunidad beta. Si la velocidad de incorporacién de dimeros
de tubulina al "extremo +" de los microtibulos es baja y la tubulina GDP queda expuesta en el
"extremo +" del microtibulo, esta tubulina GDP adopta la conformacidon curva y se induce la
despolimerizacién muy rdpidamente (C). Tomado de (Krebs y col., 2005).

Tras la polimerizacion, el 6TP de la subunidad beta se hidroliza y la
hidrélisis induce un cambio hacia la conformacion curva, pero debido a las
restricciones estructurales impuestas por los dimeros adyacentes del microtubulo,
el cambio conformacional no se puede completar. En su lugar, adopta una
conformacion intermedia “semicurva“, mantenida por los contactos axiales y
laterales, entre la conformacién recta observada en las ldminas de Zn* y la
conformacion curva observada en el complejo tubulina-stathmina-colchicina (figura

12).
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Figura 12. Diferencias estructurales de los dimeros de tubulina en las diferentes conformaciones
observadas. A. Relacién de los dimeros de tfubulina en los microtidbulos (color azul) con la
conformacién recta de la tubulina en las ldminas inducidas por Zn?* (color gris). B. Relacién de los
dimeros de tubulina en los microtibulos (color azul) con la conformacidn curvada del complejo
tubulina-stathmina (magenta). Las subunidades alfa (abajo) de cada estructura estdn superimpuestas.
Tomado de (Krebs y col., 2005).

El microtibulo puede permanecer intacto en este estado meta-estable
durante cierto tiempo, ya que existe un tapén en el “extremo +" de tubulina GTP,
que adopta la conformacion recta y este tapon parece ser suficiente para prevenir
la despolimerizacién del microtibulo, que comienza desde los extremos y no desde
el centro del microtidbulo. Si el microtibulo crece mds lentamente y la hidrdlisis de
GTP alcanza al extremo del microtibulo, el tapén de tubulina GTP se pierde y la
posibilidad de despolimerizacion desde ese extremo es mucho mayor (Krebs y col.,

2005).

4. La tubulina como diana farmacolégica

La importancia vital de los microtibulos en el proceso de la mitosis (son los
componentes principales del huso mitético) los ha convertido en dianas muy
importantes de fdrmacos antitumorales, que actian alterando el funcionamiento de
éstos. Desde que en 1967, la tubulina se identificara como la proteina de union a
colchicina, un veneno natural con efectos sobre el ciclo celular y en particular

sobre la morfologia del huso mitdtico (Borisy y Taylor, 1967a; Borisy y Taylor,
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1967b), el interés por esta proteina como diana antitumoral ha ido creciendo a lo
largo de los afios.
Actualmente, un grupo muy diverso de compuestos con actividad
antitumoral, cuya diana celular es la tubulina, se usan satisfactoriamente en el
tratamiento del cdncer o estdn siendo objeto de ensayos clinicos (Mani y col.,

2004). En la tabla 1 se muestran estos compuestos, sus usos terapedticos y la fase

de desarrollo clinico en que se encuentran.

Sitio de

Etapa de desarrollo

iy Compuestos Usos terapeliticos ot
union clinico
, inico. 22
Dominio . . Enfermedad de Hodgkin, cdncer En uso Cl.mlc?, pruebas
. Vinblastina (Velban) , de combinacién en
Vinca de testiculo
progreso
En uso clinico. 108 pruebas
Vincristina (Oncovin) Leucemia, linfomas de combinacién en
progreso
Tumores sélidos, linfomas En uso clinico. 29 pruebas
Vinorelbina (Navelbine) , . 4 en fase clinica I-ITII (sélo
cdncer de pulmon L
o0 en combinacién)
Vinflunina Canc?r de .n.'\ama, cdncer de Fase TIT
pulmadn, vejiga
Criptoficina 52 Tumores sélidos Fase ITT terminada
Halicondrinas (E7389) - Fase T
P ial
Dolastatinas (TZT-1027) otencial agente marcador Fase IT completada
vascular
Hemiasterlinas (HTI-286) - Fase T
Sitio de - Enfermfadades no.neopl'asmas Fallé las pruebas clinicas,
.. Colchicina (gota, fiebre mediterrdnea . ..
Colchicina - por su citotoxicidad
familiar)
Combrestatinas (AVE8062A, CA- Potencial agente marcador
1P, CA-4P, N-aceetilcolchicinol-O- vascular 9 Fase I, IT
fosfato, ZD6126)
2-Metoxiestradiol - Fase T
Metoxibenzeno-sulfonamida .
(ABT-751, E7010) Tumores sélidos Fase I, IT
Tumores de ovarios, mama y L
Sitio de ulmén, sarcoma de Kaposi. En En uso clinico. Pruebas
Paclitaxel (Taxol), TLO0319 puimon, post. Fase I-IIT en USA;
Taxol pruebas con muchos otros

Docetaxel (Taxotere)

Epotilonas (BMS-247550,
epotilonas By D)

Discodermolida

tumores
Tumores de préstata, cerebro y
pulmén

Tumores resistentes a paclitaxel

TLOO139 en fase I

En uso clinico. 8 pruebas en
USA en fase I-ITI

Fase I-IIT

Fallé las pruebas clinicas,
por su elevada
citotoxicidad

Tabla 1. Compuestos antimitéticos, sus sitios de unién en la tubulina y sus usos terapéuticos o fase
de desarrollo clinico. Modificada de (Jordan y Wilson, 2004).
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Hasta la fecha se han identificado cuatro sitios principales de unién de ligandos
antimitéticos dentro de la molécula de tubulina: sitio de colchicina, de alcaloides de

la vinca, de taxol y de laulimalida (figura 13).

colchicina vinblastina taxol laulimalida

Figura 13. Diferentes sitios de unién de ligandos antimitéticos en el dimero de tubulina. A. Tubulina
unida a colchicina (rojo) y vinblastina (azul) unida a uno de los dos sitios que existen en el dimero de
tubulina. B. Representacidn de un trozo de pared del microtibulo con taxol (naranja) unido. El largo
lazo de color violeta forma parte del sitio de unién propuesto para la laulimalida. Tanto en A como en
B, la subunidad superior es beta y la inferior es alfa. Las subunidades de color gris corresponden al
siguiente dimero en la estructura con cédigo PDB 1Z2B (A) y a un dimero de tubulina en el
protofilamento adyacente en el modelo de microtibulo de (Li y col., 2002) (B). C. Férmulas quimicas
de compuestos antitumorales que tienen como diana la tubulina. Para facilitar la visualizacién, los
colores de los ligandos en A y B coinciden con los colores de los nombres de los compuestos en C.

Todos estos compuestos ejercen sus efectos inhibitorios sobre la
proliferacion celular, mediante el bloqueo de la dindmica del huso mitético,
deteniendo las células en mitosis. Por ello, los compuestos que se unen a tubulina se
denominan a menudo antimitoticos. A concentraciones relativamente altas, estos

compuestos afectan la polimerizacién, estabilizan o desestabilizan los microtidbulos
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y modifican la masa de polimeros en la célula o /n vitro. Los compuestos
antimitéticos que se unen a tubulina se pueden clasificar en dos grandes grupos en
funcion del punto donde bloqueen el ciclo 6TPasa de la tubulina (figura 7): ligandos
activadores o desestabilizadores de tubulina, es decir, los que estabilizan o los que

desestabilizan microtibulos (figura 14).

GTP GDP

B——

Taxol

Laulimalida Colchicina

Vinblastina

Figura 14. Esquema simplificado del ciclo de actividad GTPasa de la tubulina y los ligandos que
bloquean este ciclo. El taxol y la laulimalida estabilizan microtibulos, mientras que la colchicina y la
vinblastina impiden la polimerizacién de tubulina.

A concentraciones bajas, pero clinicamente relevantes, estos compuestos no
modifican la masa total de microtidbulos pero alteran la dindmica de los
microtdbulos, reteniendo la capacidad para bloquear la mitosis (Jordan y col.,

1993).

4.1. Ligandos desactivadores de tubulina

4.1.1. Compuestos que se unen al dominio vinca

Los alcaloides de la vinca son compuestos naturales obtenidos originalmente hace
unos 45 afios de las hojas de la vinca de Madagascar y descritos como potentes
antileucémicos (Cutts y col., 1960; Johnson y col., 1960; Warwick y col., 1960).
Desde entonces, estos compuestos se han usado para el fratamiento de leucemias,

linfomas y otros tipos de tfumores sodlidos. A los dos compuestos naturales aislados
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originalmente, vinblastina y vincristina, se les sumaron algunos derivados semi-
sintéticos, entre los que destaca la vinorelbina que también se usa hoy en dia como
fdarmaco antitumoral (Duflos y col., 2002). Ademds, también existen otros
derivados en fases clinicas de desarrollo, como son la vinflunina (Duflos y col.,
2002), halicondrinas (Bai y col., 1991), hemiasterlinas (Anderson y col., 1997),
espongistatinas (Bai y col., 1993), dolastatinas (Bai y col., 1990) y criptoficinas
(Smith y col., 1994). Los efectos secundarios mds notables de este tipo de
compuestos son la neuropatia y la mielosupresion reversible (presumiblemente por
la alteracién de los microtibulos de los axones neuronales), aunque las causas de
estos efectos no se conocen con exactitud (Quasthoff y Hartung, 2002).

Los alcaloides de la vinca se unen tanto a tubulina no polimerizada como a
microtdbulos y sus acciones son dependientes de la concentracion. A
concentraciones muy altas (del orden de pM) inducen a la tubulina a formar
polimeros espirales (Haskins y col., 1981; Jordan y col., 1986). A concentraciones
relativamente altas (10-100 nM) causan la despolimerizacién de los microtibulos y
deshacen el huso mitdtico, bloqueando las células en mitosis (Jordan y col., 1991).
Sin embargo, a concentraciones mds bajas, los alcaloides de la vinca suprimen la
dindmica de los microtibulos sin despolimerizar el huso mitético, aunque adn son
capaces de bloquear las células en mitosis e inducir apoptosis (Jordan y col., 1991;
Toso y col., 1993).

La estructura de alta resolucién de uno de los dos sitios de union de los
alcaloides de la vinca en el dimero de tubulina (Lee y col., 1975), se ha descrito
recientemente por cristalografia de rayos X (Gigant y col., 2005). En esta
estructura, la vinblastina se introduce como una cufia entre dos dimeros de
tubulina, interaccionando con la subunidad alfa de uno y la beta del otro (figura 13)
(Gigant y col., 2005). Esta interaccion estabiliza axialmente los protofilamentos
curvados que se observan en los microtibulos despolimerizados con vinblastina

(Haskins y col., 1981).
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4.1.2. Compuestos que se unen al sitio de colchicina

La colchicina es un compuesto aislado en 1820 (Pelletier y Caventon, 1820) que
destruye el huso mitético. La tubulina se describié por primera vez como la
proteina de unién de este compuesto en las células (Borisy y Taylor, 1967a). De
forma similar a lo que ocurre con los alcaloides de la vinca, los ligandos que se unen
al sitio de colchicina producen la despolimerizacién de los microtibulos a elevadas
concentraciones y suprimen la dindmica de los microtdbulos a concentraciones mds
bajas (Skoufias y Wilson, 1992). Actualmente, la colchicina se usa en el
tratamiento de la gota, pero no ha superado las fases clinicas como antineopldsico,
presumiblemente por su elevada citotoxicidad. No obstante, se han identificado
otros compuestos naturales que se unen al sitio de colchicina, entre los que se
incluyen las combretastinas (Hamel y Lin, 1983) o el 2-metoxi-estradiol (D'Amato y
col., 1994), que se encuentran actualmente en fase clinica como potenciales
fdrmacos antitumorales.

La estructura del sitio de unién de colchicina se ha descrito recientemente
mediante cristalografia de rayos X (Ravelli y col., 2004). En esta estructura, la
colchicina estd mayoritariamente enterrada en el dominio intermedio de la
subunidad beta de tubulina, aunque también interacciona con la subunidad alfa del
mismo dimero (figura 13), lo que produce una estabilizacién del dimero de tubulina
en una conformacién que no permite el establecimiento de los contactos laterales

necesarios para formar el microtdbulo (Ravelli y col., 2004).

4.2. Ligandos activadores de tubulina

4.2.1. Compuestos que se unen al sitio de taxol

El taxol (paclitaxel) fue el primer compuesto estabilizador de microtibulos que se
descubrié. Actualmente, es un fdrmaco antitumoral muy efectivo y una de las
contribuciones mds representativas a la farmacopea de moléculas
quimioterapedlticas de la Gltima década (Rowinsky, 1997). Es una molécula compleja
que se aislé originalmente de la corteza del drbol del tejo, describiéndose sus

efectos antileucémicos (Wani y col., 1971). Afios después se publicé la primera
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evidencia de que la citotoxicidad de este ligando podia deberse a su accién sobre el
huso mitético (Fuchs y Johnson, 1978). Finalmente, en 1980, se describié que el
taxol era capaz de inducir la polimerizacién de microtdbulos en ausencia de GTP y
estabilizarlos en condiciones despolimerizadoras, como el frio, el Ca® o la dilucién
(Schiff y col., 1979). En 1995, fue aprobado su uso clinico y actualmente se usa en
el tratamiento de cdncer de ovarios, de mama, pulmon y sarcoma de Kaposi, entre
otros (Jordany Wilson, 2004).

Su mecanismo de accion es diferente al de los ligandos que se unen al sitio
de los alcaloides de la vinca o al de colchicina aunque, al igual que para estos dos
dltimos, los efectos sobre los microtibulos son dependientes de la concentracion.
A concentraciones elevadas de taxol, la masa de polimero formado se incrementa
notablemente, mientras que a concentraciones bajas (< 10 nM) no se observa
efecto sobre la masa total del polimero, aunque si un bloqueo de la dindmica de los
microtdbulos (Derry y col., 1998; Jordany col., 1993).

De cualquier forma, aparte del uso clinico satisfactorio del taxol y del
docetaxel (o taxotere, que es un andlogo relacionado), estos compuestos tienen
varias desventajas que limitan su aplicabilidad, como son su baja solubilidad acuosa,
el desarrollo de resistencias de las células tumorales debido a la presencia de
mutaciones en el sitio de taxol (Giannakakou y col., 1997) o a la sobre-expresion de
la glicoproteina P, que bombea estos ligandos hacia el exterior de la célula
(Gottesman y col., 1996; Litman y col., 2001). Debido a esto, en los dltimos afios se
ha disparado la bisqueda de nuevos compuestos con actividad similar a la del taxol,
pero que carezcan de estos inconvenientes. Multitud de blsquedas en multiples
fuentes (incluyendo corales, esponjas marinas, bacterias, plantas o productos de
sintesis quimica.) han resultado en el descubrimiento de compuestos,
estructuralmente no relacionados, que se unen al sitio de taxol, estabilizando los
microtdbulos. Estos compuestos son: epotilonas, discodermolida, dictiostating,
sarcodictinas, eleuterobinas, ciertos derivados esteroides, ciclostreptina y

tacalonolidas.
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a. Epotilonas. Las epotilonas, aisladas originalmente de la bacteria
Sorangium celulosum (Gerth y col., 1996; Hofle y col., 1996), son uno de los grupos
de ligandos estabilizadores de microtibulos mds prometedores como futuros
agentes quimioterapéuticos. De hecho, la epotilona B estd actualmente en fase IT
de desarrollo clinico por la compaiiia Novartis, su andlogo BMS-247550 estd en
fase IT/III por Bristol-Mayers Squibb y la deoxi-epotilona B y el andlogo C21-
amino-epoB han entrado también en fase clinica (Altmann, 2003). Las epotilonas,
como agentes antitumorales, ofrecen una serie de ventajas con respecto al taxol y
al docetaxel. Dado que son compuestos bacterianos, las epotilonas se pueden
obtener por fermentacién en grandes cantidades (Mulzer y col., 2000). Ademds,
tienen una mayor solubilidad acuosa (Hdofle y col., 1996) y son un sustrato mucho
peor para la glicoproteina P que el taxol o el docetaxel y por tanto, son mds
efectivos en células que tienen un fenotipo de resistencia a mdltiples drogas (MDR)
(Bollag y col., 1995; Kowalski y col., 1997b). Por dltimo, su arquitectura molecular es
relativamente sencilla y esto ha permitido la sintesis quimica completa de las
epotilonas naturales y de una gran variedad de andlogos (Balog y col., 1996);
(Nicolaou y col., 1997); (Nicolaou y col., 1998); (Nicolaou y col., 2000c); (Nicolaou y
col., 2000a; Nicolaou y col., 2000b; Nicolaou y col., 2001a; Nicolaou y col., 2001b;
Nicolaou y col., 2002; Nicolaou y col., 2003).

b. Discodermolida y dictiostatina. La discodermolida se aislé originalmente
de la esponja marina Discodermia dissoluta (Gunasekeray col., 1990) y se describié
como un potente inmunosupresor (Longley y col., 1991; Longley y col., 1993). Afios
después, se comprobé la espectacular potencia de este compuesto en la induccién
de haces de microtibulos en células, ademds de inhibir fuertemente la unién del
taxol a su sitio en los microtibulos (Kowalski y col., 1997a). De manera interesante,
se ha descrito un comportamiento citotoxico sinérgico entre discodermolida y
taxol a pesar de que ambos compiten por el mismo sitio de unién (Honore y col.,
2003; Martello y col., 2000). Estos resultados plantean la cuestién de si un
tratamiento combinado taxol/discodermolida causard una regresion tumoral

sinérgica. Desafortunadamente, la discodermolida no ha superado las fases clinicas
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de desarrollo como fdrmaco antitumoral debido a su elevada toxicidad. La
dictiostatina es un compuesto aislado originalmente de una esponja marina (género
Spongia ) (Isbrucker y col., 2003). Las estructuras quimicas de la discodermolida y
la dictiostatina son muy similares, pero la dltima es un ciclo, mientras que la
primera es una molécula lineal. Las células que presentan fenotipo MDR son
sensibles a estos ligandos (Isbrucker y col., 2003; Kowalski y col., 1997a).

c. Sarcodictinas y eleuterobina. Las sarcodictinas y la eleuterobina, se
aislaron originalmente de corales marinos (Sarcodictyon roseumy Eleutherobia sp.,
respectivamente (Ketzinel y col., 1996; Lindel y col., 1997)). Ambos compuestos
comparten un macrociclo principal y se diferencian sélo en las cadenas laterales de
este macrociclo. Tienen una actividad similar a la del taxol, aunque mds débil
(Hamel y col., 1999; Long y col., 1998). Desafortunadamente, el interés terapéutico
de estos ligandos es pequefio debido a que las células con fenotipo MDR son
resistentes a estos ligandos (McDaid y col., 1999).

d. Derivados esteroides. Estos compuestos se descubrieron cuando se
intentaba sintetizar andlogos del metabolito estrégeno 2-metoxi-estradiol, cuya
unidn débil al sitio de colchina habia sido previamente descrita (D'Amato y col.,
1994). Como consecuencia de diferentes modificaciones quimicas en esta molécula,
se sintetizd, entre otros, el andlogo 3,17B-diacetoxi-2-etoxi-6-0xo-B-homo-estra-
1,3,5(10)-trieno que, sorprendentemente, exhibié una débil actividad similar a la
del taxol (Verdier-Pinard y col., 2000).

e. Ciclostreptina. La ciclostreptina se aislé originalmente del medio de
cultivo de bacterias del género Streptomyces'y se describié como estabilizador de
microtibulos (Sato y col., 2000a; Sato y col., 2000b). Este ligando compite
fuertemente con el taxol por su sitio en los microtibulos, a pesar de tener una
actividad estabilizadora de microtdbulos débil (Edler y col.,, 2005). De forma
interesante, las células resistentes a taxol o a epotilonas (bien por mutaciones en
el sitio de unién o por sobre-expresién de la glicoproteina P) son sensibles a este
ligando (Edler y col., 2005). La estructura quimica de este ligando es especialmente

interesante ya que presenta grupos que podrian reaccionar irreversiblemente con
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proteinas (Vanderwal y col., 2003). De hecho, se ha detectado previamente la unién
irreversible de la ciclostreptina a la proteina carboxilesterasa-1 tras la incubacién
de un derivado fluorescente de ciclostreptina con el proteoma de corazén de ratén
(Adam y col., 2003).

f. Tacalonolidas. Las tacalonolidas A y E son parte de un grupo de
esteroides quimicamente relacionados que se han aislado de la planta Tacca
chantrieri (Chen y col., 1987; Shen y col., 1991). Ambos compuestos poseen una
débil actividad estabilizadora de microtibulos en células similar a la del taxol y,
ademds, son peores sustratos para la glicoproteina P que el taxol (Tinley y col.,

2003).

4.2.1.1. Mecanismo de accion del taxol

El mecanismo de induccién del ensamblaje y estabilizacién de microtibulos por
taxol, se estudié en un principio mediante técnicas de baja y media resolucion,
como SAXS y microscopia electrénica (Andreu y col., 1992; Andreu y col., 1994;
Diaz y col., 1996). Estos estudios situaban al taxol en la interfase de dos
protofilamentos, estabilizando de esta manera los contactos laterales entre ellos.
Estudios mds recientes, de alta resolucion, sitdan al taxol unido a un bolsillo
hidrofébico en el lumen de los microtibulos, entre el dominio intermedio y el
dominio N-terminal de la subunidad beta tubulina y en contacto con el lazo M (que
es el elemento principal de las interacciones laterales entre protofilamentos de los
microtdbulos), corroborando la hipdtesis propuesta previamente (Downing, 2000;
Nogales y col., 1999). Parece, por tanto, que la accién esencial del taxol es
estabilizar al lazo M de la tubulina en una conformacion que favorece la estabilidad
de los contactos laterales entre protofilamentos (Li y col., 2002) (figura 15).
Otros autores sugieren que el taxol actia, ademds, induciendo un efecto
conformacional desde su sitio de unién a la region de union del fosfato gamma en la
subunidad beta, contrarrestando asi el cambio producido por la pérdida de éste
tras la polimerizacion (Amos y Lowe, 1999). La transmisién de este cambio

conformacional se podria efectuar a través de la hélice H7, ya que ésta contacta
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con la molécula de taxol y con la de nucledtido (figura 15). Otra posibilidad es que
el taxol estabilice la conformacion de la tubulina contra el movimiento del dominio
intermedio con respecto al dominio de unidn de nucleétido (Amos y Lowe, 1999). Un
movimiento en las posiciones relativas de estos dos dominios se observa tanto en la
estructura de FtsZ unida a GDP (Nogales y col., 1998a) como en la estructura del
complejo tubulina-stathmina-colchicina, que se supone ha de ser similar a la forma
inactiva tubulina GDP (Ravelli y col., 2004). Unido en la interfase de estos dos
dominios, el taxol estaria en una posicién adecuada para inhibir este movimiento
(figura 15). Sin embargo, desde el punto de vista meramente termodindmico,
ninguno de esos mecanismos son necesarios para inducir el ensamblaje de tubulina 'y
estabilizar microtibulos, ya que el solo hecho de que el taxol se una solamente a
los microtibulos (con alta afinidad) y no a la tubulina dimérica, implica un
desplazamiento del equilibrio de polimerizacién hacia la forma polimerizada (Diaz y

col., 1993) (ecuacién 1)

nTUB + nLIG & MTB(n) + nLIG < MTB(n)-LIG(n) (1)

donde MTB, representa a un microtibulo compuesto de “n" dimeros de tubuling,
TUB representa a un dimero de tubulina y LIG representa cualquier ligando que se
una reversiblemente al sitio de taxol. Dado que el taxol se une con alta afinidad a
los microttbulos, el equilibrio estard desplazado hacia la derecha (es decir, hacia la

forma polimerizada y unida a ligando) en la ecuacién 1.

54



Introduccidn

Figura 15. Mecanismo de accién del taxol. Representacién de dos subunidades beta tubulina en dos
protofilamentos adyacentes de un microtibulo, vistas desde el “extremo +". El GDP y el taxol se
muestran en modelo de barras (azul claro y rojo, respectivamente). Existen varias hipétesis sobre
cémo el taxol estabiliza los microtibulos; es posible que el taxol estabilice el lazo M (azul oscuro) de
la subunidad beta de la tubulina en una conformacién que favorece la estabilidad de los contactos
laterales entre protofilamentos (Li y col., 2002). También es posible que el taxol actde induciendo un
efecto conformacional desde su sitio a la regién de unién del fosfato gamma, contrarrestando el
cambio producido por la pérdida de éste. Se ha propuesto que la transmision de este cambio
conformacional se podria efectuar a través de la hélice H7 (naranja), ya que ésta contacta con la
molécula de taxol y con la de nucledtido (Amos y Lowe, 1999). Otra posibilidad es que el taxol
estabilice la conformacién de la tubulina contra el movimiento del dominio intermedio (amarillo) con
respecto al dominio de unién de nucleétido (verde). El dominio C-terminal se muestra coloreado en
violeta. La posicién del taxol, unido entre estos dos dominios, seria adecuada para inhibir este
movimiento.

Por supuesto es también posible que el efecto del taxol sea una combinacion
de todo lo descrito anteriormente. En cualquier caso, lo que si que parece claro es
que el efecto del taxol es estabilizar un estado conformacional, mds que servir
como “pegamento” entre los protofilamentos y la presencia del taxol compensaria
asi el estrés conformacional que se produce tras la hidrélisis del nucleétido y que
tiende a desestabilizar el microtibulo (Krebs y col., 2005).

A diferencia de la colchicina o los alcaloides de la vinca, los compuestos que
se unen al sitio de taxol no se unen al dimero de tubuling, sino que sdlo se unen a los
microtdbulos. Es posible que se necesite el polimero para crear el sitio completo o
que sea necesaria la conformacion de la proteina polimerizada para tener un sitio

de alta afinidad al que se pueda unir el taxol (Diaz y col., 1993). Ademds, este sitio
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se encuentra en el interior de los microtibulos (Nogales y col., 1999), lo que estd
en desacuerdo con los datos cinéticos de la union de andlogos fluorescentes de
taxol (flutax), cuya velocidad de union estaria limitada por difusién (Diaz y col.,
2003; Diaz y col., 2000). Ademds, la union del taxol en el interior de los
microtibulos es totalmente incompatible con la formacion de complejos terciarios
flutax-anticuerpo-microtdbulo que han sido recientemente descritos (Diaz y col.,
2005). Por ello, se ha propuesto la unién previa del taxol a un sitio accesible en la
superficie externa de los microtdbulos y una posterior interiorizacién a través de
los poros de la pared del microtibulo mediante un mecanismo de translocacién

hacia el sitio en el interior del microtibulo (Diaz y col., 2003).

4.2.2. Compuestos que se unen al sitio de laulimalida

La laulimalida se aislé originalmente como un agente citotéxico de esponjas
procedentes de Indonesia, Vanuatu y Okinawa (Corley y col., 1988; Quifiod y col.,
1988); (Jefford y col.,, 1996). Posteriormente, se describi6 su actividad
estabilizadora de microtdbulos, idéntica a la del taxol (Mooberry y col., 1999) y su
unién a un sitio diferente al de éste (Pryory col., 2002).

El pelorusido A se aislé también de una esponja marina (Mycale hentscheli) (West y
col., 2000) y posee elevada citotoxicidad con unos efectos en células similares a los
del taxol (Hood y col., 2002).

La laulimalida, al igual que el taxol, es capaz de inducir el ensamblaje de
tubulina para formar microtibulos y se une a éstos con estequiometria 1:1 (una
molécula de ligando por dimero de tubulina), es decir, se puede unir a la vez una
molécula de taxol y otra de laulimalida en el mismo dimero de tubulina de un
microtibulo (Pryor y col., 2002). Ademds, taxol y laulimalida inducen la
polimerizacién de tubulina /n vitro de forma sinérgica, y este efecto es maximo
cuando la relacion taxol/laulimalida es 1:1 (Gapud y col., 2004). Como es de esperar,
las células con mutaciones en el sitio de taxol resistentes a éste son sensibles a
laulimalida y pelorusido A (Gaitanos y col., 2004; Pryor y col., 2002). Ademds, las

células con fenotipo MDR son sensibles a estos dos ligandos, lo que indica que son
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peores substratos para la glicoproteina P que el taxol (Gaitanos y col., 2004; Pryor
y col., 2002).

El sitio de unién de laulimalida y pelorusido A en el dimero de tubulina no se
conoce, aunque aproximaciones computacionales han predicho que éste podria estar
situado en alfa tubuling, cerca del lazo B9-B10, en un sitio que seria equivalente al
de taxol en beta tubulina (figura 13) (Pineda y col., 2004). No obstante, no existen

aln evidencias experimentales que avalen esta hipétesis.
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Materiales y métodos

1. Ligandos y productos quimicos

1.1. Ligandos

Para el desarrollo de este trabajo se ha usado el mdximo ndmero posible de
compuestos previamente descritos en la bibliografia como estabilizadores de
microtdbulos (figura 1 de Resultados). El taxol (Schiff y col., 1979) fue donado por
M. Suffness del Instituto Nacional del Cancer (Bethesda, MD). El docetaxel
(Bissery y col., 1991) proviene de Rhone Poulenc Rorer, Aventis (Schiltigheim,
Francia). Las epotilonas (Bollag y col., 1995), sarcodictinas (Hamel y col., 1999) y
eleuterobina (Hamel y col., 1999; Long y col.,, 1998) se sintetizaron en el
laboratorio del Dr. Nicolaou del Instituto Skags de Quimica Bioldgica (Instituto de
Investigacién Scripps, La Jolla, CA). El lonafarnib (Shi y col., 2000) proviene del
Instituto de Investigacion Schering Plough (Kenilworth, NJ). La ciclostreptina
(Sato y col., 2000a) fue donada por el Dr. Sorensen de la Universidad de
Princenton (Princenton, NJ). El esteroide (3,17p-diacetoxi- 2-etoxi- 6-oxo-B-
homo- estra- 1,3,5(10)- trieno) (Verdier-Pinard y col., 2000) fue donado por el Dr.
Hamel del NIH (Frederick, MD). El Dr. G. Appendino de la Universidad del
Piamonte Oriental (Italia), nos cedié los poliésteres de jatrofano (Miglietta y col.,
2003). Las tacalonolidas (Tinley y col., 2003) provienen de la Dra. Mooberry de la
Fundacién Suroeste par la Investigacién Biomédica (San Antonio, TX). El Dr.
Paterson del Laboratorio de Quimica de la Universidad de Cambridge (UK) nos
envié la dictiostatina (Isbrucker y col., 2003), la discodermolida (Kowalski y col.,
1997a) y la laulimalida (Mooberry y col., 1999). El pelorusido A (Hood y col., 2002)
proviene del Dr. Miller de la Escuela de Ciencias Bioldgicas de la Universidad
Victoria de Wellington (Nueva Zelanda). Existen, ademds, otros compuestos
descritos como agentes estabilizadores de microtibulos, que no se han utilizado en
este trabajo: benzofenonas de poli-isoprenilo (Roux y col., 2000), 65-164 (Shintani
y col., 1997), cerataminas (Karjala y col., 2005), partenolida (Miglietta y col.,
2004), custonolida (Bocca y col., 2004), ferulenol (Bocca y col., 2002) y rhazinilam
(Dupont y col., 1999). El flutax-2 (derivado fluorescente de taxol, (Evangelio y col.,

1998)) se sintetizé en el laboratorio del Dr. Amat-Guerri en el Instituto de

61



Materiales y Métodos

Quimica Orgadnica (CSIC, Madrid). La luteina (Crabtree y col., 2001) y el dicumarol
(Madari y col., 2003) son de Sigma. El [*H]-taxol (actividad especifica 16.2
Ci/mmol) proviene del Departamento de Sintesis y Quimica de Fdrmacos del
Instituto Nacional del Cdncer (Frederick, MD). La [**C]-epotilona B (actividad
especifica 111 Ci/mmol) proviene de Novartis Pharma AG y la [*H]-discodermolida
(actividad especifica 14.4 Ci/mmol) fue cedida por Novartis Pharmaceuticals Corp.
Todos los compuestos se diluyeron en DMSO a una concentracién final de 5-10 mM
y se almacenaron a -20°C.

La pureza de los ligandos se comprobé mediante cromatografia liquida de
alto rendimiento (HPLC, absorbancia a 220 nm) usando una columna de fase inversa
C18 (Supercosil, LC18-DB, 250x4.6 mm) equilibrada en 70/30 metanol/agua (v/v) o
50/50 acetonitrilo/agua (v/v) con un flujo isocrdtico de 1 ml/min en un
cromatdgrafo Shimadzu 10AD equipado con un detector espectrofotométrico UV-
visible Shimadzu SPD10AV.

El taxol, docetaxel, pelorusido A, laulimalida, ciclostreptina y las
tacalonolidas también se caracterizaron por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas (LC-MS) en un cromatdgrafo Agilent 110 LC/MSD,
usando uha columna de fase reversa C18 y un flujo isocrdtico (1 mL/min) de
acetonitrilo/agua 5/95 (v/v) durante 5 min, seguido de un gradiente lineal hasta
100 % acetonitrilo en 30 min. Ambos disolventes, agua y acetonitrilo, contenian
0.04 % de dcido trifluoroacético. En el detector de masas, el voltaje del capilar se
ajusté a 5000 V, la energia de colisién se fijé a 150 eV y se usé nitrégeno a 350 °C
como gas de secado.

La solubilidad de los ligandos a las concentraciones experimentales usadas se

comprobd con controles paralelos a cada experimento que sélo contenian ligando.

1.2. Productos quimicos

El SDS (dodecil sulfato sédico) y el EGTA (tetra-acetato de etilenglicol) fueron de
Sigma Chemical Co. El Sephadex 625 y el DEAE Sephadex A50 fueron de
Amersham. El GTP fue de Roche y el GDP de Sigma. El glicerol (grado analitico), el
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DMSO (grado espectroscopia), el metanol (grado HPLC), el etanol (grado
espectroscopia), el fosfato monosédico y disédico (grado analitico), el EDTA (dcido
etilen-diamino-tetra-acético), el borohidruro sédico, el cloruro magnésico y el
acetato de uranilo fueron de Merck. El cloruro de guanidina fue de United States
Biochemical Corp. El acetonitrilo fue de Scharlau CEIME (grado HPLC). Todos los
demds productos utilizados en este trabajo fueron de Merck de grado analitico o

mejor.
1.3. Tampones
Tampon PEDTA4-1mM GTP: 10 mM fosfato sédico (NaH:PO4/Na;HPO.), 1 mM

EDTA, 4 mM MgClzy 1 mM GTP, pH 7.0

Tampon PEDTA4-1mM GDP: 10 mM fosfato sédico (NaH:PO4/NazHPO,), 1 mM
EDTA, 4 mM MgCl; y 1 mM GDP, pH 7.0

Tampon PEDTA7-1mM GTP: 10 mM fosfato sédico (NaH:PO4/Na,HPO,), 1 mM
EDTA, 7 mM MgCly 1mM GTP, pH 7.0

Tampon PEDTA-0.1 mM GTP: 10 mM fosfato sédico, 1 mM EDTA, 0.1 mM GTP,
pH 7.0

Tampon PEDTA-1 mM G6TP: 10 mM fosfato sédico, 1 mM EDTA, 1 mM GTP, pH
7.0

Tampon GAB-1mM GTP: 10 mM fosfato sédico (NaH:PO4+/Na;HPO.), 3.4 M
glicerol, 1 mM EGTA, 6 mM MgCl;, 1 mM GTP, pH 6.5

Tampon GAB-0.1mM GTP: 10 mM fosfato sdédico (NaH:PO4/NaHPO,), 3.4 M
glicerol, 1 mM EGTA, 6 mM MgCl;, 0.1 mM GTP, pH 6.5
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Tampon AB-1mM GTP: 100 mM Mes, 1 mM EGTA, 1 mM MgSO,;, 1 mM 2-
mercaptoetanol, pH 6.7

Tampon A: 5 /95 acetonitrilo/agua (v/v), 0.5 % dcido acético

Tampon B: 95 /5 acetonitrilo/agua (v/v), 0.5 % dcido acético

Tampon PBS: 8.1 mM NazHPO4, 1.5 mM NaHzPO,, 137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, pH
7.2

Tampon PEM: 0,1 M Pipes, 2 mM MgCl;, ImM EGTA, pH 6.8

2. Proteinas

2.1. Preparacion de tubulina

Los cerebros bovinos empleados para la purificacion de tubulina procedian del
Matadero Madrid Norte de San Agustin de Guadalix, Madrid. La tubulina se
preparé a partir de cerebro de choto (menor de 24 meses) por el procedimiento de
Weisenberg con algunas modificaciones (Lee y col., 1973; Weisenberg y col., 1968)
(Andreu y col., 1984) y se almacené en nitrdgeno liquido en un tampon que contenia
IM de sacarosa. El protocolo de purificacion consistio en la homegeneizacién de los
cerebros (usando un homogeneizador de aspas) y la eliminacion de las membranas
celulares por centrifugacion. Tras esto, se procedié al fraccionamiento con sulfato
aménico (32 %) y la posterior precipitacién de la proteina (43 % sulfato amdnico).
El precipitado se resuspendié y la tubulina se purificé por cromatografia de
intercambio ionico en DEAE-Sephadex A50. El eluido se precipité con sulfato
amonico y se resuspendié en un volumen pequefio para cargarlo en una columna de
cromatografia de filtracion en gel Sephadex 625, seguida de una nueva
precipitacién con Mg® para seleccionar sélo la proteina activa (capaz de
polimerizar). El exceso de Mg™ se elimind por didlisis durante toda la noche en un

tampon que contenia 1 M sacarosa como estabilizador. Normalmente, se partia de

64



Materiales y métodos

8-9 cerebros de choto (unos 2-3 kg) y se obtenian unos 400-600 mg de tubulina
pura (>98 %)y activa.

Antes de cada experimento, la proteina se descongeldé rdpidamente y se equilibré
en el tampon deseado mediante cromatografia de filtracion en gel (Sephadex 625).
Las fracciones eluidas con elevada densidad éptica (L 295 nm) se juntaron y se
centrifugaron durante 10 minutos a 4°C a 90000 g para eliminar posibles
agregados proteicos. Las concentraciones de fubulina se determinaron
espectrofotométricamente empleando los siguientes coeficientes de extincidn
molar: £275 = 109000 M en 6 M cloruro de guanidina y 275 = 107000 M™ en tampdn
10 mM fosfato sdédico, 0.5% SDS, pH 7.0 (Andreu y col, 1984). Las
concentraciones muy bajas de proteina se midieron espectrofluorimétricamente en
tampén 10 mM fosfato sddico, 0.5% SDS, pH 7.0 (Aexc 280 nm y A.m 320 nm),
utilizando estdndares de tubulina cuya concentracién se habia determinado

anteriormente espectrofotométricamente.

2.1.1. Preparacion de tubulina GDP

Para obtener disoluciones homogéneas de tubulina GDP (Diaz y Andreu, 1993) se
tomaron unos 20-40 mg de proteina y se elimind la sacarosa que contenia el tampon
de almacenamiento mediante una columna semiseca de centrifuga de Sephadex
625 (0.9 x 10 cm) equilibrada en tampén 10 mM fosfato sddico, 1 mM EDTA, 1 mM
GDP, pH 7.0. El eluido se incubé en hielo durante 10 minutos con 10 mM de GDP. El
exceso de nucledtido se elimind mediante cromatografia de filtracién en gel de
Sephadex 625 (0.9 x 10 cm). Las fracciones eluidas con elevada densidad éptica
(. 295 nm) se juntaron y se centrifugaron durante 10 minutos a 4 °C a 90000 g. La
concentracién final de proteina se midié espectrofotométricamente empleando los

coeficientes de extincion anteriormente descritos.

2.1.2. Preparacion de tubulina GTP
Para obtener disoluciones homogéneas de tubulina GTP (Diaz y Andreu, 1993) se

tomaron unos 20-40 mg de proteina y se elimind la sacarosa que contenia el tampon
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de almacenamiento mediante una columna semi-seca de centrifuga de Sephadex
625 (0.9 x 10 cm) equilibrada en tampén 10 mM fosfato sdédico, 1 mM EDTA, 0.1
mM GTP, pH 7.0 y el eluido se cargé en una columna de Sephadex 625 (0.9 x 10
cm). Las fracciones eluidas con elevada densidad dptica a 295 nm se colectaron y
se centrifugaron durante 10 minutos a 4 °C a 90000 g. La concentracidon final de
proteina se midio espectrofotométricamente como se ha descrito anteriormente.
Alternativamente, con objeto comparativo, se preparé tubulina GDP y se

afiadié posteriormente GTP hasta una concentracién final de 1 mM.

2.2. Preparacion de proteina microtubular

La proteina microtubular (MTP, es decir tubulina y proteinas asociadas a
microtdbulos) de cerebro bovino se preparé mediante dos ciclos de
polimerizacién/despolimerizacién tal y como se ha descrito anteriormente (de
Pereda y col., 1995). El protocolo consistié en la homogeneizacion de los cerebros,
eliminacion de las membranas celulares por centrifugacién. Posteriormente, la
proteina microtubular se purificé mediante dos ciclos de polimerizacion y
despolimerizacién, usando tampones que contenian 3.5 M glicerol y ciclos de
calentamiento a 37 °C para polimerizar, y enfriamiento a 4 °C para despolimerizar
los microtubulos (de Pereday col., 1995).

La concentracion de proteina se determiné mediante el método de Bradford
(Bradford, 1976) usando como reactivo BioRad protein assay (BioRad) y albimina
de suero bovino (BSA) como estdndar. Las concentraciones de proteina
microtubular se calcularon multiplicando las concentraciones obtenidas por un
factor de 1.20 para disoluciones acuosas neutras y por 1.38 para disoluciones con
IM NaCl, para corregir por la diferencia entre el patrén (BSA) y la proteina

microtubular (de Pereday col., 1995).
2.3. Preparacion de microtibulos estabilizados

Se cargaron 40 mg de tubulina pura en una columna de cromatografia por filtracién

en gel de Sephadex 625 (0.9 x 25 cm) equilibrada con dos volimenes de tampén 10
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mM fosfato sédico, 1 mM EGTA, 0.1 mM GTP, 3.4 M glicerol, pH 6.8. Las fracciones
de mayor densidad éptica (. 295 nm) se juntaron y se centrifugaron a 90000 g, 4°
durante 10 minutos, para eliminar los posibles agregados. La concentracién de
proteina se ajusté a 50 uM, se afiadié Mg*" y GTP hasta una concentracién final de
6 mM y 1 mM, respectivamente y se comprobd que el pH de la disolucién era 6.5.
Las muestras se incubaron durante 30 minutos a 37°C para inducir la
polimerizacién de microtibulos, se afiadié glutaraldehido hasta una concentracién
final de 20 mM y se incubé la muestra a 37 °C durante otros 10 minutos. El exceso
de glutaraldehido se eliminé incubando la muestra en hielo con una disolucion 40
mM NaBH; durante 10 minutos y eliminando las burbujas producidas, al vacio o por
centrifugacion suave. La muestra de dializé durante toda la noche usando un casete
de didlisis Slide-A-Lyzer 10K (Pierce) frente al tampon GAB-0.1 mM GTP. Tras la
didlisis, los microtdbulos estabilizados se congelaron gota a gota y se almacenaron
en nitrégeno liquido. Se ha comprobado por sedimentacién que siguiendo este
procedimiento, alrededor de un 80% de la proteina total se encuentra polimerizada
(formando parte de los microtibulos) y la estequiometria, cinética y especificidad
de unién del flutax-2 a estos polimeros es la misma que para microtdbulos control
no estabilizados. Ademds, cuando se observan por microscopia electrénica, estos
microtdbulos tienen una morfologia idéntica a los no estabilizados (Diaz y col.,

2000).

2.3.1. Medida de la concentracion de sitios de taxol en microtudbulos
estabilizados

Para medir la concentracion de sitios de taxol en los microtibulos estabilizados, se
midié la concentracion total de tubulina espectrofotométricamente, como se ha
descrito anteriormente, y se prepararon diluciones con una concentracién total de
tubulina de 2 uM. Estas diluciones se incubaron a femperatura ambiente con 5 uM
de flutax-2, en presencia o ausencia de 100 uM de docetaxel. Los microtibulos se
precipitaron por centrifugaciéon a 90000 g, a 25°C durante 20 minutos. Se

separaron cuidadosamente los sobrenadantes de los precipitados, los Ultimos se
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resuspendieron en tampon 10mM fosfato sddico, 1% SDS, pH 7.0, y ambos se
diluyeron 5 veces en ese mismo tfampon. La concentracion de flutax-2 se determing
espectrofluorimétricamente (Aexc 495 nMm y Lem 520 nm; aperturas de 2 y 5 nm,
respectivamente). Para calcular la concentracion de sitios de taxol en los
microtibulos estabilizados, se ha de restar la concentracién de flutax-2 en el
precipitado en presencia de docetaxel, a la concentracion de flutax-2 en el
precipitado en ausencia de docetaxel. La cantidad resultante es la concentracién
de flutax-2 unido reversiblemente en condiciones de saturacion, que es igual a la
concentracién de sitios de taxol en la muestra y que puede ser extrapolado a la
muestra de partida. Aproximadamente un 95% de los dimeros en los microtibulos
estabilizados son capaces de unir taxol reversiblemente. La concentracion de sitios
en los microtibulos estabilizados decae lentamente a 4°C con una velocidad de
0.02 a 0.05 dias™ (tiempo de vida medio de 5 y 2 semanas, respectivamente). El
almacenamiento en nitrégeno liquido de los microtibulos estabilizados, permite

mantener constante la concentracion de sitios de unién de taxol durante afios.

3. Efectos de los ligandos en células
Los experimentos destinados al estudio comparativo del efecto de los ligandos en
las células, se realizaron en el laboratorio de la Dra. Isabel Barasoain del Centro de

Investigaciones Bioldgicas, Madrid.

3.1. Cultivos celulares

Las células humanas de carcinoma de ovario (1A9), carcinoma de pulmén (A549,
cedidas por la Dra. Giannakakou del Instituto del Cancer Winship, en la Escuela de
Medicina de la Universidad Emory, Atlanta, GA) y de leucemia monocitica (U937)
se cultivaron en medio RPMI-1640 complementado con un 10% de suero fetal
bovino, 2 mM de L-Glutamina, 40 pg/mL gentamicina, 100 IU/mL penicilina y 100

ug/mL de estreptomicina.
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3.2. Inmunofluorescencia indirecta

Las células A549 (100000/mL) se cultivaron en placas de 24 pocillos sobre cubres
redondos de 12mm durante la noche. A la mafiana siguiente se afadieron los
ligandos a diferentes concentraciones o el volumen equivalente de DMSO (cantidad
residual de DMSO menor del 0.5%) y se incubaron durante 24 horas mds. Para no
perder las células que pudieran estar despegadas, las placas se lavaron por
centrifugacion y las células en los cubres se permeabilizaron durante 90 segundos
con 0.5 % Triton X100 en PEM (0,1 M Pipes, 2 mM MgCl,, ImM EGTA, pH 6.8) y se
fijaron con 3.7% formaldehido en PEM durante 30 minutos, como se ha descrito
previamente (de Inesy col., 1994). Después de lavar con PBS, los citoesqueletos se
incubaron con el anticuerpo monoclonal anti alfa-tubulina DM1A (Sigma) a una
dilucién 1/400 en PBS con BSA 1% durante una hora a 37 °C, se lavaron dos veces
en PBS y se incubaron durante una hora mds con anticuerpos de cabra anti
inmunoglobulinas de raton marcados con FITC (Sigma) a una dilucién 1/100 en PBS
con BSA 1%. Los cubres se lavaron en PBS, y el ADN se tifi6 con 0.1 g/mL Hoechst
33342 (Sigma) en PBS durante 30 minutos. Las muestras se examinaron y se
fotografiaron usando un microscopio de epifluorescencia Zeiss Axioplan equipado

con una cdmara CCD Hamamatsu 4742-95.

3.3. Ensayos de citotoxicidad

Las células 1A9 6 A549 se distribuyeron en placas de 96 pocillos a una densidad de
10.000 células por pocillo en 50 pl de medio de cultivo. Al dia siguiente se
afadieron 50 pl de diluciones seriadas (desde 0.005 nM hasta 40 uM) de ligando y
se incubaron durante 72 horas mds. Tras esta incubacion, se determinaron la
células viables mediante un ensayo MTT (Smith y col., 1988) con algunas
modificaciones. 20 pL de 2.5 mg/mL MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il-
2 b-difeniltetrazolio) se afiadieron a cada pocillo y se incubaron durante 4 horas a
37 °C. Después se afiadié solubilizador de MTT (10% SDS, 45% dimetilformamida,
pH 5.5) y las placas se incubaron de nuevo a 37°C durante toda la noche, para

solubilizar el precipitado azul de formazdn antes de medir la absorbancia de los

69



Materiales y Métodos

pocillos a 595/690 nm en un lector de placas Titertek MultiScan MC. Como
blancos, se utilizaron pocillos que no contenian células y como controles de
crecimiento, pocillos con células sin ligando. Las ICso se calcularon de la curva
dosis-respuesta y se expresaron como el promedio de al menos cuatro

experimentos diferentes.

3.4. Andlisis de ciclo celular

El efecto de los ligandos sobre la progresiéon del ciclo celular se realizé
determinando del contenido en ADN (tefiido con ioduro de propidio) mediante
citometria de flujo. Se incubaron células U937 (300000/mL) con diferentes
concentraciones de ligando durante 17 horas, se lavaron con PBS, se fijaron con
70/30 etanol/agua (v/v) a 4 °C, durante una hora. Las muestras se lavaron dos
veces con PBS y se resuspendieron en 500 puL de PBS, que contenia 60 ng/mL de
RNasa A libre de DNAsa, y 50 pug/mL de ioduro de propidio. Las muestras se
incubaron de nuevo a 37 °C, durante 30 minutos y se analizaron en un citémetro de
flujo Coulter Epics XL, tal como se ha descrito anteriormente (Andreu y Barasoain,

2001).

4. Modulacion del ensamblaje de tubulina por ligando

4.1. Ensamblaje de tubulina inducido por ligando

Se prepararon muestras de tubulina GTP o tubulina GDP, libres de proteinas
asociadas a microtibulos, en el tampén deseado, tal y como se ha descrito
anteriormente y la concentracién critica del ensamblaje se midié empleando
diferentes concentraciones de tubulina en tampon PEDTA4-1mM GTP o PEDTAL-
ImM GDP, respectivamente. Experimentos control muestran que en estos fampones
la tubulina es incapaz de ensamblar en ausencia de ligandos a concentraciones
menores de 200 uM (Diaz y col.,, 1993). Para determinar las concentraciones
criticas del ensamblaje de tubulina inducido por ligando, se incubaron
concentraciones crecientes de tubulina GTP, o GDP, desde 1 hasta 60 uM

(dependiendo del ligando) a 37 °C durante 30 minutos, en presencia del ligando a
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una concentracion 10% en exceso sobre la concentracién de tubulina. Los polimeros
se sedimentaron por centrifugacién a 90000 g, durante 20 minutos a 37°C. Los
sobrenadantes se separaron cuidadosamente de los precipitados y éstos se
resuspendieron en tampén 10 mM fosfato sddico, 1% SDS, pH 7.0. Los precipitados
y los sobrenadantes se diluyeron 10 veces en el mismo tampdén y sus
concentraciones se  determinaron  fluorimétricamente  empleando  un
espectrofluorimetro Fluorolog-3-221 (Jobin Yvon-Spex, Longiumeau, Francia), tal y
como se ha descrito anteriormente.

Considerando una polimerizacion por condensacién nucleada no covalente, la
concentracién critica es igual a la concentracion de tubulina en el sobrenadante
(que debe ser igual a la concentracion de tubulina dada por la extrapolaciony = 0
de la representacion [tubulinglorecipitado Vs [tubulinaliora (Oosawa y Asakura, 1975)).
Las constantes aparentes de crecimiento del polimero (K®.) corresponden al
reciproco de la concentracidn critica (Oosawa y Asakura, 1975). Los polimeros
ensamblados se observaron por microscopia electrdnica tal y como se describe mds

adelante.

4.2. Modulacion del ensamblaje de tubulina por ligando

La modulacién del ensamblaje de tubulina por ligando, es decir, la variacidn inducida
por ligando de la concentracion critica del ensamblaje de tubulina, se determiné
incubando muestras de tubulina GTP (15 y 20 uM) en presencia de un 10% exceso
de ligando (con respecto a la concentracién de tubulina), en tampon GAB-1mM GTP.
En este tampdn, la tubulina es capaz de ensamblar por si sola en ausencia de
ligando, con una concentracién critica de 3.3 + 0.02 pyM (37 °C). Los polimeros
formados se precipitaron por centrifugacién a 90000 g durante 20 minutos a 37
°C, y los precipitados y sobrenadantes se procesaron como se ha descrito
anteriormente. Las concentraciones de tubulina se midieron fluorimétricamente

como se describié previamente.
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4.3. Modulacion del ensamblaje de proteina microtubular por los ligandos

El efecto de los ligandos sobre la polimerizacién también se ensayé en un sistema
que contenia proteinas asociadas a microtubulos, de la siguiente manera: 1mg/mL
de proteina microtubular se incubé en tampén 100 mM Mes, 1 mM EGTA, 1 mM
MgSO., 1 mM 2-mercaptoetanol, pH 6.7 (tampon AB-1mM GTP) durante 30 minutos
a 37°C en la presencia de un 10% de exceso de ligando sobre la concentracién de
proteina microtubular. Los polimeros se precipitaron a 90000 g durante 20 minutos
en un rotor pre-equilibrado a 37°C. Los sobrenadantes se separaron
cuidadosamente de los precipitados y éstos se resuspendieron en una disolucién 1
M NaCl. Las concentraciones de proteina microtubular se midieron por el método

de Bradford como se ha descrito anteriormente.

4.4, Estabilizacion de los microtibulos frente al frio por los ligandos

Para comprobar el efecto de los ligandos sobre la despolimerizacién de los
microtibulos inducida por frio, se incubaron disoluciones de tubulina 15y 20 M en
presencia de un 10% exceso de ligando (sobre la concentracién de tubulina) en
tampdon GAB-1mM GTP a 37°C durante 30 minutos. Tras esta incubacién, una vez
producido el ensamblaje, las muestras se incubaron durante 10 minutos a 4 °C. Los
polimeros de las muestras se precipitaron por centrifugacién y los precipitados y
los sobrenadantes se procesaron como se ha descrito antes. La concentracién de

proteina se determiné fluorimétricamente como se ha descrito anteriormente.

5. Estructura de los microtibulos inducidos por ligando

5.1. Microscopia electrdnica

25-30 pL de las muestras (normalmente 20-30 uM) se adsorbieron sobre rejillas
de cobre cubiertas por formvar, se tifieron con 1% de acetato de uranilo durante
30 segundos y se observaron en un microscopio electrénico de transmision Jeol
1230 (Jeol, Tokio, Japdn). El nimero de protofilamentos de los microtibulos y el
tipo de red que formaban se determiné a partir de los patrones de bandas

observados en las micrografias, tal y como se describe en (Wade y col., 1990).
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5.2. Medidas de dispersion de rayos X a bajo dangulo (SAXS)

Las medidas de dispersion de rayos X se llevaron a cabo en la estacién 2.1
(difraccién no cristalina con resolucion temporal) de la fuente de radiacién
sincrotron en el laboratorio de Daresbury (Daresbury, Inglaterra). La cdmara de
deteccion se situd a una distancia de 3 metros de la muestra, de tal forma que se
cubrié un rango de vectores de dispersion S (definido como el inverso del
espaciado de Braggs, 2(send)/1) desde 0.02 hasta 0.33 nm™. La intensidad de los
rayos X era de aproximadamente 4 x 10" fotones s™ en una seccién de muestra de
0.6 x 7 mm®. Los valores absolutos de los vectores de dispersién se obtuvieron por
referencia a las repeticiones de 67 nm del coldgeno de cola hidratada de rata. Los
perfiles de dispersién se grabaron cada 15-60 segundos. Los posibles dafios por
radiacién de las muestras, debido a la elevada intensidad del haz, se minimizaron
colocando la muestra en una celda oscilante. En caso de dafio por radiacion, se
eliminaron los datos afectados antes de promediarlos.

El procesamiento de datos se realizé usando el conjunto de programas
facilitado por el Proyecto Computacional Colaborativo para la Difraccion de Fibra y
la Dispersion en Disolucion (www.ccpl3.ac.uk/software/software.htm). Los datos
se normalizaron por la intensidad del haz y por la respuesta del detector antes de
ser procesados.

Los datos de SAXS se interpretaron por referencia a su espectro de
difraccion de fibra, basado en un entramado helicoidal de la superficie de los
microtibulos (Amos y Klug, 1974), como se ha descrito previamente (Andreuy col.,
1992; Andreuy col., 1994). Los radios helicoidales de los microtibulos y el nimero
de protofilamentos de éstos se calcularon por interpolacién, usando los resultados

previamente descritos (Andreuy col., 1992; Andreuy col., 1994; Diaz y col., 1994).
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6. Interaccion de los ligandos con los microtibulos

6.1. Determinacion de la union de ligandos a microtibulos

6.1.1. Determinacion de la union de ligandos a microtdbulos por HPLC

Se incubaron muestras que contenian 30 uM de sitios de taxol en microtibulos
estabilizados (preparados como se ha descrito anteriormente) o nativos, no
estabilizados (ensamblados a partir de 30 uM tubulina GTP en tampon GAB-1 mM
GTP), en presencia del ligando durante 30-120 minutos a la femperatura deseada.
Tras la incubacion, las muestras se centrifugaron a 90000 g, los sobrenadantes se
separaron de los precipitados y éstos se resuspendieron en tfampdn 10 mM fosfato
sodico, pH 7.0. Se extrajeron tres veces con un volumen de diclorometano, se
secaron al vacio y se resuspendieron en 25 puL de metanol/agua 70/30 (v/v) o
acetonitrilo/agua 50/50 (v/v). Las muestras se procesaron por HPLC como se ha

descrito anteriormente usando el correspondiente tampén como fase movil.

6.1.2. Union de pelorusido A a los microtibulos

La deteccion de la union del peloruside A (y laulimalida como control) a los
microtdbulos se realizé por espectrometria de masas MALDI-TOF, en el servicio
de espectrometria de masas del Centro de Investigaciones Bioldgicas-CSIC
(Madrid). Las muestras, conteniendo los ligandos, se mezclaron con un volumen
idéntico (0.5 uL) de matriz (dcido 2,5-dihidroxibenzoico 10 mg ml™) y se secaron al
aire, antes de ser analizadas utilizando un aparato BIFLEX IIT (Bruker-Franzen
Analytik, Bremen, Alemania). Las muestras se analizaron polaridad positiva, modo
reflector y, normalmente, 100 pulsos ldser se sumaron en un solo espectro. La
calibracién externa se realizé registrando los picos monoisotépicos de la
angiotensina (m/z 1046.5) y de la matriz CCA (dcido a-ciano-4-hidroxicindmico;

m/z 379).
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6.1.3. Interaccion de la ciclostreptina con tubulina no polimerizada y con
microtudbulos

6.1.3.1. Union de la ciclostreptina a los microtdbulos

Los andlisis correspondientes a los experimentos de unién de la ciclostreptina se
realizaron en el Departamento de Quimica Analitica de PharmaMar (Comenar Viejo,
Madrid) como se describe a continuacién. Muestras que contenian ciclostreptina y
microtdbulos estabilizados (20 y 30 uM de ciclostreptina con 25 y 35 uM de
microtibulos, respectivamente) se incubaron durante 30 minutos a 25 °C en
tampon GAB-0.1 mM GTP. De forma paralela, se realizaron experimentos control
con microtidbulos no estabilizados polimerizados en tampon GAB-1mM GTP, a partir
de 20 puM de tubulina y 25 uM de ciclostreptina. Las muestras se centrifugaron a
90000 g durante 10 minutos, a 25 °C. Los sobrenadantes se separaron
cuidadosamente de los precipitados y éstos se resuspendieron en tampén 10 mM
fosfato sédico, pH 7.0. Tanto los precipitados como los sobrenadantes se
extrajeron tres veces con un volumen de diclorometano, se secaron al vacio y se
disolvieron en 200 uL de metanol. Como estdndar interno, se utilizaron
concentraciones conocidas de docetaxel. Las concentraciones de ciclostreptina
unida a los microtubulos precipitados y libre en el sobrenadante se determinaron
por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (LC-MS) en un
cromatografo Agilent 110 LC/MSD. 100 ulL de las disoluciones extraidas se
inyectaron en una columna de fase inversa C18 y se analizaron a un flujo isocrdtico
(1 mL/min) de agua/acetonitrilo 95/5 durante 5 min y después se aplicé un
gradiente lineal hasta 100 % acetonitrilo en 30 min. Ambos disolventes, agua y
acetonitrilo, contenian 0.04 % de dcido trifluoroacético. En el detector de masas,
el voltaje del capilar se ajusté a 5000 V, la energia de colision fue de 150 eV y se

usé nitrégeno a 350 °C como gas de secado.
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6.1.3.2. Caracterizacion de la molécula de ciclostreptina por espectrometria
de masas
Con objeto de determinar los residuos de tubulina modificados por ciclostreptina,
se caracterizé en primer lugar la molécula de ciclostreptina y su espectro de
fragmentacion por espectrometria de masas. Todos los experimentos de
espectrometria de masas realizados con este fin se realizaron en el servicio de
proteémica del Centro Nacional de Investigaciones Cardiovasculares (Madrid)
utilizando un sistema hibrido 4000 Q-Trap LC/MS/MS (Applied Biosystems /MDS
Sciex, Concord, ON, Canada).

La figura 16 muestra el espectro de masas de la ciclostreptina. El pico con
relacién masa/carga (m/z) 401.2 corresponde a la sefal de la masa monoisotdpica
de la molécula de ciclostreptina monoprotonada. También se observan los aductos

de sodio y potasio (figura 16).
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Figura 16. Espectro de masas de la molécula de ciclostreptina. Se observan los picos
correspondientes a la masa monoisotépica de la molécula de ciclostreptina monoprotonada (401.2 Da)
y a los aductos de sodio (423.2 Da) y potasio (439.2 Da).

Cuando la molécula de ciclostreptina se rompe, se generan fragmentos que
corresponden a roturas simples o mdltiples de la molécula (figura 17A). Estos
fragmentos se pueden usar posteriormente para seleccionar los péptidos de
tubulina modificados por ciclostreptina, usando la técnica de seleccion del ion

precursor (precursor jon scanning, PIS), que permite seleccionar un determinado
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ion precursor (correspondiente a un péptido triptico, por ejemplo) a través de la
monitorizacion de la generacién de uno o varios de los fragmentos que, se sabe de
antemano, va a liberar cuando este ion precursor sea fragmentado. De esta forma,
cuando la molécula de ciclostreptina se fragmente, va a liberar los iones que se
observan en la figura 17A. Usando los pardmetros de adquisicién de datos
optimizados para el andlisis mediante selecccién del ion precursor de péptidos
tripticos y quimotripticos, el fragmento que mejor selecciona el ion precursor
(correspondiente en este caso a la molécula de ciclostreptina monoprotonada, m/z
401.2 Da) es el fragmento con m/z 249 Da (figura 17B). La eficiencia de seleccidn
del ion precursor es, de alguna manera, menor para el resto de fragmentos

generados al romper la molécula de ciclostreptina (figura 17C).
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Figura 17. Espectro de fragmentacion de la molécula de ciclostreptina. A. Espectro de MS/MS que
muestra los fragmentos correspondientes a roturas simples o mlltiples de la molécula de
ciclostreptina. Abajo. Espectro de masas que muestra la seleccion del ién precursor (m/z 401.2 Da,
en la figura marcado como FR) cuando se monitoriza la generacién del fragmento a m/z 249.0 Da (B)
o 280.8 Da (C). Se utilizaron los pardmetros de adquisicion optimizados para el andlisis mediante
selecccién del ion precursor (precursor ion scanning, PLS) de péptidos tripticos y quimotripticos, que
se describen en detalle en el texto. Como se puede observar, la sefial del idn parental se selecciona de
forma mds eficiente cuando se monitoriza la sefial correspondiente a la generacién del fragmento a
249.0 Da. La eficiencia de la seleccidn del ién precursor fue mds baja monitorizando la generacion de
ofros 6 fragmentos presentes en el espectro de MS/MS (panel A: 78.8, 98.7, 220.8, 298.8, 365,1 y
383.2 Da).
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6.1.3.3. Determinacion de los residuos de tubulina modificados por
ciclostreptina en los microtibulos

Se polimerizaron microtdbulos en tampén GAB-ImM GTP a partir de 20 uM de
tubulina, en presencia de DMSO o 25 pM de ciclostreptina a 37 °C durante 50
minutos. Los microtibulos se precipitaron por centrifugaciéon a 90000 g durante 10
minutos a 37 °C. Los sobrenadantes se retiraron cuidadosamente con una pipeta y
los precipitados se lavaron dos veces con agua destilada y se resuspendieron en
200 pL de tampén 50 mM HCO3NH4, 12 mM EDTA, 0.01% SDS, pH 7.6, para
despolimerizar los microtibulos. Las muestras se diluyeron después en fampén de
digestion (50 mM NH4HCOs) y se digirieron con tripsina (grado secuenciacion,
Promega, Madison, WT) o quimotripsina (Tipo VII, tratada con TLCK, Sigma, St.
Louis, MO) usando 1 ng de enzima por reaccién. La digestién con tripsina se realizé
a 37 °C durante 2 horas, mientras que la digestién con quimotripsina se realizé a
25 °C durante 1 hora. Tras la digestién, las muestras se secaron al vacio y se
conservaron a -20 °C hasta su andlisis por espectrometria de masas . Las muestras
digeridas se disolvieron finalmente en fampén A (5/95 acetonitrilo/agua (v/v), 0.5
% dcido acético).

Los péptidos ftripticos, o quimotripticos, resultantes de las muestras
control, o tratadas con ciclostreptina, se inyectaron en una micro-columna de fase
inversa €18 (300 pym ID x 5 mm PepMapTM, LC Packings, Amsterdam, Holanda)
para eliminar sales y se analizaron en un gradiente continuo de acetonitrilo de O a
50 % de ftampén B en 45 minutos (95/5 acetonitrilo/agua (v/v), 0.5 % dcido
acético) y posteriormente de 50 a 90 % de tampdén B en 1 minuto. Se utilizé una
nano-columna de fase inversa €18 (100 um ID x 15 cm, Discovery® BIO Wide pore,
Supelco, Bellafonte, PA) a un flujo constante de 300 nL/min para eluir los péptidos
directamente a un capilar emisor de nano-spray PicoTip™ (New Objective,
Woburn, MA) para la ionizacién y fragmentacion, en tiempo real, de los péptidos en
un sistema hibrido 4000 Q-Trap LC/MS/MS (Applied Biosystems /MDS Sciex,
Concord, ON, Canada) equipado con una fuente de iones nano-spray (Protana). La

nano-cromatografia liquida se realizé automdticamente, usando un generador de
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nano-gradiente (Ultimate nano-HPLC, LC Packings) acoplado a un inyector
automdtico (Famos, LC Packings). El rango de masas del instrumento se fijé a m/z
50-1500 en modo cuadrupolo y m/z 350-1500 en modo trampa idnica Lineal (LIT).
En el modo de resolucién mejorada, LIT escaned a 250 Da/s y los iones de interés
(los que corresponden a los péptidos modificados por ciclostreptina) se
seleccionaron mediante la seleccién de iones precursores por la generacion del ion
con m/z 249 Da. El voltaje del capilar se fijé a 3000 V. Se usé nitrégeno como gas
cortina (valor 15) y como gas de colisién. Todos los cromatogramas y los espectros

de MS/MS se analizaron con el programa Analyst 1.4.1 (Applied Biosystems).

6.1.3.4. Determinacion de los residuos modificados por ciclostreptina en la
tubulina no polimerizada

Muestras de tubulina GTP 20 uM se incubaron durante 50 minutos a 37 °C en
tampon PEDTA4-0.1 mM GTP. Previamente, se realizaron los controles necesarios
para comprobar que en este tampon y a esta concentracion, la tubulina es incapaz
de polimerizar en presencia de ciclostreptina. Estas muestras se digirieron con
tripsina y quimotripsinag, y se trataron exactamente igual que se ha descrito con
anterioridad para las muestras de microtibulos.

Adicionalmente, para aumentar la sensibilidad, se realizaron experimentos
de rastreo miltiple de iones precursores en alta sensibilidad (mu/tiple reaction
monitorizing, MRM), que tienen mucha mayor sensibilidad que los experimentos de
seleccién del ion precursor. Estos experimentos se realizaron en un sistema
hibrido 4000 Q-Trap LC/MS/MS, ajustado para seleccionar primero los iones
parentales correspondientes a los péptidos y, a su vez, de entre éstos, seleccionar
sélo aquellos que liberan el ion a m/z 249 Da, cuando son fragmentados. El voltaje
del capilar se ajusté a 3000 V y se usé nitrégeno como gas cortina (valor 15) y gas

de colision. La energia de colisién se ajusté a 20 eV.
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6.2. Afinidad de union de los ligandos por los microtibulos

6.2.1. Medidas de anisotropia de fluorescencia

La anisotropia de fluorescencia representa la polarizacion de la luz emitida tras la
excitacién de una determinada muestra con luz polarizada. La despolarizacion de
luz puede ser debida a diferentes fendémenos, mayoritariamente inherentes al tipo
de muestra, como la difusién rotacional del fluoréforo (Lakowicz, 1999). Las
medidas de anisotropia cuantifican el desplazamiento angular promedio que ocurre
entre la absorcién y la consecuente emisién de un fotén por parte del fluoréforo.
Este desplazamiento va a depender en gran medida del tamafio y la forma del
fluoréforo que rota. Asi, la diferencia en los valores de difusion rotacional del
flutax libre y unido a microtibulos es enorme, con lo que se puede utilizar la
anisotropia de fluorescencia para distinguir entre estos dos estados del flutax.

Las medidas de anisotropia de fluorescencia se realizaron en un
espectrofluorimetro de formato T, Fluorolog-3-321 (Jobin Yvon-Spex, Longiumeau,
Francia) con excitacién polarizada verticalmente y corregida por la sensibilidad de
cada canal con excitacién polarizada horizontalmente. Las medidas a 4 °C fueron
realizadas en atmdsfera de nitrégeno seco para evitar que la cubeta se empafiase.

Las medidas mdltiples de anisotropia de fluorescencia se realizaron en un
lector de placas PolarStar (BMG Lab Technologies, Offenburg, Alemania) a
diferentes temperaturas. Las muestras fueron excitadas con 200 pulsos de luz
polarizada verticalmente (usando un filtro 485P, con un paso de banda de 480-492
nm) y la emisién se analizé simultdneamente con filtros de polarizacion horizontal y
vertical (usando un filtro 520P, con un paso de banda de 515-550 nm). La ganancia
de ambos canales se ajustd en base a la anisotropia del flutax-2 libre (r = 0.055 y
polarizacién = 0.080, en tampén GAB a 25°C) en pocillos que contenian flutax-2 sin
microtibulos. Los blancos se midieron en pocillos con microtibulos sin flutax-2 y se
restaron de los valores de inftensidad de fluorescencia de cada pocillo

(normalmente el valor del blanco representé menos del 4% del valor medido).
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6.2.2. Determinacion de constantes de afinidad de flutax-2 a microtdbulos
estabilizados

La unién del flutax-2 (figura 18) a los microtdbulos estabilizados se realizé
aprovechando el incremento en la sefial de anisotropia de fluorescencia producida

por la unién del ligando a los microtibulos.

Flutax1: R=H

Flutax2: R=F

Figura 18. Férmulas quimicas del flutax-1y flutax-2. Ambos son andlogos fluorescentes de taxol
usados como sonda del sitio de unién de éste en los microtibulos (Evangelio y col., 1998).

El flutax-2 (50 nM) se titulé primero con concentraciones crecientes de
sitios de unidn en microtidbulos estabilizados en el tampdn deseado. La fraccion de

flutax-2 unido viene dada por la ecuacion 2

[F]unido _ r — I min
[F]total B I max — I' min

(2)

donde [Flmido Y [Fltoeta Son las concentraciones totales y unidas de flutax-2
respectivamente, r es el valor medido de anisotropia, el valor de ryy, es 0.05
(anisotropia del flutax-2 libre en tampén GAB) y el valor de ru. es un pardmetro
ajustable. Asumiendo una union con estequiometria 1:1, la concentracién de sitios

libres viene dada por la ecuacion 3

[S] = [S ]lotal 7[F ]unido (3)
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donde [S] representa la concentracion de sitios libres y [Sliota la concentracion se
sitios totales. Teniendo en cuenta la constante de equilibrio para la reaccion de

unién (ecuacién 4),

F+S<FS Keqz[i (4)

donde [F] y [S] representan la concentracién de flutax-2 y de sitios de taxol
libres, respectivamente y [FS] representa la concentracién de flutax-2 unido al
sitio de taxol. K, es la constante de equilibrio de la reaccién de union. Teniendo en
cuenta la ecuacion de unién de un ligando a un sitio, de la ecuacion 3 se deduce

fdécilmente la ecuacién b

Kea[S]

r=rmin+(rmax—|'min)l+Keq[S]

)

Para calcular los valores de K.q, la ecuacion (5) fue iterativamente ajustada
a los datos r vs [S], empleando diferentes valores de rpn. con SigmaPlot (Jandel

Scientific) y escogiendo el mejor ajuste para cada temperatura y/o tampon.

6.2.3. Determinacion de las constantes de afinidad de equilibrio de los
ligandos a microtibulos estabilizados

Dado que la unién de los ligandos a los microtibulos no puede observarse
espectroscépicamente con facilidad, las constantes de afinidad de los diferentes
ligandos al sitio de unién de taxol en microtibulos estabilizados se midieron por el
desplazamiento del flutax-2. Las isotermas de desplazamiento se midieron al
menos cuatro veces en al menos dos placas diferentes para cada ligando, usando un
lector de fluorescencia para placas BMG Polastar, como se ha descrito
anteriormente. Se emplearon microtibulos estabilizados que habian sido

almacenados en nitrdogeno liquido.
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Se preparé una mezcla de flutax-2 50 nM y sitios de taxol 50 nM (en
microtibulos estabilizados) en el tampdn deseado y se depositaron 200 pL/pocillo
en una placa de 96 pocillos evitando los pocillos de los bordes. Se afadieron
concentraciones crecientes del ligando competidor (hasta 100 pM, dependiendo de
la afinidad y la solubilidad del ligando). Las placas se agitaron orbitalmente durante
10 minutos a 250 rpm y la anisotropia de cada pocillo se midié como se ha descrito
anteriormente.

La saturacion fraccional del flutax-2 (ligando de referencia) en la presencia
del ligando competidor (ux = [Flunido/ [Sltotales) Se calculd de la siguiente forma. Dado
que la anisotropia es una propiedad aditiva, la anisotropia de una mezcla
determinada es la suma de la anisotropia de sus componentes, cuantificada por la
fraccién molar de éstos. Las anisotropias del flutax-2 en los dos estados de
referencia (unido en ausencia de competidor, rn. y totalmente desplazado, o libre,
Pmin) SON conocidas y la unién del ligando flutax-2 en ausencia de competidor (vo) se
puede calcular a partir de la concentracion de flutax-2 inicial, de los sitios de unién
y de la constante de afinidad. Los valores de anisotropia medidos pueden ser
transformados de esta forma en valores de saturacion fraccional mediante la

ecuacion 6

(r - rmin) (6)

=00 (rmax - rmin)

y aplicando las ecuaciones 7, 8, 9,10, 11y 12

[SF]

KGQ(F) = [S] [F] (7)
_ [st]

KGQ(L) - [S] [L] (8)
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Kea(L) _ [SL][F]

= 9
Kea(F)  [SF][L] ®)

[F]=[Flow - [sF] (10)
[L]=[Lhow —[SL] (1)
[8]=[S Jour —[SL]-[sF] (12)
donde [L] representa la concentracién del ligando competidor y [SL] representa la
concentracion de ligando competidor unido al sitio de taxol. Keg(L) y Keq(F)

representan las constantes de equilibrio de unién del ligando competidor y del

flutax-2, respectivamente. Sustituyendo se llega a la ecuacion 13

Kea(L) _ [SL](F Jom = ([SJour ~[SL]) 5,
Kea(F)  ([S Jotat — [SL]) (L Jota — [SL])

Se empled un programa especificamente desarrollado en nuestro laboratorio
(J.F. Diaz, Equigra v5.0, no publicado) para realizar un ajuste por minimos
cuadrados del valor de la constante de equilibrio de union del ligando competidor
Keo(L) a los datos de vy vs [Lliota, Usando la ecuacién 13 a partir de los valores
conocidos de [Fliotal, [Sltotal, [Ltota Y Keq(F).

Una vez que las constantes de equilibrio de union se midieron a diferentes
temperaturas, la energia libre estdndar de la unién a una determinada temperatura

se puede calcular usando la ecuacién 14

AG%pp = -RT InKeg(L)  (14)
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y la entalpia y la entropia estdndar aparente se calcularon a partir de la
representacion de Van’t Hoff (In Key(L) vs1/T) y de la ecuacién de Gibbs (AG = AH
- TAS).

Las constantes de union de las epotilonas, discodermolida y laulimalida
también se midieron por centrifugacién. Bdsicamente, 65 ml de 10 nM de sitios en
microtibulos estabilizados se incubaron durante 30 minutos a 25°C con
concentraciones crecientes de ligando. Las muestras se centfrifugaron durante 55
minutos a 90000 g. Se separaron los precipitados de los sobrenadantes, éstos se
extrajeron dos veces con 50 ml de diclorometano y los precipitados con 20 ml del
mismo disolvente. Este procedimiento separa cuantitativamente los ligandos, que
entran en la fase orgdnica, mientras que la tubulina precipita en la interfase
acuoso-orgdnica. Tras la evaporacién del diclorometano al vacio, se disolvieron los
residuos en 30 ul de metanol 70/30 metanol/agua (v/v). Se procesaron
disoluciones control estdndar de cada ligando de forma andloga para cada
experimento. El posterior andlisis por HPLC de las muestras se realizé en una
columna C-18 (Supercosil, LC18-DB, 250x4.6 mm) en 70/30 metanol/agua (v/v) con
un flujo isocrdtico de 1 ml/min. La concentracién de ligando en los precipitados y
sobrenadantes se determiné por integracién de los picos eluidos (absorbancia a
220 nm) en comparacion con los dreas de los picos producidos por cantidades
conocidas de ligando. Normalmente, se usaron concentraciones conocidas de

docetaxel como estdndar interno.

6.3. Inhibicion de la union de ligandos por ciclostreptina

6.3.1. Inhibicién por ciclostreptina de la unién del [*H]-taxol, [*H]-
discodermolida y ['*C]-epotilona B a los microtibulos

El polimero de microtibulos se ensamblé inicialmente durante 30 minutos a 37 °C
en una muestra que contenia 2.5 uM de tubulina, 25 uM di-deoxi-GTP (ddGTP y
0.75 M glutamato de sodio a pH 6.6 (en estas condiciones alrededor del 90 % de la

tubulina esta polimerizada (Hamel y col., 1999)).
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Para las muestras no pre-incubadas, los compuestos marcados
radiactivamente se afadieron a los microtdbulos preformados a las
concentraciones indicadas (concentracion final de tubulina 2 pMy DMSO 4 %) y se
incubaron durante otros 30 minutos a 37 °C.

Para las muestras preincubadas, el inhibidor se afiadié a los microtibulos
preformados y esta mezcla se incubé durante 30 minutos a 37 °C. Tras esta
incubacién, se afiadieron los ligandos marcados radiactivamente y se incubaron de
nuevo las muestras durante 30 minutos mds a 37 °C.

Todas las muestras (volumen final 250 pL) fueron entonces centrifugadas a
22 °C durante 20 minutos a 18000 g en una centrifuga Eppendorf de sobremesa
para precipitar los microtibulos. Se usaron 100 plL de cada sobrenadante para
contar la radiactividad de cada muestra. La cantidad de ligando radiactivo unido se
calculé restando el ligando libre en el sobrenadante del ligando total y corrigiendo
por la fraccién de ligando que no puede ser desplazada por un gran exceso de

competidor.

6.3.2. Inhibicion por ciclostreptina de la union del flutax-2 a los microtdbulos
La inhibicion de la unién del flutax-2 a los microtibulos se realizé empleando
microtdbulos estabilizados (60 uM) que se incubaron en presencia de DMSO o
ciclostreptina (66 pM) durante toda la noche a 25 °C, en tampén GAB-0.1 mM GTP.
A la mafiana siguiente las muestras se dializaron para eliminar el ligando no unido
frente al mismo tampén. Para determinar la unién del flutax-2 a estos
microtibulos, 50 nM flutax-2 se titulé con concentraciones crecientes de
microtibulos pre-incubados con DMSO o ciclostreptina, como se ha descrito

anteriormente.

6.3.3. Cinética de disociacion de flutax-2 inducida por ciclostreptina
Los experimentos de cinética de disociacion de flutax-2 inducida por
ciclostreptina se realizaron mezclando, a tiempo cero, disoluciones 250 nM de

microtibulos estabilizados y 200 nM de flutax-2, con diferentes concentraciones
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de ciclostreptina o docetaxel (como control). El desplazamiento del flutax-2 se
midié por anisotropia de fluorescencia a lo largo del tiempo, en un
espectrofluorimetro con formato T Fluorolog-3-221 (Jobin Yvon-Spex,
Longiumeau, Francia). El tiempo muerto de las medidas fue aproximadamente de 5
segundos. Los datos cinéticos se analizaron utilizando KINSIM40 y FITSIM40
(Dang y Frieden, 1997).

6.3.4. Actividad bioldgica de la ciclostreptina epoxidada

También se comprobé la capacidad de un derivado epoxidado de
ciclostreptina para inhibir la unién del flutax-2 a los microtibulos y para desplazar
al flutax-2 de su sitio en los microtibulos. Este derivado se preparé disolviendo
ciclostreptina a concentraciones elevados en DMSO no degasificado, ya que se ha
descrito que la ciclostreptina se epoxida fdcilmente en estas condiciones
(Yoshimura y col., 2000). La pureza e identidad de este derivado se determiné por

espectromefria de masas de la misma manera que la ciclostreptina.
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1. Mecanismos moleculares de estabilizacion de microtibulos inducida por
ligando
Con objeto de clasificar y comparar la actividad de la mayoria de los ligandos
descritos en la bibliografia como estabilizadores de microtibulos (ver apartado 1.1
de Materiales y Métodos y figura 20), se estudiaron comparativamente las
siguientes actividades:
1. Efectos en las células
e Capacidad para inducir haces de microtidbulos
e Acumulacién de células en fase G2+M del ciclo celular
e Determinacion de la citotoxicidad
2. Efectos sobre el ensamblaje de tubulina
e TInduccién del ensamblaje de tubulina pura
e Modulacién del ensamblaje de:
a. tubulina pura
b. proteina microtubular
o Estabilizacién de microtubulos frente al frio
3. Union de los ligandos a los microtibulos
e Unidn de los ligandos al sitio de taxol

e Union de los ligandos al sitio de laulimalida
De forma esquemdtica, se puede resumir el proceso que se ha seguido en

este trabajo, para obtener una clasificacion de los ligandos, en el esquema que se

representa en la figura 19.
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Estabiliza microtubulos? .NO

Si (haces de microtibulos en células, induce o modula
ensamblaje, estabiliza microtibulos frente al frio)

NO (otras dianas: MAPs: modula ensamblaje
Se unea los ’ proteina microtubular)

microtubulos?

.
SI (induce ensamblaje, se detecta ligando
unido a microtdbulos)

Se une al sitio de taxol? . &8I
(desplaza flutax-2 6 3H-taxol)

NO . Seaunedl -
sitio de (desplaza laulimalida)
laulimalida?
NO . Nuevo sitio

estabilizador?

Figura 19. Esquema del proceso empleado en este trabajo para la clasificacién de los ligandos
descritos como estabilizadores de microtibulos.

1.1. Efectos de los ligandos en células
Los experimentos destinados a estudiar comparativamente el efecto en células de
los diferentes ligandos, se realizaron en el laboratorio de la Dra. Isabel Barasoain,

en el Centro de Investigaciones Bioldgicas (CIB-CSIC), Madrid.

1.1.1. Efectos de los ligandos sobre los microtibulos de la interfase, los
husos mitéticos y la morfologia nuclear

En primer lugar, se estudié comparativamente el efecto de los ligandos (figura 20)
sobre los microtibulos de la interfase, los husos mitéticos, la morfologia nuclear y
el ciclo de células tumorales. Para ello, se usaron células humanas de carcinoma de
pulmon AbB49 incubadas durante 24 horas con varias concentraciones de cada

ligando.

92



‘ofbgpuy} 2452 U2 oppzi|14n Uby 25 2nb ‘SO|NQNLOJDIW 2P S2JOPDZI|IGDLS2 OWOD DIJDUbOI|qI] D] U2 SO414SaP S0Lsandwod so| ap sbolwinb spjnwJo4 ‘0z vunbiy

V0 =Y ‘(81) O ouejounel "jod
(12) quuiejeuon (02) 104ewnoId (61) eUEINT ngio = o ‘(1) g ouejoxnel ‘jod
H =¥ (91) v ouejousel "jod

H =Y ‘(S}) 3 epijouojede
09V = o ‘(#1) Vv epljouojedse |

opisnJojs, epljewi|ne 13 =Y ‘(6) g eunolpodles
(€1) v opisniojad (z1) epijewine (11) eundansojoin (01) eplosels ol = 31 “(8) v/ BUIDIPOSIES

o oo

o3

B

(9) epijowsspoosig (g) eunejsonolq

9N = ¥ (¥) g euonodg HO =24 ‘ong1 = 'y ‘(2) Iexejsd0Q
H =¥ ‘(g) v euojod3 09V =%y ‘Ud = ¥ ‘(1) 1exeyjoed

HO
Bide]




Resultados

Las inmunofluorescencias indirectas de la figura 21 muestran los efectos de los
ligandos en los microtibulos de la interfase en células control (panel A) en
comparacion con células tratadas con 100 nM de taxol (panel B), epotilona B (panel
C), dictiostatina (panel D) y discodermolida (panel E) 6 500 nM de eleuterobina
(panel F), ciclostreptina (panel H) y laulimalida (panel I). A esas concentraciones,
estos ligandos (al igual que docetaxel, epotilona A y pelorusido A, no mostrados)
indujeron la aparicién de haces anormales de microttbulos. La discodermolida y la
dictiostatina fueron especialmente potentes en la induccién de estos haces. A su
vez, también se observaron un gran ndmero de células micronucleadas y husos

mitdticos multipolares.

Figura 21. Efectos de los ligandos sobre los microtibulos de la interfase en células A549. Las células
AB49 se incubaron durante 24 horas en presencia de DMSO (A) o 100 nM taxol (B), 100 nM epotilona
B (€), 100 nM dictiostatina (D), 100 nM discodermolida (E), 500 nM eleuterobina (F), 1 pM
sarcodictina A (G), 500 nM ciclostreptina (H), 500 nM laulimalida (I) y 20 uM lonafarnib (J). La barra
blanca del panel J representa 10 um.

Por el contrario, en las preparaciones con sarcodictinas, se observaron
pocos haces de microtibulos, pocos microndcleos y no se detectaron husos
mitoticos multipolares. De forma similar, el esteroide no provocé efectos
destacables en los microtibulos de la interfase y no se observaron células

micronucleadas ni husos multipolares. Las tacalonolidas A y E mostraron efectos
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caracteristicos del taxol, aunque en un rango de concentraciones 2-3 érdenes de
maghitud mayores que las del taxol. El lonafarnib también mostré un efecto muy
débil a elevadas concentraciones (panel J).

Por el contrario, en las células incubadas con luteina, dicumarol y los tres
poliésteres de jatrofano estudiados, no se observaron haces de microtibulos, ni
células micronucleadas, ni tampoco husos mitéticos multipolares, siendo las
preparaciones muy similares a las de las células control, incluso a concentraciones

de ligando en el rango de pM.

1.1.2. Efectos de los ligandos sobre el ciclo celular

Los experimentos destinados al estudio comparativo de los efectos de los ligandos
sobre el ciclo celular, se realizé determinando el contenido de ADN, por citometria
de flujo, de células de leucemia monocitica (U937), incubadas durante 20 horas en
presencia de los ligandos. Al igual que el taxol y el docetaxel, las epotilonas, la
dictiostatina, la discodermolida, la eleuterobina, las sarcodictinas, la
ciclostreptina, el pelorusido A y la laulimalida, bloquearon a las células en la fase
G2+M del ciclo celular, como indica el elevado nimero de células con contenido
tetraploide de ADN, que se detectaron por citometria de flujo (figura 22). La
concentracion mds pequefia de ligando que generé la maxima acumulacion de células
en la fase G2+M del ciclo celular se muestra en la tabla 1. Por el contrario, se
detectaron pocas células acumuladas en G2+M en las preparaciones del esteroide,
lonafarnib, luteina, dicumarol y en las de los poliésteres de jatrofano, en las
condiciones ensayadas (concentraciones de ligandos en el rango de micromolar). No
obstante, en todos los casos se observéd un aumento del nimero de células
hipodiploides. Presumiblemente, éstas células estdn sufriendo procesos apoptdticos

(figura 22).
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Figura 22. Efectos de los ligandos sobre el ciclo en células U937. Se muestra el contenido de ADN de
las células, determinado por citometria de flujo de células U937 incubadas con los ligandos. Las
flechas indican las posiciones modales de las células que tienen un contenido de ADN diploide (2C) y
tetraploide (4C). Tras la incubacidn con los ligandos, las células se fijaron y su ADN se tifié con ioduro
de propidio. A: control (DMSO), B: docetaxel 2.5 nM, C: dictiostatina 7.5 nM, D: esteroide 40 pM, E:
poliéster de jatrofano B 40 pM.

1.1.3. Citotoxicidad de los ligandos

Las citotoxicidades de los ligandos se midieron en dos tipos celulares diferentes
(tabla 2), 1A9 (células humanas de carcinoma de ovario) y A549 (células humanas
de carcinoma de pulmon). El ligando mds citotoxico, en células 1A9, es el docetaxel
(ICs0 0.4 + 0.2 nM), que tiene una citotoxicidad similar a la del taxol (IC501.0 + 0.4
nM) y a la de la epotilona B (ICs0 1.2 + 0.3 nM). La dictiostatina (ICs0 3.6 + 1 nM), la
epotilona A (ICs504.1 + 1 nM)y la laulimalida (ICs0 3.4 + 1 nM) tienen citotoxicidades
muy similares entre siy algo mds altas que los compuestos anteriores, mientras que
la sarcodictina B (ICso 103 + 18 nM), el andlogo esteroide (ICs0 43000 + 3000 nM),
la ciclostreptina (112 + 22 nM) y las tacalonolidas A y E (ICs0 370 + 30 y 3000 *
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400 nM, respectivamente) tienen citotoxicidades ente dos y tres drdenes de

magnitud mayores que el taxol (tabla 2).

Ligando ICso células 1A9 | ICso células A549 Af:umulacién G2+M
(nM) (nM) células U937 (nM)
Taxol (1) 1:04 14+0.2 5
Docetaxel (2) 04+0.2 3+0.3 25
Epotilona A (3) 41+1 75+14 25
Epotilona B (4) 1.2+03 0.8+0.1
Dictiostatina (5) 36+1 56 +1
Discodermolida (6) 176 £+ 27 6.35+0.8 25
Eleuterobina (7) 132+7 3.3+£0.2 25
Sarcodictina A (8) 32+21 36 +12 500
Sarcodictina B (9) 103 + 18 50 + 15 500
Esteroide (10) 43000 + 3000 > 20000 ND
Ciclostreptina (11) 112 + 22 140 + 20 250
Laulimalida (12) 34+1 ND 25
Pelorusido A (13) 8+1 n.d. n.d.
Tacalonolida A (14) 370 + 30 ND 500
Tacalonolida E (15) 3000 + 400 ND 5000

Tabla 2. Citotoxicidad de los ligandos y efectos sobre el ciclo celular. Citotoxicidad de los ligandos
en células humanas de carcinoma de ovario 1A9 y células humanas de carcinoma de pulmén A549. Los
datos (+ errores estdndar) representan la media de al menos cuatro medidas diferentes. La columna
de la derecha muestra la concentracién mds pequefia de ligando que generé la mdxima acumulacion de
células U937 en la fase 62+M del ciclo celular. Las citotoxicidades y el efecto sobre el ciclo celular
de los compuestos 16-21 son tan débiles que no se pudieron determinar con precision.

1.2. Efectos de los ligandos en el ensamblaje de tubulina

1.2.1. Ensamblaje de tubulina inducido por ligando

Dado que la principal caracteristica de estos ligandos es que son capaces de
estabilizar microtdbulos, una prueba necesaria de su actividad es comprobar si son
capaces de inducir el ensamblaje de microtibulos en sistemas de tubulina GTP, o
tubulina GDP, pura. El ensamblaje de tubulina se puede considerar como una
polimerizacién no covalente por condensacién nucleada y estd caracterizado por un
comportamiento cooperativo y por la presencia de una concentracién critica, por

debajo de la cual no existe formacion significativa de polimeros (Oosawa y
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Asakura, 1975). Por tanto, la medida de la concentracion critica del ensamblaje de
tubulina inducido por un determinado ligando permite cuantificar la potencia de
induccion del ensamblaje, en unas determinadas condiciones, permitiendo la
comparacion entre miltiples ligandos. En las condiciones usadas para realizar estos
experimentos (tampén PEDTA4-1mM GTP o PEDTA4-1mM GDP), la tubulina es
incapaz de ensamblar, en ausencia de ligandos inductores, a concentraciones
menores de 200 uM de tubulina GTP (Diaz y Andreu, 1993).

El ligando que induce el ensamblaje de tubulina de forma mds potente es la
dictiostatina, con un concentracién critica de tubulina (Cr) de 0.66 + 0.06 uM, para
tubulina 6TP y de 240 + 0.20 puM para tubulina GDP (tabla 3), que es
aproximadamente cinco veces mds potente que el taxol (Cr 4.23 + 0.22 pM para
tubulina GTP y 10.29 + 0.69 uM para ftubulina GDP). La laulimalida y el pelorusido A
indujeron el ensamblaje de tubulina de forma mds débil que el taxol (Cr laulimalida
10.33 + 0.22 pM para tubulina GTP y Cr pelorusido A 12.00 + 1.3 uM para tubulina
GTP).

Las sarcodictinas A y B, la ciclostreptina y el esteroide indujeron muy
débilmente el ensamblaje a altas concentraciones de tubulina GTP (se comprobé
por microscopia electrénica que los polimeros formados eran microtibulos), pero
sus concentraciones criticas no pudieron ser determinadas con precisién ya que se
requeririan concentraciones mucho mds altas de proteina y de ligando. Ademds,
estos ligandos no fueron capaces de inducir el ensamblaje de fubulina GDP (tabla
3).

Las tacalonolidas A y E, los poliésteres de jatrofano A, By C, la luteina, el
lonafarnib y el dicumarol no fueron capaces de inducir el ensamblaje de tubulina
GTP (mdxima concentracion ensayada: 60 uM de tubulina GTP, con un 10% de
exceso de ligando con respecto a la concentracién de proteina), como se comprobé

por experimentos de centrifugacion y de microscopia electrénica.
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Ligando Cr (fub 6GTP) uM | Cr (tub GDP) uM
Taxol (1) 423+0.2 10.29+0.7
Docetaxel (2) 152 +0.51 592+10
Epotilona A (3) 511+ 05 8.98+04
Epotilona B (4) 117 £ 0.16 5.60+ 0.1
Dictiostatina (5) 0.66 +0.1 240+0.2
Discodermolida (6) 0.92 + 0.04 3.81+09
Eleuterobina (7) 6.50+0.1 128 +10
Sarcodictina A (8) >60° Inactivo
Sarcodictina B (9) >60¢ Inactivo
Esteroide (10) >60° Inactivo
Ciclostreptina (11) >60° Inactivo
Laulimalida (12) 10.33+1.75 n.d.
Pelorusido A (13) 120+13 n.d.

Tabla 3. Concentraciones criticas de las reacciones de ensamblaje de tubulina GTP o tubulina GDP.
Las muestras se incubaron a 37 °C durante 30 minutos en tampén PEDTA4-1mM GTP o PEDTA4-1mM
GDP en presencia de un 10% exceso de ligando con respecto a la concentracién de proteina. “Aunque
se observaron microtibulos en estas muestras por microscopia electrénica (figura 23), se requieren
concentraciones mucho mayores de proteina y de ligando, para la determinacién precisa de la
concentracidn critica. Se muestran los datos + errores estdndar. N. d: medida ho determinada.

Para comprobar, el efecto de los iones Mg® en la polimerizacién inducida
por los ligandos 1-13, se incubaron muestras de tubulina GTP, en tampon PEDTA-
ImM GTP, en presencia de estos ligandos. Los microtibulos formados se
sedimentaron por centrifugacion y se determiné la concentracion de proteina
polimerizada y sin polimerizar. No se observd polimerizacién en ausencia de Mg,
indicando que el ensamblaje inducido por estos ligandos es dependiente de Mg”,
como lo es para el taxol y el docetaxel, que requieren concentraciones de Mg en
el rango de milimolar para inducir el ensamblaje (Diaz y Andreu, 1993). No
obstante, se observé un débil ensamblaje con discodermolida a concentraciones
mucho menores de Mg®" (en el rango de nM) y a concentraciones de tubulina altas

(no mostrado).
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1.2.2. Estructura de los microtibulos inducidos por ligando
Los polimeros inducidos por los diferentes ligandos se examinaron mediante
microscopia electrénica y se observé que su morfologia correspondia a la de

microtdbulos normales, incluso para los ligandos mds débiles (figura 23).

Figura 23. Micrografias electrénicas de microtibulos inducidos por ligando. A: taxol, B: sarcodictina
C: sarcodicitina B, D: esteroide, E: ciclostreptina y F: pelorusido A. La morfologia de los microttbulos
inducidos por el resto de los ligandos tenia un aspecto similar. Las muestras (tubulina 30 pM) se
incubaron con un 10% de exceso de ligando durante 30 minutos a 37 °C. 20 ulL de éstas se
adsorbieron sobre rejillas de cobre cubiertas de formvary posteriormente se tifieron con acetato de
uranilo 1%. La barra blanca del panel E representa 100 nm.

El radio y el nimero de protofilamentos de los microtibulos inducidos por
ligando, se determinaron mediante dispersién de rayos-X a bajo dngulo (figura 24;

ver Materiales y Métodos).

0.6

0.04 0.06 0.08 0.10 0.12 0.14 0.16 0.18 0.20
S (nm™)

Figura 24. Perfiles de dispersién de rayos-X a bajo dngulo de los microttbulos inducidos por ligando.
Linea continua: taxol; linea discontinua: docetaxel y linea punteada: pelorusido A. Estos perfiles se
generaron multiplicando las intensidades de la funcién de dispersién por su correspondiente eje S,
para facilitar la determinacion de las posiciones de los mdximos. Las flechas indican los tres primeros
madximos de la funcién de Bessel, Jo1, Joz Y Jo3.
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Dado que se necesitan cantidades relativamente grandes de ligando para
poder usar esta técnica, sdlo se pudieron estudiar los microtibulos inducidos por
taxol, docetaxel, epotilona B, dictiostatina, discodermolida, pelorusido A y flutax-
2. En la figura 24 se muestran los perfiles de dispersién de rayos-X (multiplicados
por el eje S, para facilitar la determinacion de las posiciones de los maximos de la
funcion de dispersidn) de los microtibulos inducidos por algunos de los ligandos.

En la tabla 4 se presentan las posiciones de estos mdximos, el radio medio y

el nimero de protofilamentos de los microtibulos inducidos por estos ligandos.

Ligando Jo1 Joz Jos3 Radio (nm) | N°® Protof.
Taxol 0.0521 | 0.0983 | 0.142 1151 12.72
Docetaxel 0.0490 | 0.0897 | 0.129 12.45 13.65
Epotilona B 0.0485 | 0.0903 | 0.133 12.36 13.59
Dictiostatina | 0.0515 | 0.0946 | 0.141 11.73 13.12
Discodermolida | 0.0515 | 0.0923 | 0.135 11.98 13.37
Pelorusido A | 0.0540 | 0.101 0.150 11.04 12.42
Flutax-2 0.0441 | 0.0837 | 0.0122 13.28 14.31

Tabla 4. Posiciones de los mdximos de la funcién de dispersion de rayos-X en disolucién de los
microtibulos inducidos por ligando. Los radios helicoidales de los microtibulos (expresados en nm) y
el nimero de protofilamentos se calcularon por interpolacién, usando los resultados previamente
descritos (Andreu y col., 1992; Andreu y col., 1994; Diaz y col., 1994). Debido a las limitaciones de
ligando disponible, no se pudieron medir el resto de compuestos.

El radio medio de los microtibulos inducidos por taxol y docetaxel es de
11.51 y 12.41 nm, respectivamente. La dictiostatina y la discodermolida indujeron
mayoritariamente microtibulos de 13 protofilamentos, mientras que la epotilona B
y el flutax-2 indujeron microtibulos de mayor didmetro con 14 protofilamentos. El
pelorusido A indujo microtibulos de 12 protofilamentos, en concordancia con lo que

se ha estimado a partir de experimentos de microscopia electrénica (Gaitanos y

col., 2004).
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1.2.3. Efecto sinérgico del taxol/laulimalida y taxol/pelorusido A en la
induccion del ensamblaje de tubulina

Dado que laulimalida y pelorusido A se unen a un mismo sitio en los microtibulos
(apartado 1.3.5 de Resultados), se comprobd también si, al igual que se ha descrito
previamente para la laulimalida y el taxol (Gapud y col., 2004), existe sinergia
entre el taxol y el pelorusido A en la induccion del ensamblaje de tubulina. Para
ello, se escogieron condiciones en las que el ensamblaje de tubulina estd muy
débilmente inducido en presencia de ligando (tubulina GDP en tampén PEDTA4-
ImM GDP). Como se observa en la figura 25, existe un claro comportamiento
sinérgico en la induccién del ensamblaje entre laulimalida y taxol, y pelorusido Ay
taxol, (muestras 4 y 5, respectivamente), pero no entre pelorusido A y laulimalida

(muestra 6).
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Figura 25. Sinergia en el ensamblaje de tubulina inducido por taxol y pelorusido A. Las muestras (15

uM tubulina GDP y 10% de exceso de cada ligando, respecto de la concentracién de tubulina) se

incubaron a 37° C durante 15 minutos, en tampén PEDTA4-1mM GDP y se midié la cantidad de

tubulina polimerizada en estas condiciones. 1. Laulimalida. 2. Pelorusido A. 3. Taxol. 4. Taxol +

laulimalida. 5. Taxol + pelorusido A. 6. Pelorusido A + laulimalida. 7. DMSO (control).

1.2.4. Modulacion del ensamblaje de tubulina pura por los ligandos
Si un compuesto es capaz de estabilizar microtdbulos, significa que debe estar de
alguna forma modulando el ensamblaje de tubulina. No obstante, si un ligando es

muy débil, puede que no sea capaz de inducir el ensamblaje de tubulina, pero si de
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modular éste en unas condiciones en las que la tubulina por si sola, en ausencia de
ligandos, sea capaz de polimerizar. Para comprobar esto, se determinaron las
concentraciones criticas del ensamblaje en tampén GAB-1mM GTP. En este tampdn,
la tubulina es capaz de ensamblar en ausencia de ligandos exdgenos, con una
concentracién critica de 3.3 + 0.02 pM (a 37 °C). En la figura 26 se representa la
concentracién critica de proteina necesaria para producir polimeros en presencia
de los diferentes compuestos. Como se puede observar, los compuestos 1-13 son
capaces de favorecer el ensamblaje de tubulina pura, mientras que los compuestos
14-21 no son capaces de provocar una disminucién de la concentracion critica del
ensamblaje en estas condiciones. Luteina y lonafarnib (compuestos 16 y 21,

respectivamente) actuaron como despolimerizadores débiles.
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Figura 26. Efectos de los ligandos sobre el ensamblaje de tubulina inducido por glicerol.
Concentraciones criticas (con errores estdndar) del ensamblaje de tubulina GTP (20 uM) en tampédn
GAB-1ImM GTP, en presencia de un 10% de exceso de ligando con respecto a la concentracién de
proteina. El control (DMSO) se muestra como el compuesto nimero 22. Ligandos: taxol (1), docetaxel
(2), epotilona A (3), epotilona B (4), dictiostatina (5), discodermolida (6), eleuterobina (7),
sarcodictina A (8), sarcodictina B (9), esteroide (10), ciclostreptina (11), laulimalida (12), pelorusido A
(13), tacalonolida A (14), tacalonolida E (15), luteina (16), dicumarol (17), poliéster de jatrofano A
(18), poliéster de jatrofano B (19), poliéster de jatrofano C (20), lonafarnib (21).
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1.2.5. Modulacion del ensamblaje de proteina microtubular por ligando

Adicionalmente, se comprobé si los ligandos que no eran capaces de inducir el
ensamblaje de microtibulos en tampén PEDTA4-1mM GTP, ni de favorecer la
polimerizacién de tubulina pura en tampén GAB-1mM GTP, eran capaces de modular
la polimerizacion de proteina microtubular (tubulina en presencia de MAPs). Para
ello, se polimerizd proteina microtubular (1 mg/mL) en presencia de los ligandos, en
tampon AB-ImM GTP. En estas condiciones, la proteina microtubular es capaz de
ensamblar en ausencia de ligandos exdgenos, con una concentracién critica de 0.34
+ 0.03 mg/mL (37 °C). De nuevo, ho se observé una disminucién de la concentracién
critica del ensamblaje en presencia de los ligandos 14-21 y el lonafarnib se

comporté como un despolimerizador débil (tabla b).

Ligando Cr (mg/mL)
Taxol 0.11+0.003
Tacalonolida A 0.35+0.008
Tacalonolida E 0.36 + 0.01
Luteina 0.36 £+ 0.03
Dicumarol 0.36 + 0.008

Poliéster de jatrofano A | 0.36 + 0.03
Poliéster de jatrofano B | 0.37 + 0.04
Poliéster de jatrofano C | 0.35+0.06
Lonafarnib 0.45+0.03
DMSO 0.34:+0.03

Tabla 5. Concentraciones criticas de las reacciones de ensamblaje de proteina microtubular en
presencia de ligando. Las muestras de proteina microtubular (Img/mL) se incubaron a 37 °C durante
30 minutos en tampén AB-1ImM GTP, en presencia de un 10% exceso de ligando con respecto a la
concentracién de proteina. La concentracién de proteina no polimerizada (concentracion critica) se
determiné tal y como se describe en Materiales y Métodos. Se muestran los datos + errores
estdndar.

1.2.6. Estabilizacion de los microtibulos frente al frio por ligando
Dado que el proceso de formacion de microtibulos es endotérmico, la induccién del
ensamblaje /n vitro se realiza normalmente elevando la femperatura de la muestra

a 37°C (Lee y Timasheff, 1975). Cuando la temperatura desciende a temperaturas
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bajas (4°C), los microtibulos despolimerizan. Tal y como indica su nombre, un
ligando estabilizador de microtibulos deberia tener tal efecto sobre Ia
despolimerizacién de éstos inducida por frio. Para comprobar si los ligandos
descritos como estabilizadores de microtubulos, son capaces de producir este
efecto, se polimerizaron muestras de tubulina GTP en presencia de los ligandos en
tampdon GAB-1mM GTP durante 30 minutos, y, una vez polimerizadas, las muestras
se incubaron a 4 °C durante 10 minutos. Posteriormente, se centrifugaron para
sedimentar los polimeros formados y la concentracién de tubulina polimerizada se

determiné fluorimétricamente (figura 27).
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Figura 27. Estabilizacién de los microtibulos frente al frio. Concentracion de proteina polimerizada
tras incubar las muestras, previamente polimerizadas en presencia de los ligandos, a 4 °C durante 10
minutos. La concentracidn inicial de tubulina GTP fue de 20 uM y se incubé con un 10% de exceso de
ligando, en tampén GAB-1mM GTP. Ligandos: taxol (1), docetaxel (2), epotilona A (3), epotilona B (4),
dictiostatina (5), discodermolida (6), eleuterobina (7), sarcodictina A (8), sarcodictina B (9),
esteroide (10), ciclostreptina (11), laulimalida (12), pelorusido A (13), tacalonolida A (14), tacalonolida
E (15), luteina (16), dicumarol (17), poliéster de jatrofano A (18), poliéster de jatrofano B (19),
poliéster de jatrofano C (20), lonafarnib (21) y DMSO (22). Se muestran los datos + errores
estandar.

En la figura 27, se representa la concentracién de proteina polimerizada en

cada muestra. Se observa cémo prdcticamente todos los microtdbulos han
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desaparecido en la muestra control (DMSO, compuesto nimero 22), indicando que
el frio ha inducido la despolimerizacién de éstos. No obstante, se observa una
cantidad apreciable de tubulina polimerizada en las muestras incubadas con los
ligandos 1-13, ya que estos compuestos estdn estabilizando los microtibulos frente
al frio. Por el contrario, la cantidad de proteina polimerizada en las muestras
incubadas con los compuestos 14-21 es muy similar a la del control, indicando que

estos compuestos no son estabilizares de microtibulos /i vitro (figura 27).

1.3. Unidn de los ligandos a los microtibulos

1.3.1. Union de los ligandos del sitio de taxol a los microtdbulos

Como prueba directa de la interaccion de los ligandos del sitio de taxol con los
microtdbulos, se comprobd la unién directa de los ligandos a éstos. Para ello, se
incubaron microtdbulos estabilizados con los ligandos y, tras centrifugar para
sedimentar los microtibulos, se extrajeron los precipitados de microtibulo-ligando
y los sobrenadantes de ligando no unido, con diclorometano. Este procedimiento
separa los ligandos (que pasan a la fase orgdnica debido a su elevada
hidrofobicidad) de la proteina, que se queda en la interfase. Esta fase orgdnica,
conteniendo el ligando, se analizé por HPLC (deteccion por absorbancia UV a 220
nm). Para cada experimento, se realizaron los controles necesarios para comprobar
la union de éstos a microtibulos nativos, no estabilizados. En la figura 28 se
muestran los cromatogramas de las fases orgdnicas extraidas, para algunos de los
ligandos. En todos los cromatogramas, se puede observar un pico correspondiente
al ligando unido a los microtibulos, sedimentados tras la centrifugacién, y ningidn
pico en el sobrenadante, indicando que prdcticamente todo el ligado se encuentra
unido a los microtibulos en esas condiciones, con la excepcidn del esteroide, que a

estas concentraciones (30 pM) no es capaz de saturar todos los sitios de taxol.
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Figura 28. Unién de los ligandos del sitio de taxol a los microtibulos. Cromatogramas de precipitados
de microtdbulos y sobrenadantes, mostrando la unién de los ligandos a microtidbulos estabilizados. 30
1M de sitios de taxol se incubaron con cantidades equimoleculares de ligando. Los polimeros se
sedimentaron mediante centrifugacion y el ligando libre (en el sobrenadante) y unido (en el
precipitado) se extrajo con diclorometano y se analizé por HPLC. Cada cromatograma contiene
cantidades equivalentes de extracto. Los cromatogramas de los sobrenadantes han sido desplazados
0.1 unidades de absorbancia para mayor claridad.

1.3.2. Union irreversible de la ciclostreptina a los microtibulos

Sorprendentemente, no fue posible detectar ciclostreptina en los cromatogramas
de los precipitados de microtibulos (figura 29A), aunque si se observé la
desaparicion del ligando de los sobrenadantes (figura 29B). Esto sugiere una unién
irreversible del ligando a los microtibulos (el ligando es eliminado junto con la
proteina durante la extraccién con diclorometano y no se detecta en los extractos
de microtibulos). También existe la posibilidad de que la ciclostreptina sufra
alguna modificaciéon que la haga indetectable, tras la interaccion con los

microtubulos.

107



Resultados

1.2 1.2
A ‘ﬁ B
1.0 4 0 1.0 - ’\
I | | N
I a / |. l\‘
0.8 1 I 0.8 + e |
e 1] 2 IV N
- microtubulos s | 3 e (2 7
061 e e ~ - 806 f———— ——
‘»
g
0.4 1 E 0.4 1
0241t microtubulos T 02 | T T
00 ‘ ‘ ‘ ‘ qocetaxel 0.0 ‘ ‘ ‘ciclostre‘ptina dpcetaxel
20 21 22 23 24 25 26 20 21 22 23 24 25 26
tiempo (min) tiempo (min)

Figura 29. Unién irreversible de la ciclostreptina a los microtibulos. Andlisis por LC-MS del
contenido en ciclostreptina de los precipitados de microttbulos y los sobrenadantes, tras centrifugar
las muestras. Muestras que contenian 30 uM de ciclostreptina se incubaron en tampén GAB-1mM GTP
a 37 °C con (lineas continuas) y sin (lineas discontinuas) 30 uM de sitios de taxol en microtdbulos
estabilizados. Las muestras se centrifugaron para sedimentar los microtibulos, y los precipitados y
sobrenadantes se extrajeron con diclorometano. El contenido en ciclostreptina de los precipitados
(panel A) y de los sobrenadantes (panel B) se analizé por LC-MS, tal y como se describe en Materiales
y Métodos. El docetaxel se usé como estdndar interno. Para mayor claridad, los cromatogramas de las
muestras sin microtibulos has sido desplazados 0.4 unidades de intensidad.

En esta ocasién, el ligando se analizé por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas (LC-MS), debido a la baja absorbancia que presenta este
ligando en el UV. Se realizaron todos los controles necesarios para comprobar la
solubilidad del ligando en las condiciones ensayadas (20 y 30 uM ligando), asi como

la uniédn a microtibulos nativos, no estabilizados.

1.3.3. Union de los ligandos al sitio de taxol

Una vez demostrada la unién de los ligandos a los microtibulos, se comprobé si los
ligandos interaccionan con éstos a través del sitio de taxol. Para ello, se realizaron
experimentos de desplazamiento de un andlogo fluorescente de taxol, flutax-2, de
su sitio en microtubulos estabilizados (Andreu y Barasoain, 2001). Los compuestos
1-11 fueron capaces de desplazar al flutax-2 de su sitio (figura 30), indicando que
todos ellos se unen al mismo sitio que el taxol o a un sitio solapante en el
microtibulo. Por el contrario, los compuestos 16-21 no fueron capaces de desplazar
flutax-2, al igual que la laulimalida y el pelorusido A (compuestos 12 y 13; rojo y

verde oscuro, respectivamente, en la figura 30).
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Figura 30. Competicion entre los ligandos y el flutax-2 por el sitio de unidn de taxol en microtibulos
estabilizados. Isotermas de desplazamiento a 35°C de un andlogo fluorescente de taxol (50 nM
flutax-2) de su sitio de unidn en los microtibulos (50nM sitios de taxol) por los diferentes ligandos.
Los puntos representan los datos (con sus errores estdndar) y las lineas representan el mejor ajuste
de las constantes de equilibrio de unién de los ligandos a los datos experimentales, asumiendo una
unién con estequiometria 1:1 a un mismo sitio. Ligandos: discodermolida (azul oscuro); dictiostatina
(violeta); taxol (verde claro); ciclostreptina (negro); sarcodictina B (gris); sarcodictin A (azul claro),
esteroide (amarillo), laulimalida (rojo) y pelorusido A (verde oscuro). El resto de ligandos capaces de
desplazar al flutax-2, se han excluido del grdfico para facilitar la presentacién. Se observa que ni
laulimalida ni pelorusido A son capaces de desplazar flutax-2, indicando que se unen a un sitio
diferente al de taxol, tal y como se ha descrito anteriormente para el caso de la laulimalida (Pryor y
col., 2002).

Las muestras de tacalonolida A y E (compuestos 14 y 15, respectivamente),
desplazaron débil y lentamente al flutax-2 del sitio de taxol. El desplazamiento
completo de 50 nM de flutax-2 por 50 uM de tacalonolida A, a 35 ° C, requiere
unos 50 minutos, que estd muy lejos de los rangos de tiempo (menos de 4 minutos)
que se esperan a partir de las constantes cinéticas de disociacion de flutax-2, 1.92
10% s (Diaz y col., 2000). Para corroborar si las tacalonolidas desplazaban
realmente al flutax-2, se realizaron experimentos de competicién por
centrifugacion y no se observé un desplazamiento significativo de flutax-2 (como
mdximo, se observé un 2% de flutax-2 desplazado, que cae dentro del error
experimental de la medida, usando una concentracién de tacalonolida 400 veces

mayor que la de flutax-2). Tampoco se observé una inhibicién significativa de la
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unién de flutax-2 tras la pre-incubacién de los microtibulos con tacalonolidas,
indicando que el sitio no se destruye en presencia de tacalonolida. Estos resultados
indican que el desplazamiento de flutax-2 por tacalonolidas, observado por

anisotropia de fluorescencia es, de alguna manera, un artefacto.

1.3.4. Parametros termodinamicos de la union de los ligandos al sitio de taxol
Las constantes de afinidad y los pardmetros termodindmicos de la unién de los
ligandos al sitio del tfaxol, se calcularon a partir de las isotermas de
desplazamiento de flutax-2 de su sitio en microtdbulos estabilizados (figura 30), a
diferentes temperaturas (tabla 6).

Tal y como se puede observar en la tabla 6, el ligando con mayor afinidad es
la discodermolida (Ky® 526 10’ M), que es casi 500 veces mds afin que el taxol
(Kx® 1.07 10" M) y unas 150 veces mds afin que el docetaxel (K, 3.09 10’ M) a
37 °C. La discodermolida tiene 30 veces mds afinidad por el sitio que la dictiostina
(Ko 18.0 10’ M) y 8 veces mds que la epotilona B (K, 60.8 10’ M™). Los ligandos
mds débiles son el esteroide (K, 0.047 10" M ™) y las sarcodictinas A y B (K, 0.16
10" M! y K 0.20 10" M?, respectivamente). La afinidad de unién de la
eleuterobina (K™ 1.36 10" M) se sitla entre aquellas del taxol y docetaxel. Se
obtuvieron valores compatibles para la discodermolida (K,®® 500 10’ M™) y para las
epotilonas A y B (K,® 5 10" M! y K, 50 107 M™), cuando las medidas de las
constantes de afinidad se realizaron por centrifugacion, lo que valida el método de
desplazamiento de flutax-2 para la determinacién de constantes de afinidad,

mediante medidas de anisotropia de fluorescencia.
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1.3.5. Union de los ligandos del sitio de laulimalida a los microtudbulos

La deteccién de la unién de la laulimalida y pelorusido A a los microtibulos se
realizé mediante espectrometria de masas, (ver apartado 5.1.2 de Materiales y
Métodos), ya que la absorbancia del pelorusido A en el UV es prdcticamente nula.
Las muestras, que contenian microtdbulos estabilizados y ligando, se incubaron a
37°C en tampén GAB-0.1 mM GTP. Tras la centrifugacidn, los precipitados de
microtibulos y los sobrenadantes se extrajeron con diclorometano, se secaron al
vacio y se resuspendieron en metanol/agua para su posterior andlisis por

espectrometria de masas (figura 31).
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Figura 31. Unién de pelorusido A y laulimalida a los microtdbulos y desplazamiento de pelorusido A
por laulimalida, pero no por taxol. Espectros de masas de los precipitados de microtibulos y los
sobrenadantes tras la extraccidn con diclorometano. Panel A. Pelorusido A (5 uM) y microtibulos
estabilizados (5 pM sitios de taxol). Panel B. Laulimalida (5 pM) y microtibulos estabilizados (5 uM).
Panel C. Pelorusido A (5 pM), laulimalida (50 pM) y microtibulos estabilizados (5 uM). Panel D.
Pelorusido A (5 uM), taxol (50 uM) y microtibulos estabilizados (5 uM). El sobrenadante del panel Cy
el precipitado de taxol del panel D se escalaron por un factor de 2 para facilitar la presentacién. Los
espectros de los sobrenadantes se desplazaron 100 unidades de intensidad, para facilitar la
presentacidn. Los picos de los espectros corresponden a laulimalida-Na™ (m/z) = 537.8; laulimalida-K*
(m/z) = 554.9, pelorusido A-Na" (m/z) = 571.3 y taxol-K" (m/z) = 876.8.
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Se pueden observar los picos correspondientes a laulimalida y a pelorusido A
en los espectros de los extractos de microtibulos, confirmando su unién a
microtibulos estabilizados (figura 31A y 31B, respectivamente). También se
realizaron experimentos control con microtdbulos no estabilizados, con idénticos
resultados. Dado que ninguno de estos ligandos es capaz de desplazar flutax-2 de
su sitio (figura 30), es decir que no se unen al sitio de taxol, se comprobé si estos
dos ligandos compiten entre si por un mismo sitio en los microtibulos. Cuando se
incubaron muestras de microtibulos estabilizados, con 10 veces de exceso de
laulimalida con respecto a pelorusido A, no se observé a este dltimo ligando en los
precipitados de microtidbulos, pero si en el sobrenadante (figura 31C). Dado que un
exceso de laulimalida es capaz de desplazar al pelorusido A de su sitio, se puede
concluir que ambos ligandos se unen al mismo sitio en el microtubulo. El pelorusido
A es, por tanto, el segundo ligando conocido del sitio de laulimalida. Ademads, al
igual que para el caso de la laulimalida (Pryor y col., 2002), se puede observar que
un exceso de taxol no es capaz de desplazar al pelorusido A de su sitio (figura

31D).
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2. Interaccion de andlogos de epotilona con el sitio de union de taxol

2.1. Mecanismos de estabilizacion de microtibulos por epotilonas

Para confirmar que las epotilonas estabilizan a los microtidbulos de forma similar a
como lo hace el taxol, se estudiaron los mecanismos bioquimicos del ensamblaje de
tubulina GTP y tubulina GDP, inducido por las epotilonas naturales Ay B. La forma
inactiva de la proteina, unida a GDP (10 uM de tubulina GDP en tampén PEDTA4-
ImM GDP), es capaz de ensamblar en presencia de epotilona, al igual que lo hace en
presencia de taxol (Diaz y Andreu, 1993). Se realizaron controles mediante
microscopia electronica de todos los experimentos, que confirmaron que los
polimeros formados eran microtibulos.

También se midié la estequiometria de la reaccion de unién. Para ello se
emplearon concentraciones conocidas de tubulina GTP o tubulina GDP, equilibrada
en tampén PEDTA4-1mM GTP 6 PEDTA4-1mM GDP, respectivamente, que fueron
incubadas con cantidades crecientes de epotilona A y B. La cantidad de ligando en
los microtibulos es de 1 mol de ligando por cada mol de proteina ensamblada,
independientemente del nucleétido que tenga unido la proteina (para epotilona A,
tubulina GDP: 1.01 + 0.05, tubulina 6GTP: 0.99 + 0.08; para epotilona B, tubulina
GDP: 1.05 + 0.07, tubulina 6GTP: 1.02 + 0.04).

Al igual que para taxol y docetaxel, en estas condiciones, el ensamblaje y la
unién estan ligados (Diaz y Andreu, 1993); es decir, fodo heterodimero de tubulina
ensamblado en los microtibulos tiene una molécula de epotilona unida (figura 32).
Esto significa que, a menos que un exceso de ligando esté presente en la disolucion,
todo el ligando estard unido a la tubulina ensamblada, siendo la cantidad de ligando
en el sobrenadante indetectable.

Dado que la concentracion critica del ensamblaje inducido por epotilonas
satura con la concentracion de ligando, el proceso de ensamblaje debe seguir un
mecanismo mediado por ligando (ver apartado 4 de la Discusién). No obstante, a
diferencia de lo que ocurre con el taxol, es posible detectar un ligero
decrecimiento de la concentracion de tubulina no polimerizada (concentracién

critica) a concentraciones supra-estequiométricas de epotilona. Dado que todos los
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sitios de unidn deben estar llenos a esas concentraciones (> 1 uM), estos resultados
sugieren la unién del ligando a tubulina no ensamblada, que activaria un segundo

mecanismo de ensamblaje facilitado por ligando (ver apartado 4 de la Discusion).
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Figura 32. Caracterizacién bioquimica del ensamblaje de tubulina inducido por epotilona.
Acoplamiento entre la unién de epotilona y el ensamblaje de tubulina. 10 uM tubulina GTP en tampdn
PEDTA7-ImM GTP se incubd con concentraciones crecientes de epotilona A (panel A) o epotilona B
(panel B). Tras la centrifugacién, las concentraciones de proteina en el precipitado (circulos negros) y
en el sobrenadante (circulos blancos) y las concentraciones de epotilona en el precipitado (cuadrados
blancos) se midieron tal y como se describe en Materiales y Métodos. Las grdficas interiores
representan la determinacion de las concentraciones criticas del ensamblaje de tubulina inducido por
epotilona en tampén PEDTA4-1mM GTP a 37 °C. Los circulos negros representan las concentraciones
de tubulina polimerizada, en los precipitados y los circulos blancos representan las concentraciones
de tubulina soluble, en el sobrenadante.
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También se midié el efecto de los iones Mg®* en el ensamblaje inducido por
epotilona. Esto se realizé afiadiendo concentraciones crecientes de magnesio a
disoluciones de tubulina-GTP en tampon PEDTA-ImM GTP. El ensamblaje de
tubulina GTP inducido por epotilona es dependiente de iones Mg (figura 33), al
igual que lo es el ensamblaje inducido por taxol (Diaz y col., 1993) y el resto de
ligandos que se unen a este sitio (apartado 1.2.1 de Resultados), que requieren
concentraciones libres de magnesio en el rango de mM para inducir el ensamblaje.
De la misma forma, el ensamblaje de tubulina GDP presenta este mismo

requerimiento.

10

0
i}

[Tubulina] microM

0 . . . .
1e-6 1e-5 1e-4 1e-3 1e-2

[MgCl,] 4, MM

Figura 33. Requerimiento de iones magnesio para el ensamblaje de tubulina GTP inducido por
epotilona. 10 uM tubulina 6TP en tampén PEDTA4-1mM GTP, con un 10% exceso de epotilona A
(circulos) o epotilona B (cuadrados) se incubd con concentraciones crecientes de MgCl,. Las
concentraciones de tubulina polimerizada, en los precipitados (figuras negras) y de tubulina soluble,
en los sobrenadantes (figuras blancas), se determinaron por centrifugacién como se decribe en
Materiales y Métodos.

2.2. Union de andlogos de epotilona a microtibulos estabilizados

El grupo del Dr. Nicolaou, en el Instituto Skaggs de Quimica Bioldgica (Instituto
de Investigacién Scripps, La Jolla, California), inicié hace algunos afios un programa
dirigido al disefio y sintesis de andlogos de epotilonas, que produjo un elevado

ndmero de derivados de epotilona en los que las posiciones esenciales €12, C13 y la
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cadena lateral en C15 se modificaron de diferentes formas (Nicolaou y col., 1998;
Nicolaou y col., 2000a; Nicolaou y col., 2000c; Nicolaou y col., 2001a; Nicolaou y
col., 2001b; Nicolaou y col., 2002; Nicolaou y col., 2003). Para determinar la
afinidad de unién al sitio de taxol de estos compuestos, se empled el método de
desplazamiento de flutax-2 de su sitio en microtibulos estabilizados, descrito en

Materiales y Métodos (figura 34).

0.5

@ cpotilona A (1)

@ cis-CP-py-EpoA (4)
trans-CP-EpoA (5)
trans-CP-py-EpoA (7)
trans-CP-tmt-EpoA (10)
cis-CP-EpoA (14)

@ 12ns-CB-EpoA (15)

@ cis-(15R)-CP-EpoA (16)

@ cis-(15R)-CP-py-EpoA (17)

@ trans-(15R)-CP-py-EpoA (18)

[Flutax-2],,,,iq/[Siti0S], o1

cis-CP-tmt-Epo B (19)

-9 -8 -7 -6 -5 -4 -3
log [ligando],,,,

Figura 34. Competicion entre flutax-2 y los derivados de epotilona por el sitio de union de taxol en
microtibulos estabilizados. Desplazamiento de flutax-2 (50 nM) de su sitio de unidn en microtibulos
estabilizados (50 nM) por los difererentes andlogos de epotilona a 35 °C. Los puntos representan los
datos determinados experimentalmente y las lineas se generaron mediante el ajuste de la constante
de equilibrio de cada competidor a los datos experimentales, asumiendo una estequiometria de unién
1:1 al mismo sitio. Las lineas de los compuestos 17 y 18 corresponden a la simulacion de constantes de
equilibrio de 6000 y 12000 M, respectivamente, ya que la determinacién precisa de estas
constantes requeriria disoluciones de estos ligandos mucho mds concentradas.

La epotilona B se une mds fuertemente que la epotilona A (tabla 7) a su sitio
en los microtibulos estabilizados (Kv™®37°c) en tfampén GAB-0.1 mM GTP; epotilona
A, 293 + 0.44 x 10" M; epotilona B, 60.8 + 10.1 x 10" M"; AAG = 8.1 KT mol™).
Cuando se compara con taxol (K,® = 1.07 + 0.11 x 10’ M?) y docetaxel (K, - 3.09 +
0.22 10’ M), la epotilona A se une con afinidad similar a estos (ltimos ligandos,

mientras que la epotilona B es unas 20 veces mds afin. La reaccion de unidn es
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endotérmica (AHepon = -65 = 2 kT mol™; AHepoe = -70 = 7 kJ mol™) y dirigida por
entalpia (tabla 7).

El efecto de los iones magnesio, el pH y la fuerza idnica en la unién de las
epotilonas también se estudio y se observé un efecto muy débil en los rangos
experimentales estudiados (1-9 mM Mg®, 0-1 M NaCl y pH 6.0-7.0). Estos
resultados indican que los iones Mg, aunque necesarios para el ensamblaje de
tubulina inducido por epotilona, no intervienen en la unién de ésta al microtdbulo.
Ademds, la unién de estos ligandos no debe estar mediada por interacciones

electrostdticas.

2.3. Modificacion de los parametros termodindmicos debido a la modificacion
de grupos quimicos de la molécula.

Las relaciones estructura-actividad de la molécula de epotilona se han estudiado
usando un grupo de epotilonas quimicamente modificadas en las posiciones 12, 15 y
21 (figura 35), ya que se ha descrito previamente un papel relevante de estas
posiciones para la actividad del ligando (Nicolaou y col., 1998).

La determinacion de las afinidades de una serie de ligandos por su sitio de
unién en una proteina es una manera cldsica de estudiar la especificidad de una
interaccion ligando-proteina y a partir de éstas se puede calcular, con muy buena
aproximacion, la contribucién al incremento de energia libre aparente de unién de
cada grupo (Fersht, 1999). El cambio del incremento en energia libre asociado con

la modificacién del ligando A para dar el ligando B puede ser definido como
Y de forma similar se pueden calcular los cambios en el incremento de
entalpia y entropia de la reacciéon de union. Los cambios en los pardmetros

termodindmicos aparentes de la unién, debidos a modificaciones simples en la

molécula de epotilona se resumen en la tabla 8.
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Resultados

Modificacién de un solo Compuestos AAG°,, 35 °C AAH®, AASC,,
grupo P (kT mol') | (kT mol™)| (T mol'K™Y)
4-517 ~ 27 n.d. n.d.
Cl5 Sa R 7->18 ~ 27 n.d. n.d.
14->16 17.8+0.3 26+4 25+11
5->7 -2.9+0.2 7+4 35+14
Cadena lateral C15 6->8 -2.1:0.3 15+9 54+28
Tiazol_ >Pif‘idin0 14->4 —02i04 3t4 10:12
16->17 ~94 n.d. n.d.
2->3 -2.8+0.8 33+13 122+44
5->10 -5.9+0.6 37+8 135+24
C21 Metil a Tiometil 6->11 -3.6:0.3 2319 86+28
8->12 2.6+0.3 -16+9 -58+27
€21 Metil a 8-59 1.4:0.3 _23:8 7625
Hidroximetilo
5-Tiometil-piridina a
6-Tiometil-piridina 12->13 4.1:05 1316 30+20
4-57 -2.1:0.3 3+5 23+13
14-55 0.6+0.3 1+4 -2+12
Cc12 = = =
SaR 17->18 ~ -2 nd. nd.
19->11 9.0+£0.6 n.d. n.d.
20->8 1.9+0.4 26+10 75+31
Epéxido-> Ciclopropilo 1->14 -4.7:0.4 8+3 38«11
3->19 -5.4+0.8 nd. n.d.
Ciclopropilo->Ciclobutilo| 5->15 4.1:0.2 8+4 11:11
1-52 -8.1:0.6 -5+7 8+25
Cl2s til
H a Metilo 4->20 -1.8:05 8+8 36+25
5->6 0.4+0.3 23+6 69+22
C12R H a Metilo 7->8 1.2+0.2 3149 88+27
10->11 2.7+07 9+10 20+31

Tabla 8. Incremento en los pardmetros termodindmicos de la unién de los andlogos de epotilonas a
microtibulos estabilizados. N.d. significa no determinado.

2.4. Comparaciones entre la afinidad de union, la actividad estabilizadora de
microtibulos y la citotoxicidad de los derivados de epotilona
Dado que la citotoxicidad de estos ligandos se produce mediante la estabilizacion

de microtibulos, resulta interesante comparar cuantitativamente estas

actividades para los diferentes derivados. Para ello, se midieron las
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concentraciones criticas del ensamblaje de microtibulos inducido por paclitaxel,

docetaxel y los diferentes andlogos de epotilona a 37 °C (tabla 9).

Compuesto Cr (uM) 1/K,* (nM) ICs (nM)
Taxol 4.24+0.49 93+9 1.30+0.22
Docetaxel 1.52+0.25 32+3 0.45+0.25
Epotilona A (1) 5.11+0.15 34+4 3.10+0.72
Epotilona B (2) 1.17+0.12 1.6+0.1 0.30+0.05
tmt-EpoB (3) 0.72+0.089 | 0.51:0.07 0.17+0.08
cis-CP-py-EpoA (4) 1.53+0.10 5.2+0.8 1.40+£0.45
trans-CP-EpoA (5) 1.27+0.21 6.5+0.1 2.70+0.10
trans-CP-EpoB (6) 2.19+0.30 8.8:0.4 15.00+0.00
trans-CP-py-EpoA(7) 1.53+0.10 2.1:04 0.62+0.17
trans-CP-py-EpoB(8) 1.19+0.21 3.5+0.3 1.70+0.76
trans-CP-pyOH-EpoB(9) 1.70+0.18 6.0+0.6 1.70+1.12
trans-CP-tmt-EpoA(10) 1.44+0.12 0.71:0.14 1.20+0.67
trans-CP-tmt-EpoB(11) 1.36+0.21 1.8+0.2 3.50+1.64
trans-CP-5tmpy-EpoB(12) | 2.54+0.10 9.6+1.3 14.20+5.73
trans-CP-6tmpy-EpoB(13) | 9.65:2.46 42+7 114.00+0.00
cis-CP-EpoA(14) 0.93+0.17 5.7:0.4 1.60+0.12
trans-CB-EpoA(15) 2.97+0.12 32+3 25.5+15
cis-(15R)-CP-EpoA(16) >50 ~5300 225
cis-(15R)-CP-py-EpoA(17) >50 ~170000 | >300 (inactivo)
*““"s'(15'2()1';P'PY'EP°A >50 ~83000 | >300 (inactivo)
cis-CP-tmt-EpoB (19) 0.38+0.07 | 0.063+0.006 0.1:0.0
cis-CP-py-EpoB (20) 0.71:0.03 1.9+0.1 0.3+0.1

Tabla 9. Comparacién de las afinidades de unién, las concentraciones criticas del ensamblaje de
microtibulos inducido por ligando y la citotoxicidad de los derivados de epotilona. Las afinidades de
unién de los ligandos y las concentraciones criticas del ensamblaje de microtibulos inducido por
ligando, se midieron a 37 °C. Los datos de citotoxicidad en células humanas carcinoma de ovario (1A9)
se fomaron de (Nicolaou y col., 2001b; Nicolaou y col., 2002; Nicolaou y col., 2003).

De todos los compuestos estudiados, el que tiene mayor poder de induccién del
ensamblaje es el ndmero 19 (Cr = 0.31 £ 0.07 pM) que a su vez es el que posee
mayor afinidad por el sitio de taxol en el microtdbulo (Kuint = 1.6 + 0.2 x 10™° M7, El

ligando mds débil es el ndmero 13 (Cr = 10.75 + 1.2 uM) que es el que tiene menor
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afinidad (Kpin = 2.38 + 0.4 x 10’ M), exceptuando los compuestos inactivos 16, 17
y 18. La epotilona B es mucho mds fuerte induciendo el ensamblaje que la epotilona

A (epoA Cr = 511+ 0.2 uM; epoB Cr = 1.17 + 0.1 uM).
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3. Caracterizacion funcional del sitio de taxol mediante marcaje covalente con
ciclostreptina

Como ya se ha descrito en el apartado 1.3.2 de Resultados, la ciclostreptina es el
primer compuesto conocido que estabiliza microtibulos mediante unién irreversible
al sitio de taxol. En el presente trabajo se ha utilizado la interaccién covalente de
este compuesto con el sitio de taxol, para proponer un mecanismo por el que los

ligandos accederian a éste.

3.1. La ciclostreptina bloquea la union de ligandos al sitio de taxol

Para confirmar la capacidad de la ciclostreptina para competir con diferentes
ligandos del sitio de taxol, se realizaron experimentos de competicién con tres
ligandos marcados radiactivamente que se unen a este sitio (tabla 10). Estos
experimentos se realizaron en el laboratorio del Dr. Ernest Hamel, en el Instituto
Nacional del Cdncer, Frederick, USA. Los ligandos competidores se eligieron en
base a su afinidad por el sitio de tfaxol, relativa a la constante aparente de
equilibrio de la ciclostreptina, tras 20 minutos de incubacién (2.06 10”7 M™a 35 °C;
Edler y col., 2005). El taxol tiene una constante de equilibrio de unién de 1.43 10’
M?, muy similar a la de la ciclostreptina. Por otro lado, la epotilona B y la
discodermolida tienen constantes de afinidad mucho mayores (70.5 y 555 10’ M a

35 °C, respectivamente; tabla 6).

[*H]-Taxol [*H]-Discodermolida [“C]-Epotilona B
Inhibidor No Preincubacion No Preincubacion No Preincubacion
(20 uM) Preincubacién Preincubacion Preincubacion
Ciclostreptina 40+138 75+16 41+40 81+6.1 21+95 88 £ 0.2
Epotilona A 54 +3.3 51+0.1 47 +11 41+5.1 h1+13 51+0.9
Epotilona B 69+0.2 67 £43 24117 21+51 n.d. nd.
Taxol nd. nd. nd. nd. 43 +6.8 41+8.3

Tabla 10. Unién de ligandos a microtibulos pre-incubados con ciclostreptina, epotilona A, epotilona B
y taxol. Los valores + desviacion estdndar representan el porcentaje de inhibicion de la unién de los
compuestos marcados radiactivamente. N.D. significa no determinado.

Para realizar estos experimentos, se polimerizaron microtdbulos a 37 °C, en un

tampodn que contenia 0.75 M de glutamato, como inductor del ensamblaje. A estos
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microtdbulos preformados, se afadieron los ligandos radiactivos ([*H]-
discodermolida, [**Cl-epotilona B y [*H]-taxol), antes o después de incubar los
microtdbulos con los ligandos no marcados, y se determiné la cantidad de ligando
radiactivo unido a los microtibulos. Como se puede observar en la tabla 10, el taxol
y las epotilonas A y B se comportaron como se espera para compuestos que se unen
reversiblemente a un sitio, es decir, el porcentaje de ligando desplazado es
independiente de si el competidor se afiade antes o después y sélo es dependiente
de las afinidades relativas de los ligandos competidores.

Por el contrario, se observa una gran diferencia cuando los microtibulos se
incuban previamente con ciclostreptina. Ni la epotilona A ni la epotilona B, son
capaces de desplazar a la discodermolida de su sitio, pero la pre-incubacion de los
microtibulos con ciclostreptina bloqued casi completamente la unién de la [*H]-
discodermolida, [**C]-epotilona B y [*H]-taxol (81, 88 y 75 %, respectivamente;
tabla 10). Estos resultados indican que la ciclostreptina bloquea de manera
irreversible el acceso de ligandos al sitio de taxol en microtibulos preformados.

Para confirmar estos resultados, se comprobé si la ciclostreptina bloquea

también la union de flutax-2 a microtdbulos estabilizados (figura 36).
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Figura 36. Isotermas de unién de flutax-2 a microtibulos estabilizados preincubados con
ciclostreptina. Las muestras se incubaron con ciclostreptina, o DMSO, en tampén GAB-1mM GTP a 25
°Cy se dializaron frente a este mismo tampdn, para eliminar el exceso de ligando. Posteriormente, 50
nM de flutax-2 se titulé con concentraciones crecientes de sitios de taxol iniciales de estas
muestras. Los circulos representan la unién de flutax-2 al sitio de taxol en microtibulos incubados
con DMSO, vy los tridngulos invertidos representan la unién de flutax-2 a microtdbulos preincubados
con ciclostreptina. Los datos se representan con sus errores estdndar.
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Como se puede observar en la figura 36, el flutax-2 es incapaz de unirse a
microtdbulos preincubados con ciclostreptina. Por el contrario, el flutax-2 se unié a
microtdbulos control, incubados con DMSO, con una constante aparente de
afinidad de 7.09 10’ M’ que estd en perfecta concordancia con el valor

previamente determinado, 7.1 10’ M (Diaz y col., 2000).

3.2. La ciclostreptina desplaza al flutax-2 por un mecanismo diferente al del
docetaxel

Se ha descrito previamente que la ciclostreptina es capaz de desplazar al flutax-2
unido al sitio de taxol en microtibulos estabilizados, con una constante aparente
de wunién similar a la del taxol (Edler y col., 2005). La cinética de este
desplazamiento se estudié en comparacion con la producida por docetaxel.

En la figura 37 se puede observar una clara diferencia en las cinéticas de
desplazamiento de flutax-2 entre estos dos compuestos; mientras que el
desplazamiento con docetaxel es independiente de la concentracion de este ligando
(2 y 20 puM), el desplazamiento de flutax-2 con ciclostreptina es fuertemente
dependiente de la concentracion de ésta. Estos resultados indican que la
ciclostreptina desplaza al flutax-2 de forma diferente a como lo hace el docetaxel.

La union de flutax-2 a los microtibulos es una reaccién de dos etapas
(ecuacidn 15; (Diaz y col., 2000)),

K+1 flutax  K+2 flutax

T+F & TF & TF* (15)

donde T es tubulina y F es flutax-2. Como se ha descrito previamente, el producto
de la constante de asociacién de docetaxel multiplicado por la concentracion de
docetaxel es mucho mayor que la constante de disociacion de flutax-2 de los

microtdbulos (K.i docetaxel * [docetaxel] >> K.z fiutax; (Diaz y col., 2000)).
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Figura 37. Cinética de desplazamiento de flutax-2 de su sitio en microtdbulos estabilizados por
ciclostreptina. A tiempo O, el ligando competidor se afiadié a una disolucién que contenia 250 nM de
microtibulos estabilizados y 200 nM de flutax-2. Panel A. Docetaxel como competidor a
concentraciones de 2 (curva negra) y 20 uM (curva roja). Panel B. Ciclostreptina como competidor a
concentraciones de 2 (curva negra), 5 (curva roja), 10 (curva verde), 20 (curva amarilla) y 40 pM
(curva azul). La curva de color magenta e el panel B es una curva control, sin competidor.Todas las
curvas se ajustaron a una exponencial simple. Figura interior. Dependencia de la constante cinética
observada (k.bs) de la concentracién de ciclostreptina. Todas las medidas se realizaron a 25 °C

Debido a esto, en condiciones de exceso de competidor, cada sitio que
queda libre es ocupado rdpidamente por docetaxel y de esta forma, el flutax-2 es
disociado de los microtubulos a la velocidad de disociacién de la reaccién mds lenta,
que es la de disociacién del flutax-2 (K2 futex), independientemente de la

concentracion de docetaxel (figura 37A) y con una constante cinética de k., fiutax de
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8.9 + 0.3 10 s, que concuerda con determinaciones previas (7.1 + 0.04 1073 s,
(Diaz y col., 2000)).

De cualquier forma, este no es el caso para la ciclostreptina. Aunque la
ciclostreptina es capaz de desplazar totalmente al flutax-2 a las concentraciones
ensayadas, la velocidad cinética observada (kos) es dependiente de la
concentracion de ciclostreptina (figura 37B). De esta forma, ko.s crece hasta
alcanzar un mdaximo que es igual a la constante cinética de disociacion de flutax-2
(K2 fiutax: figura 37B, grdfica interior).

Una fdcil explicacion para este hecho seria que el orden de magnitud del
producto K.i cico *[ciclostreptina] sea similar o menor que k. fiutax-2 * [flutax-2]y, de
esta forma, el flutax-2 libre estard compitiendo con la ciclostreptina por los sitios

que van quedando libres (ecuaciones 16ay 16b),
K+1quTux
C+T+F <« TF + C (16a)

K+1ciclo

C+T+F & TC+F (l6b)

donde C es ciclostreptina. De cualquier forma, las curvas observadas son
monoexponenciales, lo que implica que la constante de velocidad observada es
constante durante el proceso. Este no seria el caso si el flutax-2 compitiese con la
ciclostreptina por los sitios libres, dado que la concentracién de flutax-2 aumenta
a medida que avanza la reaccidn y, por tanto, la velocidad aparente de disociacién
deberia decaer con el tiempo.

Otra explicacién alternativa seria que la ciclostreptina se uniera a un sitio
diferente al de flutax-2 y que esta union indujera un cambio conformacional que

alterase el sitio de unién (ecuacién 17):

K+lciclo K-lflumx

TF+C « TFC <« TC+F (17)

En este caso, el paso observado seria el segundo, siendo la cinética

observada monofdsica en condiciones de estado estacionario ([TCF] constante
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durante el tiempo del experimento) y dependiente de [C]. El ajuste de los datos a
este modelo cinético (FITSIM40) generd un valor despreciable para Ko Y un
valor de K.icido 350 + 20 M? s, indicando que se estd observando una reaccién

irreversible.

3.3. Actividad bioldgica de la ciclostreptina epoxidada

La estructura quimica de la ciclostreptina (figura 38) se caracteriza por poseer
una olefina estructuralmente deformada (C2-C17), que se ha propuesto que podria
reaccionar con grupos hucleéfilos de las proteinas (Adam y col., 2003). La

reactividad de esta olefina se ha estudiado con una variedad de nucleéfilos, entre

los que se incluyen grupos amina, tiol e imidazol (Vanderwal y col., 2003).

Figura 38. Estructura quimica de la ciclostreptina. La olefina deformada que se ha propuesto como el
grupo electréfilo que podria reaccionar con residuos hucledfilos de las proteinas se marca con un
asterisco.

Con el objetivo de determinar si esta olefina es en realidad el grupo
reactivo que modifica irreversiblemente a la tubulina, se preparé el derivado
epoxidado de ciclostreptina y se determiné su actividad, encontrdndose inactivo.
Es incapaz de desplazar al flutax-2 de su sitio y las células incubadas con este
derivado son indistinguibles de las células control y presenta una citotoxicidad muy
baja, tal y como se habia descrito previamente (Yoshimura y col., 2000). Estos
resultados sugieren que la olefina C2-C17 es el grupo reactivo que modifica

covalentemente la tubulina.
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3.4. Determinacion de los residuos de tubulina modificados por ciclostreptina
en los microtdbulos

Una vez caracterizada la molécula de ciclostreptina por espectrometria de masas
(ver apartado 5.1.3.2 de Materiales y Métodos), se procedié al andlisis mediante
LC-MS/MS de los péptidos tripticos y quimotripticos de tubulina. Para ello, las
muestras, de tubulina GTP, se incubaron con y sin ciclostreptina a 37 °C durante
50 minutos en tampén GAB-ImM GTP, para inducir la polimerizacion de
microtdbulos. Tras la incubacion, los microtibulos formados se sedimentaron
mediante centrifugacion y se resuspendieron en fampén 50 mM NH4HCO;, 12 mM
EDTA, 0.01 % SDS, pH 7.6. Posteriormente, las muestras se digirieron usando
tripsina o quimitripsina y los péptidos resultantes se analizaron por LC-MS/MS
mediante seleccién de iones precursores, condicionada por la aparicién del
fragmento con m/z 249 Da, para detectar los péptidos covalentemente

modificados por ciclostreptina.
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Figura 39. Andlisis cromatogrdfico de los péptidos tripticos y quimotripticos de las muestras de
microtibulos tratadas con ciclostreptina. Cromatogramas de los experimentos de seleccién del ion
precursor para la sefial m/z 249 Da, en las muestras de tubulina incubadas con y sin ciclostreptina y
digeridas con tripsina o quimotripsina. Panel A. Muestras de tubulina incubadas con DMSO y digeridas
con tripsina. Panel B. Muestras de tubulina incubadas con DMSO vy digeridas con quimotripsina. Panel
C. Muestras de tubulina incubadas con ciclostreptina y digeridas con tripsina. Panel D. Muestras de
tubulina incubadas con ciclostreptina y digeridas con quimotripsina.

Los cromatogramas de estos experimentos muestran 2 picos diferenciales

entre las muestras tratadas con ciclostreptina y las muestras control digeridas
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con tripsina, y otros 5 picos diferenciales en las muestras digeridas con
quimotripsina (figura 39).

Cada una de las sefiales de espectrometria de masas, correspondientes a
estos picos, se fragmentdé para obtener la secuencia del péptido y determinar los
residuos modificados por ciclostreptina. Los picos de la figura 39 se corresponden
con las secuencias de la subunidad beta de tubulina mostradas en la figura 40. Las
sefiales de los péptidos tripticos 1 y 2 (figura 39C) corresponden a la misma
secuencia, con un residuo de metionina oxidado y no oxidado, respectivamente.
Estos péptidos aparecen triple y cuddruplemente cargados en el rango de masas

analizado.

218K LTTPTYGDLNHLVSATMSGVTTCLR F24

| Picos 1y2
L Pico3d]
| Pico 4
| Pico 5§
| Pico 6 |
| Pico 7 )

Figura 40. Péptidos fripticos y quimotripticos modificados por ciclostreptina en las muestras de
microtibulos. Secuencia de la subunidad beta de tubulina a la que corresponde cada una de las sefiales
de la figura 39. Los picos 1 y 2 dos proceden de la digestién triptica y los picos 3-7 de la
quimotriptica.

El andlisis de las series de fragmentacién (figura 41) de estos péptidos
revela, inequivocamente, que existen dos residuos que estdn siendo modificados
covalentemente por ciclostreptina, THR220 (péptidos 1, 2, 5y 7) y ASN228
(péptidos 3,4y 6).

Se realizaron también experimentos control con microtibulos previamente
polimerizados y se comprobéd que la ciclostreptina modificaba de igual manera los

residuos THR220 y ASN228.
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Figura 41. Determinacién de los residuos de tfubulina en los microtdbulos modificados por
ciclostreptina mediante espectrometria de masas. A. La figura muestra las series principales de
fragmentacion (amino-b y carboxi-y) del ion parental triplemente cargado con m/z 1017.7 Da,
correspondiente a la secuencia del péptido triptico de tubulina (219-243) modificado por la
ciclostreptina. B. Espectro de fragmentacién del péptido quimotriptico que contiene los residuos de la
subunidad beta de tubulina 220-230. C. Espectro de fragmentacion del péptido quimotriptico que
contiene los residuos de la subunidad beta de tubulina 225-235. Los nimeros enmarcados (incluyendo
el ion a m/z 249 Da usado para filtrar los iones) indican las masas correspondientes a la
fragmentacion de la molécula de ciclostreptina. La pérdida de agua estd marcada con un asterisco y
también se indican algunos péptidos de la "serie y", "serie b" y "serie a" de fragmentacién. Las
flechas horizontales indican la deteccién del residuo modificado con la ciclostreptina en la serie
correspondiente. Los recuadros interiores son una ampliacién de los picos correspondientes al ion y10
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doblemente cargado (B) y al ion b4 (C) de las respectivas series de fragmentacidn.
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3.5. Determinacion de los residuos de tubulina no polimerizada modificados por
ciclostreptina

Para determinar si la ciclostreptina se une también covalentemente a tubulina no
ensamblada y en caso afirmativo, determinar a qué residuos se une, se incubaron
muestras de tubulina GTP (20 uM) durante 50 minutos a 37 °C en tampén PEDTA-
0.1 mM GTP. Se ha comprobado previamente que en este tampdn (sin magnesio) y a
estas concentraciones, toda la proteina permanece en estado dimérico, sin
polimerizar ni oligomerizar (Howard y Timasheff, 1987). Tras la incubacién, las
muestras se centrifugaron para sedimentar cualquier posible agregado y los
sobrenadantes se digirieron con tripsina y quimotripsina, siguiendo el mismo
procedimiento descrito anteriormente para las muestras de microtibulos. Los
experimentos de seleccién del ion precursor (utilizando el fragmento m/z 249 Da)
muestran, de nuevo, los picos 1 y 2 para las muestras digeridas con tripsina
(residuo modificado THR220) y, solamente, una sefial muy débil correspondiente a
los picos 5y 7, en las muestras digeridas con quimotripsina (no mostrado), pero no
se encontrd rastro del segundo residuo modificado, ASN228, es decir, no se
encontraron los picos 3,4 6 6.

Con objeto de aumentar la sensibilidad de deteccién de las sefiales
correspondientes a los péptidos modificados por ciclostreptina en el residuo
ASN228 (picos 3, 4 y 6), se analizaron los péptidos tripticos y quimotripticos
mediante rastreo mlltiple de iones con alta sensibilidad (MRM). Esta técnica
permite filtrar los iones de una determinada m/z (en este caso los iones
correspondientes a los picos 1-7), condicionada a la aparicién de un determinado
fragmento (en este caso el fragmento con m/z 249 Da).

Utilizando esta metodologia, se escanearon los iones correspondientes al
pico 2 (que es el pico donde se detecta la ciclostreptina unida a la THR220 en las
muestras de microtibulos), para las muestras digeridas con tripsina y a los picos 4
y 6 (que son picos donde se detecta la ciclostreptina unida a la ASN228 en las
muestras de microtibulos) mds el pico 5, como control positivo, para las muestras

digeridas con quimotripsina. Adicionalmente, fodas estas sefiales se filtraron con la

133



Resultados

sefal marcadora del fragmento con m/z 249 Da. De nuevo, se detecté el pico 2 en
los péptidos tripticos (figura 42A), es decir, se confirma la modificacion del
residuo THR220. Por el contrario, no se detectaron los péptidos quimotripticos 4 6
6, indicando que el residuo ASN228 no estd modificado por ciclostreptina en estas
muestras. Estos resultados confirman que la ciclostreptina se une a tubulina
dimérica, no polimerizada, modificando tnicamente el residuo THR220.

Como control positivo, se rastreé el pico 5 (figura 42B) y se encontré la
ciclostreptina unida al residuo THR220. Como control negativo, se usaron muestras

de tubulina incubadas con DMSO, donde no se encontré ningun pico (no mostrado).
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Figura 42. Andlisis cromatogrdfico de los péptidos tripticos y quimotripticos de las muestras de
tubulina dimérica fratadas con ciclostreptina. Cromatogramas de los experimentos de rastreo
multiple de iones con alta sensibilidad (MRM). A. Muestras digeridas con tripsina. Se seleccionaron
los péptidos con m/z 1017.3 Da (correspondiente al péptido triptico nlimero 2) que generasen el
fragmento m/z 249 Da. B. Muestras digeridas con quimotripsina. Se seleccionaron los iones con m/z
637.4, 816.4 y 780.4 Da (correspondientes a los péptidos quimotripticos 4, 5 y 6, respectivamente)
que generasen el fragmento con m/z 249 Da. Sélo se detecté el ion correspondiente al pico 5, que
estd modificado en el residuo THR220, pero no se detectaron los iones correspondientes a los picos 4
6 6, modificados en el residuo ASN228.
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1. Interaccion de los ligandos estabilizadores de microtdbulos con la tubulina
1.1. Clasificacion de los compuestos descritos como estabilizadores de
microtudbulos

En el presente trabajo se ha estudiado comparativamente una buena parte de los
compuestos descritos en la bibliografia como estabilizadores de microtubulos.
Basdndonos en los resultados obtenidos (tabla 11), podemos establecer una primera
clasificacién de estos compuestos. Los compuestos 14-21 (tacalonolidas,
poliésteres de jatrofano, luteina, dicumarol y lonafarnib) no son capaces de
modular el ensamblaje de tubulina pura, ni de estabilizar microtdbulos en los
sistemas /n vitro ensayados en el presente trabajo. Esto sugiere que cualquier
actividad estabilizadora de microtibulos por parte de estos compuestos podria
producirse por interaccién con otros componentes de cualquiera de las rutas de
sefalizacién que regulan la estabilidad de los microtibulos, pero no por una
interaccion directa con la tubulina.

El lonafarnib estabiliza débilmente los microtdbulos en células (figura 21).
No obstante, /n vitro tiene un efecto despolimerizador muy débil (figura 26 y tabla
5). Este efecto se podria atribuir a una unién débil a tubulina dimérica y a
microtibulos (resultados no mostrados). Recientemente, se ha descrito que el
lonafarnib parece estabilizar a los microtibulos mediante la inhibicién de la histona
deacetilasa 6 (HDAC6) (Marcus y col., 2005). Esta inhibicion tiene como
consecuencia microtdbulos hiper-acetilados y por tanto mds estables (Maruta y
col., 1986). Ademds, resultados preliminares realizados en nuestro laboratorio
apuntan hacia una afinidad ligeramente mayor del taxol por microtibulos acetilados
con respecto a los deacetilados, lo que podria explicar el comportamiento sinérgico
descrito previamente para el taxol y el lonafarnib (Shiy col., 2000).

Es posible fambién que la estabilizacion de microtibulos que se ha descrito
para algunos ligandos sea simplemente un artefacto experimental o que los efectos
que estos ligandos producen sobre el ensamblaje de tubulina sean tan débiles que
no seamos capaces de detectarlos en nuestras condiciones experimentales. Por

ejemplo, es dificil entender por qué los poliésteres de jatrofano son capaces de
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inducir el ensamblaje de tubulina pura en ausencia de GTP (Miglietta y col., 2003),
pero no son capaces de modificar el ensamblaje de proteina microtubular (como ha
sido descrito en (Miglietta y col., 2003) y en la tabla 5 de este trabajo), ni el
ensamblaje de tubulina pura inducido por glicerol (figura 26), ni tfampoco son
capaces de estabilizar a los microtibulos frente a la despolimerizacién inducida
por Ca” (Miglietta y col., 2003) o por frio (figura 27). De igual manera, es dificil
entender como el dicumarol estd disminuyendo notablemente la dindmica de los
microtdbulos /n vitro (Madari y col., 2003), pero no es capaz de modular el
ensamblaje de tubulina ni de aumentar la masa de polimero formado a altas
concentraciones de ligando ((Madari y col., 2003) y figura 26 de este trabajo) ni
de estabilizar microtibulos frente al frio (figura 27).

Asimismo, el débil efecto de las tacalonolidas en el test de desplazamiento
de flutax-2 (por centrifugacién no se detecta este desplazamiento) y su débil
actividad sobre los microtibulos en células se podria explicar fdacilmente por la
presencia de un contaminante activo en una proporcion tan baja, que dificultaria
enormemente su deteccion con las técnicas que se han usado para caracterizarlo
(HPLC, LC-MS y RMN). De hecho, si se incuba un exceso de tacalonolida con
microtibulos, se sedimentan los microtldbulos y se recupera el exceso de
tacalonolida del sobrenadante, se observa la pérdida de actividad de la tacalonolida
(no mostrado). Variando la concentracion de microtibulos con respecto al exceso
de tacalonolida hemos estimado la proporcién de este posible contaminante activo
entre 0.3-0.7%.

Dentro de los compuestos que interaccionan directamente con los
microtdbulos y que son capaces de inducir o modular de alguna manera el
ensamblaje de tubulina (por tanto, estabilizar microtibulos), se pueden distinguir
hasta ahora tres grupos principales:

1. Compuestos que se unen al sitio de taxol reversiblemente (taxol,

docetaxel, epotilonas, dictiostatina, discodermolida, eleuterobina,

sarcodictinas y el esteroide).
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2. Compuestos que se unen reversiblemente al sitio de laulimalida
(laulimalida y pelorusido A).
3. Compuestos que se unen al sitio de taxol irreversiblemente

(ciclostreptina).

1.2. Diversidad quimica de los estabilizadores de microtibulos que se unen al
sitio de taxol

Es destacable la gran diversidad quimica de los compuestos que estabilizan
microtdbulos (figura 20), incluso la de aquellos que se unen al sitio de taxol.
Asimismo, el origen de estos productos es también muy variado, ya que éstos se
han aislado de fuentes tan diversas como corales, esponjas marinas, bacterias o
plantas. Esto sugiere que la produccién de venenos que estabilizan microtdbulos es
un sistema de defensa muy utilizado en la naturaleza y parece que el sitio de taxol
es una diana muy extendida. Se puede aventurar que todos estos compuestos
podrian estar mimetizando la accién de un regulador celular endégeno que se uniria
al sitio de taxol. No obstante, en la actualidad no se conoce dicho regulador,
aunque se ha sugerido que la proteina tau (una MAP) podria unirse a un sitio que
solape con el de taxol, dada la homologia de secuencia entre algunas de sus
repeticiones y el lazo B9-B10 de la subunidad alfa de tubulina. Este lazo ocuparia
un bolsillo similar al del taxol de beta tubulina (Nogales y col., 1999). De hecho, se
ha descrito que la unién de la proteina tau a los microtibulos estd reducida en
presencia de taxol o discodermolida (Kar y col., 2003a; Kar y col., 2003b). No
obstante, estos resultados no se han podido reproducir en nuestro laboratorio (no
mostrado), por lo que se deben tfomar con precaucion.

Es precisamente la gran variedad de compuestos con diferentes origenes y
la diversidad de estructuras quimicas uniéndose a un mismo sitio en la molécula de
tubulina, lo que ha dificultado enormemente la bisqueda de un farmacéforo comdn
a todos estos compuestos, que sea de utilidad en el disefio racional de fdrmacos

antitumorales.
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No obstante, varios grupos han realizado esfuerzos considerables para
proponer farmacéforos del sitio de taxol, principalmente comunes a taxol y
epotilonas (Giannakakou y col., 2000; He y col., 2000; Ojima y col., 1999).
Desafortunadamente, a pesar del esfuerzo realizado, la publicacion reciente de un
modelo de la estructura de la epotilona A unida al sitio de taxol ha echado por
tierra estos modelos, ya que taxol y epotilona se unen a este sitio de forma Unica e
independiente (figura 43), interaccionando con residuos diferentes de la proteina

(Nettles y col., 2004).

Figura 43. Representacién del taxol y de la epotilona A unidos al sitio de taxol. Representacién de la
superficie del sitio de taxol con una molécula de taxol (a) y otra de epotilona A (b) unidas. Se aprecia
cémo cada ligando aprovecha el sitio de unién de una forma diferente y los aminodcidos implicados en
la unién son también diferentes. Los dtomos de oxigeno de los ligandos se muestran en rojo y los
puentes de hidrégeno, que los ligandos forman con la proteina, se representan con lineas verdes
punteadas. Tomada de (Heinz y col., 2005).

No se puede hablar entonces de la existencia de un farmacéforo comin a
los ligandos del sitio de taxol, sino de un sitio promiscuo en la molécula de tubulina,
donde cada ligando interacciona con un subconjunto diferente de residuos. De
hecho, aunque no existen aln datos experimentales, se podria anticipar que esto
ocurre también para el resto de compuestos que se unen al sitio de taxol,
resultando en un desafio Unico para el disefio racional de ligandos (Nettles y col.,

2004).
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1.3. Parametros termodindmicos de la union de los ligandos al sitio de taxol

El estudio de la interaccién entre los ligandos del sitio de taxol y los microtibulos
ha estado dificultado durante afios por su mecanismo de accién; dado que estos
ligandos se unen preferentemente a la forma ensamblada de tubulina induciendo el
ensamblaje de microtibulos, la unién y el ensamblaje son reacciones ligadas (Diaz y
col., 1993). Debido a esto, aunque se puede ensamblar tubulina y obtener sitios de
taxol vacios en ausencia de ligandos inductores del ensamblaje a concentraciones
altas de fubulina, la elevada afinidad de estos compuestos hace imposible
encontrar condiciones en las que la reaccién de unién (ligando-microtibulo) no esté
totalmente desplazada hacia el estado unido, haciendo muy dificil la determinacion
de la afinidad de estos compuestos. Es decir, como consecuencia del acoplamiento
entre la unién de un ligando y el ensamblaje de microtibulos inducido por éste, en
la condiciones experimentales usuales, la unién intrinseca no puede ser aislada,
impidiendo la determinacion de las constantes de union.

Por ello, para medir la afinidad de los ligandos fue necesario usar
microtibulos estabilizados (estables a bajas temperaturas y a bajas
concentraciones) mediante entrecruzamiento con glutaraldehido (Andreu vy
Barasoain, 2001; Diaz y col., 2000). El uso de estos microtibulos estabilizados nos
permitid, por un lado, aislar la union del ligando de la elongacién del microtibulo y,
por otro, usar concentraciones lo suficientemente bajas como para que el equilibrio
de unién no esté totalmente desplazado hacia el estado unido. Usando estos
microtibulos estabilizados, se consiguio medir directamente la afinidad de union al
sitio de taxol de un derivado fluorescente de éste, flutax-2 (Diaz y col., 2000) y
desarrollar un método de competicion para medir la afinidad de compuestos que se
unen a este sitio y diferenciarlos de aquellos que no (figura 30). A partir de las
constantes de afinidad a diferentes temperaturas, se pueden calcular los
pardmetros termodindmicos de la unién, usando las ecuaciones de van’t Hoff y de
Gibbs.

Al igual que el faxol, el resto de los ligandos que se unen al mismo sitio

muestran una marcada dependencia de la afinidad con la temperatura (tabla 6 y
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figura 44). La reaccién de union es exotérmica, y dirigida por entalpia, para todos
los ligandos, es decir, la constante de afinidad disminuye a medida que aumenta la
temperatura. La reaccién de union tiene una contribucién entrépica negativa,
desfavorable, a la energia libre de union para el taxol, docetaxel y epotilonas Ay B
(tabla 6). El resto de compuestos tienen una contribucion entrépica positiva
(favorable) a la energia libre de union. Esto es especialmente notable para la
discodermolida, un ligando que deberia tener una elevada flexibilidad
conformacional en disolucion dada su estructura quimica, pero que muestra una

elevada contribucién entrépica a la energia libre de unién (tabla 6).
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Figura 44. Representacién de van’t Hoff para la reaccién de unién de dos ligandos del sitio de taxol.
Se representan los datos (con errores estdndar) para el taxol (cuadros) y el docetaxel (tridngulos).

De forma interesante, si se representan la contribuciones entrépica y
entdlpica a la union de los ligandos del sitio de taxol, se observa una fuerte
correlacién (r® 0.95) entre estos dos pardmetros (figura 45). Estos dos
pardmetros parecen estar fuertemente correlacionados de acuerdo con la ecuacién
de regresion AH = -42.48 + 398.10 AS. Esta ecuacién tiene la forma AH = BAS y es
tipica de fenémenos de compensacién entdlpico-entropica (Gilli y col., 1994) con una

temperatura de compensacion, B, de 398 K. Algunos autores han demostrado que
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una fuerte correlacién entre AH y AS no es por si misma una verdadera prueba de
compensacién entdlpico-entrépica con causalidad quimica, sino que puede ser un la
consecuencia artefactual de la transmisién de errores experimentales,
especialmente cuando las entalpias y la entropias se estiman a partir de la variacién

de las constantes de equilibrio con la temperatura (Krug y col., 1976a).
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Figura 45. Correlacién entre las contribuciones entdlpica y entrdpica aparentes, a la unién de los
ligandos. Los puntos representan los datos * errores estdndar y la linea representa la regresién lineal
de los datos. El dato de la discodermolida (representada como un cuadrado) no se ha usado para la
regresion.

No obstante, estos mismos autores han propuesto dos condiciones que
cuando se satisfacen son suficientes (pero no necesarias) para probar la
prevalencia de una causalidad quimica sobre la transmisién de errores; en primer
lugar, la temperatura de compensacion debe ser significativamente diferente al
promedio de temperaturas experimentales usadas y en segundo lugar, los valores
de AH deben correlacionarse con los valores correspondientes de AG (Krug y col.,
1976b). En este caso, la primera condicién se cumple, ya que el promedio de
temperaturas experimentales es 307 K, mientras que la femperatura de
compensacién es 398 K: la segunda condicion también se cumple ya que si

representamos AH frente a AG observamos que existe correlacién (r? 0.69), si no
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se consideran los datos de la discodermolida para hacer la regresion lineal (figura
46). Estos datos sugieren que la discodermolida se estd uniendo de forma

diferente al sitio de taxol que el resto de ligandos.
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Figura 46. Correlacion entre la entalpia y la energia libre de unién de los ligandos al sitio de taxol.
Los puntos representan los datos + errores estdndar y la linea representa la regresién lineal de los
datos. El dato de la discodermolida (representada como un cuadrado) no se ha usado para la
regresion. Los datos de energia libre se calcularon a 308 K.

Dada la diversidad de estructuras quimicas de los ligandos que se unen al
sitio de taxol y que cada uno de ellos se une de una forma diferente (Nettlesy col.,
2004), se puede sugerir que la correlacion entre las contribuciones entdlpica y
entrépica a la energia libre de unién, se debe a una propiedad intrinseca de la unién
de un ligando a una proteina en una disolucion acuosa. Este tipo de relaciones se
pueden observar incluso comparando los pardmetros entrépico y entdlpico de
ligandos que se unen a diferentes proteinas (Gilli y col., 1994). Aunque la
interpretacion fisica de este fenémeno no se conoce con claridad adn, algunos

autores sugieren que tanto AH® como AS° estdn controlados por los

reordenamientos de los puentes de hidrégeno durante la unién, que es la principal
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fuerza que determina la asociacién de los participantes (agua, ligando y proteina)
en el equilibrio de unién. Estos dos pardmetros pueden estar interrelacionados
siguiendo las mismas reglas extra-termodindmicas que se aplican a la formacion de
los puentes de hidrégeno en disolucién (Gilli y col.,, 1994). Esta idea sencilla
representa el hecho bdsico de que cualquier fortalecimiento de los enlaces inter-
moleculares (factor entdlpico) estd compensado por una pérdida de grados de

libertad (factor entrépico) o vicecersa.

1.4. Correlaciones entre la afinidad de union y la estabilizacion de
microtibulos de los ligandos del sitio de taxol

Con objeto de comparar cuantitativamente el ensamblaje de tubulina inducido por
estos ligandos, se exploraron las correlaciones entre esta actividad y la afinidad
de union. Resulta sencillo calcular la energia libre asociada a la adicién de un dimero
al extremo de un microtibulo (elongacidn), ya que la constante de equilibrio de esta
reaccion viene dada por el inverso de la concentracién critica (Oosawa y Asakura,
1975; apartado 4 de Discusion). La comparacién entre las energias libres aparentes
de unidn y de elongacién muestra que estos dos pardmetros estdn correlacionados
(figura 47; r? 0.58 para tubulina GTP y r? 0.50 para tubulina GDP). No obstante, los
cambios en la energia libre aparente de elongacién son mucho mds pequefios que los
cambios en la energia libre aparente de unién (pendiente de la recta 0.30 para
tubulina GTP y 0.16 para tubulina GDP). Aunque la induccién del ensamblaje y la
afinidad de unién no tienen por qué estar correlacionadas, ya que corresponden a
reacciones diferentes con constantes intrinsecas diferentes (ver apartado 4 de la
Discusién), los resultados experimentales muestran que, de alguna manera, lo estdn
(figura 47).

El docetaxel y la dictiostatina, que son los ligandos mds potentes induciendo
el ensamblaje (tabla 3), estdn por encima de la regresién lineal tanto para tubulina
GTP como tubulina GDP. El resto de ligandos se encuentran dentro del intervalo de
confianza del 95% de la regresion, mostrando una correlacién significativa (figura

47), a pesar de que el nimero de datos disponibles es bajo.
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Figura 47. Comparacion entre la energia libre de unién y de elongacion de microtibulos, de los
ligandos del sitio de taxol. Dependencia de la energia libre de elongacidn del ensamblaje de tubulina
GTP (panel A) o tubulina GDP (panel B), inducido por ligando, sobre la energia libre de unién de los
ligandos al sitio de taxol. La linea continua representa la mejor regresion lineal y las lineas
discontinuas representan los intervalos de confianza del 95% de la regresion.

1.5. Relaciones entre la termodindmica de union de los ligandos al sitio de
taxol y la citotoxicidad

Con el objetivo de encontrar pardmetros Utiles para la prediccion de la
citotoxicidad de los ligandos, se exploraron la correlaciones entre la citotoxicidad
(en dos lineas celulares diferentes, 1A9 y A549), la afinidad de unién y la
estabilizacion de microtidbulos. La figura 48A muestra una débil correlacién de la

citotoxicidad de los ligandos (ICso) con la afinidad de unién (r? 0.31 para células
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1A9 y r® 0.27 para células A549). Se puede observar que la discodermolida
(compuesto 6) tiene mucha menor citotoxicidad de la que se espera, dada su
elevada afinidad de union (tabla 6). De hecho, si no se tiene en cuenta este ligando,
la regresién lineal de los datos AG®,, versus ICso mejora notablemente (r® 0.44 para

células 1A9 y 0.57 para células A549; figura 48A).

8 10 12 14 16 18 20 22 24
-In 1IC5q

Figura 48. Comparacién entre las afinidades de unidn y la citotoxicidad de los ligandos del sitio de
taxol, en células 1A9. A: Dependencia de las ICs, de los ligandos en células 1A9 de la energia libre de
unién al sitio de taxol en los microtdbulos. B: Dependencia de las ICs de los ligandos en células 1A9
del término entdlpico de la energia libre de unién al sitio de taxol. La linea continua representa la
mejor regresién lineal y las lineas discontinuas representan los intervalos de confianza del 95%.

Es interesante destacar que los ligandos mds citotdxicos (1-4) son aquellos
con mayor contribucién entdlpica aparente a la unién y con la contribucién

entrépica mds desfavorable. De hecho, se observa que las ICso de los ligandos se
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correlacionan mejor con la AH’, que con la AG%, para los ligandos estudiados
(figura 48B; r® 0.58 para células 1A9 y 0.50 para células A549). Esto sugiere que el
término entdlpico de la energia libre de unidn es un factor muy importante que se
debe tener en consideracién para el disefio racional de ligandos.

La afinidad de union, expresada como el cambio de energia libre (AG) [Ky =
exp(-AG/RT)] proviene de la suma de dos términos, el entdlpico y el entrépico (AG
= AH -TAS). Obviamente, un incremento en la afinidad de union se puede producir
bien haciendo el término entdlpico mds negativo, o haciendo el término entrépico
mds positivo. De esta forma, compuestos diferentes pueden tener constantes de
afinidad similares que provienen de contribuciones diferentes de los términos
entdlpicos o entrépicos a la energia libre de union, pero esto se deberia reflejar en
la actividad de los compuestos. Ya que la entalpia de unién es el término que refleja
predominantemente la fuerza de las interacciones del ligando con la proteina,
relativa al disolvente (Luque y Freire, 2002), se puede sugerir que los ligandos con
una elevada contribucién entdlpica a la union producirdn efectos mds influyentes en
la tubulina y esto se verd reflejado en los subsecuentes efectos estabilizadores en
los microtubulos, que van a ser la causa de la citotoxicidad de los ligandos.

Es especialmente notable que las ICso de muchos de los compuestos son
mucho mds bajas que sus constantes de disociacion (por ejemplo, en células 1A9, la
ICso del taxol es 1.3 nM, mientras que la K4 es 93.4 nM; tabla 9). Esto implicaria
que, a menos que la concentracion local en el interior de las células sea mayor que
en el medio de cultivo, sdlo una pequefia fraccién de las moléculas de ligando
estarian unidas a los microtibulos. Se puede demostrar que a concentraciones
préximas a la ICso, la concentracion critica del ensamblaje de tubulina no se verd
afectada por la presencia del ligando (apartado 4 de Discusién). Esto corrobora el
hecho de que los ligandos del sitio de taxol, a muy bajas concentraciones, ejercen
su efecto citotdéxico mediante el bloqueo de la dindmica de los microtdbulos, sin
aumentar la masa total de estos (Torres y Horwitz, 1998).

Otro factor que podria estar involucrado en la citotoxicidad de los ligandos

es su hidrofilicidad. En principio, cuanto mds hidrofilico sea un ligando, mayores
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dificultades tendrd para cruzar la membrana celular por difusién pasiva, su
concentracion intracelular serd menor y, por tanto, su citotoxicidad serd menor.
Como conclusion, para el disefio racional de ligandos del sitio de taxol, se
deben medir los pardmetros termodindmicos de la union del ligando y la
contribucion entdlpica a la union debe ser maximizada con objeto de conseguir

compuestos con mejores propiedades citotéxicas.

1.6. Los ligandos del sitio de union de laulimalida como potenciales farmacos
antitumorales
Como se describié en Resultados (figura 30), ni laulimalida ni pelorusido A son
capaces de desplazar al flutax-2 de su sitio en los microtibulos, indicando que se
unen a un sitio diferente al del taxol, tal y como se ha descrito previamente para
laulimalida (Pryor y col., 2002). Ademds, se muestra que estos ligandos compiten
entre si por un mismo sitio de union en el microtibulo (figura 31). De forma
interesante, existe sinergia entre pelorusido A/laulimalida y taxol en el ensamblaje
de tubulina /n vitro, indicando que cuando los dos sitios (taxol y laulimalida) estdn
ocupados, la estabilizacion de los microtdbulos es mdxima (figura 25). Este efecto
sinérgico plantea la cuestién de si estos ligandos actian también de manera
sinérgica en células. Esto es especialmente interesante, ya que se han descrito
varios ejemplos de sinergia en la citotoxicidad de diversos agentes que tienen
como diana a la fubulina, como taxol/estramustina (Kreis y col., 1997; Speicher y
col., 1992), taxol/alcaloides de la vinca (Aoe y col., 1999; Budman y Calabro, 2002;
Budman y col., 2002; Budman y col., 2000; Culine y col., 1999; Giannakakou y col.,
1998) o estramustina/alcaloides de la vinca (Batra y col., 1996; Kreis y col., 1997).
Como ya se ha comentado anteriormente, también se ha descrito sinergia entre
taxol y discodermolida (Martello y col., 2000), a pesar de que ambos ligandos
compiten por el sitio de taxol (Kowalski y col., 1997a) y de que este efecto
sinérgico ho se ha observado /1 vitro.

Los resultados con células indican que ademds de ser citotdoxicos a bajas

concentraciones en células resistentes a taxol y a epotilonas, laulimalida y
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pelorusido A son también peor substrato para la glicoproteina P que el taxol
(Gaitanos y col.,, 2004; Mooberry y col., 1999; Pryor y col.,, 2002). Estas
propiedades son de gran importancia en el desarrollo de estos compuestos como
antitumorales, ya que las células tumorales, durante periodos prolongados de
tratamiento, desarrollan a menudo resistencias al taxol y en estos casos, estos
compuestos podrian restablecer la regresién del tumor. Una ventaja potencial del
pelorusido A con respecto a la laulimalida es la mayor estabilidad del primero, dado
que la laulimalida se puede convertir con facilidad a isolaulimalida, con la
consiguiente pérdida de actividad (Mooberry y col., 1999). Esto podria tener
consecuencias en los efectos farmacocinéticos que controlen la duracién de la
accion de la laulimalida /7 vivo.

En resumen, el descubrimiento de estos ligandos establece una nueva
perspectiva en quimioterapia, ya que laulimalida y pelorusido A pueden ser mds
efectivos que otros agentes estabilizadores de microtibulos contra células que han
desarrollado resistencia a taxol/docetaxel/epotilona a través de la sobre-
expresion de la glicoproteina P o de mutaciones en el gen de la beta tubulina.
Ademds, también se abre la posibilidad al uso de terapias combinadas, dado el
efecto sinérgico, observado /n vitro, de estos ligandos con taxol. No obstante, es
necesario ain profundizar en el conocimiento bioquimico y estructural del sitio de
union de laulimalida, lo que ayudard a definir las caracteristicas de esta nueva clase
de agentes estabilizadores de microtibulos y promover la blisqueda de nuevos

compuestos antitumorales que se unan a este sitio.
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2. Interaccion de las epotilonas con los microtibulos

2.1. Parametros termodindmicos de la union de los derivados de epotilona al
sitio de taxol

Para medir las afinidades de unién de los diferentes compuestos, se empled el
método de desplazamiento del flutax-2 de su sitio de unién en microtibulos
estabilizados (ver apartado 1.3 de Discusion). Los valores de las constantes de
afinidad para los ligandos cis-(15R)-CP-py-epoA y trans-(15R)-CP-py-epoA no se
pudieron determinar con exactitud ya que se necesitarian disoluciones de éstos
mucho mds concentradas, de las que no se dispone. No obstante, se puede dar una
estimacién de la variacién de energia libre de unién de -22 y -24 kJ mol* a 35 °C, a
partir de los datos disponibles.

Al igual que para el resto de compuestos que se unen al sitio de taxol, los
pardmetros termodindmicos de la unidn se estimaron a partir de sus constantes de
afinidad medidas a diferentes temperaturas. De nuevo, se observa que las
entalpias estdn fuertemente correlacionadas (r* 0.90) con las entropias de unién

(figura 49).

-0.10 -0.05 0.00 0.05 0.10 0.15
0 -1
AS",, (kJ mol"'K™)

Figura 49. Representacién de las contribuciones entdlpica y entrépica, a la unién de los derivados de
epotilona. Los puntos representan los datos + errores estdndar y la linea representa la regresién
lineal de los datos.
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AH y AS estdn fuertemente correlacionadas siguiendo la ecuacion: AH = -
47.78 + 281.61 AS. No obstante, debemos tomar con precaucién estos resultados,
ya que la temperatura de compensacién (282 K) se acerca a la temperatura
promedio experimental (307 K). Ademds, no existe correlacion entre AH y AG
(figura 50). Por tanto, no se cumplen las dos condiciones, propuestas por Klug y
colaboradores, para probar la prevalencia de la causalidad quimica sobre la
causalidad matemdtica (Krug y col., 1976b). Aunque no necesariamente, cabe la
posibilidad de que la correlacién observada para las entalpias y las entropias de
unién sea debida a la propagacién de errores, en contraste con los datos mostrados
para el resto de ligandos que se unen al sitio de taxol (apartado 1.3 de Discusidn);

se desconocen las causas de esta diferencia.

= ++$§ "
ﬁi T

AH  (kJ mol™)
A
o

AG,, (kJ mol™)

Figura 50. Representacion de la entalpia frente a la energia libre de unién de los derivados de
epotilona. Los puntos representan los datos + errores estdndar y la linea representa la regresién
lineal de los datos. Los datos de energia libre se calcularon a 308 K.
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2.2. Relaciones estructura-afinidad y modificacion de los parametros
termodinamicos debido a la modificacion de los grupos quimicos de la molécula
Para realizar este estudio se utilizaron un conjunto de derivados de epotilona,
modificados en las posiciones 12, 15 y 21, ya que se ha descrito previamente un
papel esencial de los sustituyentes y la estereoquimica de estas posiciones para la
actividad (Nicolaou y col., 1998; Nicolaou y col., 2001a; Nicolaou y col., 2001b;
Nicolaou y col., 2001c; Nicolaou y col., 2002; Nicolaou y col., 2003; Nicolaou y col.,
2000c).

Dado que todos los derivados de epotilona se pueden relacionar entre si por
modificaciones simples en su estructura (figura 35), es posible cuantificar la
contribucién al incremento de energia libre de union del grupo modificado. El
cambio del incremento en energia libre asociado con la modificacién del ligando A

para dar el ligando B, puede ser definido como (ecuacién 18):

AAG®(A—B) = AG°,(B) - AG%,(A)  (18)

y de forma similar se puede cuantificar la contribucién del grupo modificado al
incremento de entalpia y entropia de la reaccion de union.

Recientemente, se ha publicado un modelo de la estructura tridimensional a
alta resolucién de la epotilona A unida a ldminas de tubulina inducidas por Zn*,
resuelta a través de una combinacion de cristalografia de electrones y andlisis
conformacional basado en resonancia magnética nuclear (Nettles y col., 2004).
Utilizaremos este modelo (figura 51) en esta discusién para comentar desde un
punto de vista estructural los resultados bioquimicos obtenidos en el presente

trabajo.
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Figura 51. Representacidn del sitio de taxol con una molécula de epotilona A unida. El sitio de taxol
estd representada de tal forma que el color marrén corresponde a la superficie hidrofébica, mientras
que el verde corresponde a la superficie hidrofilica. Los puentes de hidrégeno entre la epotilona y los
aminodcidos se representan con lineas punteadas amarillas. El esqueleto hidrocarbonado de la
epotilona se representan en blanco, el dtomo de nitrégeno en azul, el dGtomo de azufre en amarillo, los
dtomos de axigeno en rojo y algunos dtomos de hidrégeno en azul claro. Tomada de (Nettles y col.,
2004).

2.2.1. Modificaciones en la estereoquimica del C15

La epimerizacion del centro quiral del carbono 15 desde el epimero S hasta el R,
resulta en compuestos de baja afinidad, AAGssc(4—17) ~ +27 kI mol?,
AAG350c(7—18) ~ +27 kI mol™, AAG35ec(14—16) = +17.8 kT mol™ (denominando cada
transformacién con los nimeros del compuesto original y del resultante; figura 35
y tabla 8), sugiriendo que la cadena lateral, en la posicién que adopta tras la
epimerizacidn, no es capaz de unirse al sitio, ya que no forma interacciones con el
bolsillo hidrofébico de la proteina, con la consecuente pérdida de entalpia de unién
(AAH 4 (14—16) = 26 kT mol™).

Estos resultados demuestran que la estereoquimica de este carbono es
critica para la unién de las epotilonas al sitio de taxol; C15 ha de estar en
configuracién S para que el ligando sea activo. Modelos moleculares construidos a
partir de la estructura de epotilona A determinada por difraccién de rayos X
(Hofle y col., 1996) demuestran que con el C15 en configuracién S, la cadena lateral

estd aproximadamente en el plano del anillo de epotilona, mientras que si el C15
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estd en configuracion R, la cadena lateral es perpendicular a este plano. No
obstante, debemos tener presente que esta interpretacién no tiene en cuenta la
estructura unida a tubulina, sino aquella del ligando libre. Segin el modelo de
Nettles y colaboradores (Nettles y col., 2004), el fragmento de la molécula de
epotilona C10-C15 estaria plegado por debajo del macrociclo. Con C15 en
configuracion S, la cadena lateral se situaria de forma que se pueden establecer
contactos favorables entre la cadena lateral y los residuos del sitio de unién en la
proteina; especialmente, el nitrégeno de la cadena lateral actuaria como aceptor de
protones de la His227 (figura 52). Si el €15 cambiara a la posicién R, la cadena
lateral de la epotilona se desplazaria hacia fuera del bolsillo hidrofébico,
desfavoreciendo en gran medida la unién del macrociclo y por tanto disminuyendo
fuertemente la afinidad por el sitio, tal y como se puede observar en los resultados

mostrados.

-

Arg282

GIn292 -

Figura 52. Representacién simplificada del sitio de taxol con una molécula de epotilona A unida. Los
puentes de hidrégeno de la epotilona A con los diferentes residuos de la subunidad de beta tubulina
se representan en lineas discontinuas de color morado. En puente de hidrégeno que se forma entre la
cadena lateral y la HIS227, no podria existir con una configuracién C15R. Tomada de (Nettles y col.,
2004).

Es interesente mencionar que también se observa una pérdida de afinidad
cuando la estereoquimica del C13 se cambia desde la conformacién S a la R, como

ocurre en las epotilonas ciclopropil-C13R, que se obtuvieron como consecuencia de
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un resultado no esperado en el proceso de sintesis de cis-CP-epotilona A
(compuesto 14) (Nicolaou y col., 1998; Nicolaou y col., 2001b). Estos ligandos son
inactivos, probablemente porque esta modificacion situard la cadena lateral en una
posicion similar a aquella ocupada por la cadena lateral de los compuestos C15R (16,

17y 18).

2.2.2. Modificaciones de la cadena lateral en C15
Se estudiaron dos grupos diferentes de cadena lateral, tiazol y piridina. De los
cuatro ejemplos estudiados, la modificacion fue favorable en dos casos, neutra en
otro y desfavorable en un dltimo caso, dependiendo de la estereoquimica de los
carbonos C12 y C15. Con C12 y C15 en su configuracion natural S, la sustitucién de
tiazol por piridina fue prdcticamente neutra, AAGssoc (14—4) = -0.2 kI mol™. En el
modelo estructural de union propuesto por Nettles y colaboradores (Nettles y col.,
2004) el nitrégeno del anillo de tiazol participa en un puente de hidrdgeno con la
HIS 227 de la proteina. Esta parece ser la razéon por la que Nicolaou y
colaboradores encontraron que los compuestos de piridina con el nitrégeno en
posicion orto (con respecto al conector de la cadena lateral) son mucho mds
efectivos que aquellos en los que el nitrégeno se encuentra en las posiciones meta o
para (Giannakakou y col., 2000; Nicolaou y col., 2001b), indicando que sélo la
posicion orto es favorable para la formacion de este puente de hidrégeno. De
nuestros resultados se deduce ademds que la posicion que adoptard la cadena
lateral de piridina ha de ser idéntica a la que adopta el anillo de tiazol, ya que el
intfercambio de ambas cadenas laterales mantiene la afinidad de unién constante.
Esta misma modificacion es favorable cuando C12 se encuentra la
configuracién R: AAG3sec(5—7) = -2.9 kI mol?, AAG3sc(6—8) = -2.1 kI mol™. El
incremento en la afinidad de union se debe al término entrdpico, ya que la
contribucién entdlpica es desfavorable. Esto sugiere que el incremento en la
afinidad no se ve favorecido por la formacidn de nuevas interacciones sino porque

la reorganizacion de las moléculas del disolvente es entropicamente favorable.
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No obstante, cuando el C15 estd en su conformacidn R, la introduccion de
una cadena lateral mds grande resulta en una pérdida de afinidad, AAG35:¢(16—17)
= +9.4 kJ mol™. Como se ha discutido anteriormente, los compuestos C15R situarian
la cadena lateral desplazada hacia fuera, mirando hacia el disolvente, lo que
sugiere que la introduccién de una cadena lateral mds larga en estos andlogos

resultard en una pérdida de afinidad adn mayor.

2.2.3. Cambio del sustituyente del C21
Se estudiaron tres grupos diferentes de sustituyentes (metil, hidroximetil y
tiometil) para el C21 de la cadena lateral. El efecto de estos sustituyentes en la
unién del ligando al sitio de taxol depende de tipo de cadena lateral en la que se
situen:

1. Para la cadena lateral de tiazol, se sustituyéd el grupo metilo por tiometilo.
Este cambié resulté favorable en los tres casos estudiados, independientemente
de la configuracién del C12: AAG35ec(2—3) = -2.8 kJ mol™, AAG35:(5—10) = -5.9 kT
mol™, AAG3s5oc(6—11) = -3.6 kT mol™. En los tres casos, el andlisis de los pardmetros
termodindmicos revelé un cambio desfavorable de la entalpia, compensado por un
incremento favorable de entropia, pasando de una reaccién de unién dirigida
entdlpicamente, a estar dirigida entrdpicamente. Estos resultados estdn en
concordancia con el modelo estructural propuesto (figura 51) (Nettles y col., 2004)
en el que el grupo tiometilo se ajustaria en un pequefio bolsillo, poco profundo,
donde sustituyentes mds voluminosos tendrian problemas estéricos, tal y como
demuestran resultados experimentales previos (Nicolaou y col.,, 2003). No
obstante, el hecho de que la reaccién esté favorecida entrépicamente nos sugiere
que el incremento en la afinidad de unidn no se ve favorecido por interacciones del
grupo metilo, sino porque la reorganizacion de las moléculas del disolvente es
entropicamente favorable.

2. Cuando la cadena lateral es un anillo de piridina (estando el C12 en
conformacion R), la misma modificacién (metil por tiometil) resulta en una pérdida

en la afinidad de unién: AAG3s5c(8—12) = +2.6 kJ mol™. Siguiendo el modelo de
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Nettles y colaboradores (Nettles y col., 2004), el grupo tiometilo ha de situarse en
la pequeiia oquedad poca profunda que antes ocupaba el metilo y esto, de alguna
forma, obligaria al nitrégeno del anillo a adoptar una situacion menos favorable
para formar puente de hidrdgeno con la HIS 227. Esto no ocurria en el caso de la
cadena lateral de tiazol, ligeramente menos voluminosa.

3. El cambio del grupo metil por el grupo hidroximetil en la cadena lateral de
piridina produjo un efecto ligeramente desfavorable, AAG3sc(12—13) = +4.1 kJ
mol™; en este caso, el incremento desfavorable en la entalpia, AAHq(12-513) = 13
kI mol?, no estd compensado con el incremento favorable en la entropia,
AASg(12-13) = 30 kJ mol K™

Es interesante destacar que los compuestos que tienen una cadena lateral
tiometil-tiazol son los andlogos de epotilona con mayor afinidad de todos los
estudiados: cis-CP-tmt-epotilonaB (AG35¢(19) = -60.8 kJ mol-1), tmt-epotilonaB
(AG35o¢(3) = -55.4 kJ mol™) y trans-CP-tmt-epotilonaA (AG3sec(10) = -54.5 kI mol™).

2.2.4. Modificaciones en el €12
El efecto en la afinidad del cambio en la estereoquimica del C12 depende de la
cadena lateral unida al C15 y de los sustituyentes del C12:
1. Andlogos de epotilona A, es decir donde el sustituyente del C12 es H:
la. si la cadena lateral es tiazol no se observa cambio en la afinidad,
AAG352c(14-5) = 0.6 kJ mol™.
1b. si la cadena lateral es piriding, el cambio tiene un efecto
favorable, AAG3sec(4—7) = -2.1 kT mol™, AAG(17>18) ~ -2 kT mol™.
2. Andlogos de epotilona B, es decir donde el sustituyente del C12 es un
grupo metilo: la modificacion es desfavorable tanto para la cadena lateral
de tiazol, AAG35c(19—11) = +9.0 kI mol™? como para la cadena lateral de
piridina, AAG35c(20—58) = +1.9 kI mol’. En este caso, la contribucién
entdlpica es tan desfavorable que la contribucién favorable entrépica no

basta para compensarla.
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Dado que no disponemos de datos estructurales de la union de los
compuestos con CI2R, no podemos especular acerca del efecto que estas

modificaciones tendrian en la unién del ligando desde un punto de vista estructural.

2.2.5. Sustitucion del grupo epdxido
Otra modificacién quimica que se examing es la sustitucidn del grupo epdxido de la
molécula de epotilona A por un grupo cicloalquilo. La introduccién de un grupo
ciclopropilo incrementa la afinidad de unién: AAGssec(1—14) = -47 kI mol?,
AAG35¢(3—19) = -5.4 kI mol™. No obstante, el incremento del tamafio del anillo
cicloalquilo, que sustituye al grupo epéxido, resulta en una pérdida de afinidad. Asi,
cuando se sustituyo el grupo ciclopropilo por el grupo ciclobutilo, el resultado fue
desfavorable, AAG35c(5—>15) = +4.1 kI mol™. El descenso de la afinidad se debe a
un desfavorecimiento en la entalpia que nho puede ser compensado por el
favorecimiento entrépico que causa la introduccién de un grupo mds hidrofdébico.
Dado que en el modelo propuesto (Nettles y col., 2004), el grupo epéxido
estd apuntando hacia el interior de la proteina, se sugiere que la sustitucién del
grupo epodxido por el grupo ciclopropilo colocaria a este dltimo en una posicidn
favorable para establecer interacciones hidrofébicas con la superficie del bolsillo,
que también es hidrofébico en esa region, justo debajo del epéxido (figura 51). La
introduccién de un grupo mds voluminoso impediria cualquier interaccion por

razones estéricas, desfavoreciendo entdlpicamente la union.

2.2.6. Introduccion de un grupo metilo en C12

Esta modificaciéon ocurre en la epotilona B, con respecto a la epotilona A, e
incrementa de forma muy notable la afinidad cuando el carbono 12 se encuentra en
configuracién S (AAGssec(1—>2) = -8.1 kI mol™) con beneficios moderados en los
términos entdlpico y entrépico de la energia libre de unién. La modificacion
también es favorable en el otro ejemplo estudiado (AAG35°(4—20) = -1.8 kJ mol™?).
En esta configuracion del C12, la orientacidn plegada del anillo de epéxido dirige el

sustituyente de C12 hacia la superficie hidrofobica del bolsillo, que acepta
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fdcilmente grupos hidrofébicos (Nettles y col., 2004), favoreciendo de esta forma
posibles interacciones hidrofébicas.

El resto de ejemplos estudiados tienen el C12 en posicién R y en todos estos
casos la modificacién es desfavorable, resultando en una ligera pérdida de la
afinidad de uhidn (AAGssec(5—6) = +0.4 kJ mol™?, AAG35c(7—8) = +1.2 kJ mol?,
AAG35c(10—11) = +2.7 kI mol™). El efecto de estas modificaciones en los
pardmetros termodindmicos es un incremento en la entalpia de union que no estd
compensado por un incremento en la entropia, siendo el resultado neto
desfavorable. No obstante, dado que no disponemos de datos estructurales de la
union de los compuestos con C12R, no podemos especular acerca del efecto que
estas modificaciones tendrian en la union del ligando desde un punto de vista

estructural.

2.2.7. Resumen del estudio de estructura-actividad de epotilonas

Aparte de la modificacién natural de la epotilona A para formar la epotilona B,
consistente en la introduccién de un grupo metilo en C12S en la molécula de
epotilona A, las modificaciones mds satisfactorias en cuanto a afinidad de unién
son la introduccién del grupo tiometilo en C21, como sustituyente del anillo tiazol y
el intercambio del anillo de epdxido por un grupo ciclopropilo (figura 53).
Sorprendentemente, el resultado de la introduccién del grupo tiometilo en C21
conlleva un cambio completo en los pardmetros termodindmicos de la union,
convirtiendo una reaccion dirigida por entalpia (la unién de los compuestos 1, 2, 5,
14,15y 16, es decir todos los compuestos con cadena lateral metil-tiazol, excepto
el compuesto 6, tienen una contribucion entrdpica desfavorable a la energia libre
de unién) en otra conducida por entropia (la unién de los compuestos 3,10y 11, es
decir aquellos con cadena lateral tiometil-tiazol, tienen una contribucién entrépica
favorable). Esto sugiere que el incremento en la afinidad de unidn no se debe a la
formacién de nuevas interacciones, sino a la reorganizacién de las moléculas del
disolvente, que debe ser un proceso entrépicamente favorable. También puede

ocurrir, que ciertos cambios en la superficie hidrofébica del ligando, en
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determinados puntos, mejoren la wunién mediante el favorecimiento de
determinadas interacciones hidrofdbicas. Un ejemplo de esto es la sustitucién de
la cadena lateral de tiazol por piridina (que es favorable, compuestos 7 y 8, o
neutra si el C12 se encuentra en configuracion S; compuesto 4). El incremento en la
afinidad de union resulta de un efecto similar a aquel producido por la intfroduccion
de un grupo tiometilo como sustituyente en el anillo de tiazol; esto es, el
incremento de la contribucion entrdpica compensa el ligero decrecimiento de la
contribucién entdlpica a la energia libre de unién.

El cambio en la estereoquimica del C12 desde S a R tiene también un efecto
entropico favorable, lo que sugiere que dicho cambio puede involucrar la
reorganizacion de moléculas de agua.

*El cambio del grupo epéxido por un ciclopropilo incrementa la afinidad
*El cambio del grupo epdxido por un ciclobutilo disminuye la afinidad
*La esteroquimica de C12 puede ser S o R

*Un grupo metilo en C12 incrementa la afinidad
*La estereoquimica de C13 debe ser S

*El grupo tiazol se puede
reemplazar por piridina

*El cambio del metilo en C21 por
tiometilo incrementa la afinidad

si el anillo es tiazol
*La estereoquimica de C15 debe ser S

Figura 53. Esquema-resumen de las relaciones estructura-actividad para la unién a microtibulos de
andlogos de epotilonas modificados en €12, en C15 y en la cadena lateral. Tomado de (Kingston, 2004).

Ademds, el efecto de estas modificaciones es aditivo, dentro del error
experimental. Por ejemplo, el ligando con mayor afinidad por el sitio de taxol (cis-
CP-tmt-EpoB, compuesto n® 19) tiene las tres modificaciones quimicas (un grupo
ciclopropilo en lugar del epéxido, un grupo tio-metilo en C21 y un sustituyente

metilo en C12), y la estereoquimica mds favorables (C12S, C13S y C15S). Realizando
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estas tres modificaciones a la molécula de epotilona A (compuesto 1), nos resulta
el compuesto 19, con una diferencia de energia libre de unidn, AAGOGP (1 >19)de-
16.3 kJ mol™. Este valor es muy similar al que se obtiene si sumamos los valores
medios obtenidos para las tres contribuciones por separado (tabla 8), -14.1 kJ mol

!, teniendo en cuenta el amplio margen de error experimental de estas medidas.

2.3. Correlaciones entre afinidades de union y estabilizacion de microtibulos
de los derivados de epotilona

Al igual que se hizo para comparar cuantitativamente el ensamblaje de tubulina
inducido por los diferentes ligandos de sitio de taxol (apartado 1.4 de Discusidn),
se exploraron las correlaciones entre esta actividad y la afinidad de unién. La
comparacion entre las energias libres de unién y de elongacién indica que existe
correlacién (figura 54; r* 0.76) entre estos dos pardmetros, aunque los cambios en
la energia libre aparente de elongacién son mucho mds pequefios aquellos en la
energia libre aparente de unién (pendiente 0.40). Los andlogos que estabilizan los
microtdbulos de forma mds potente a lo que cabria esperar, dada su afinidad (es
decir, los que estdn por debajo de la mejor regresion lineal) son los compuestos 5y
14 (los dos enantidomeros cis-trans de CP-epoA) y 8 y 20 (los dos enantidmeros cis-
trans de CP-py-epoB), ademds del docetaxel. Por otro lado, los andlogos 10y 13 se
encuentran significativamente por encima de la mejor regresion lineal (figura 15).

Es inferesante destacar que los compuestos que contienen el grupo
tiometilo como sustituyente de la cadena lateral tienden a estar por encima de la
mejor regresién lineal, como es el caso de los compuestos 10, 11, 12, 13 y 19,

Al igual que se ha descrito previamente para el resto de ligandos del sitio
de taxol, existe una buena correlacién entre la afinidad de unién y la estabilizacién
de microtibulos, a pesar de que la induccién del ensamblaje y la afinidad de unién
no han de estar necesariamente relacionadas, ya que son reacciones diferentes con
constantes intrinsecas de equilibrio diferentes, k.. y Kvini, respectivamente (ver
apartado 4 de la Discusién). De cualquier forma debemos destacar que las

propiedades quimicas que son mds efectivas incrementando la afinidad de union no
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son necesariamente las mismas que mejoran la capacidad para inducir el

ensamblaje.

AG0%(kd moi™)

-60 -565 -50 -45
1

8G%5p (kJ mol

Figura 54. Dependencia de la constante de elongacién del ensamblaje inducido por ligando, de la
constante de unién de los andlogos de epotilona al sitio de taxol en microtibulos estabilizados. Los
datos de taxol y docetaxel no se han usado para la regresién lineal. Las lineas continuas representan
la mejor regresion lineal para los datos experimentales y las lineas discontinuas representan los
intervalos de confianza del 95% de la regresién.

2.4. Correlacion entra afinidades de union y citotoxicidad de los derivados de
epotilona

Al igual que hizo para el resto de ligandos del sitio de taxol, con el objetivo de
encontrar pardmetros capaces de predecir la citotoxicidad de los derivados de
epotilona, se exploraron las correlaciones entre la afinidad de unidn, la
estabilizaciéon de microtdbulos y la citotoxicidad. La figura 55 muestra la
correlacion entre las ICso de los ligandos en células 1A9 (una linea celular humana
de carcinoma de ovario) y las respectivas constantes de unién (r® 0.76; figura
55A). Los datos de citotoxicidad y afinidad para los derivados de epotilona se
enumeran en la tabla 9. Este comportamiento es similar al observado para el resto
de ligandos que se unen al sitio de taxol (si no se considera la discodermolida), por
lo que estos resultados sugieren que la afinidad de unidon es un pardmetro

importante involucrado en la citotoxicidad.
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En base a estas actividades, se pueden distinguir dos grupos de compuestos;
los compuestos 1,2,3,4,5,7,8,9, 14,15, 16 y 20 (ademds de taxol y docetaxel)
tienen un cociente citotoxicidad/afinidad mayor que los compuestos 6, 10, 11, 12,

13y 19.

docetaxel

G0y (kJ mor)
A
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>
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Figura 55. Comparacién entre la afinidad de unidn y la citotoxicidad de los derivados de epotilona en
células 1A9. A. Comparacién entre las afinidades de unién y la citotoxicidad de los andlogos de
epotilona en células humanas de carcinoma de ovario 1A9. Los datos del taxol y docetaxel no se han
usado para la regresion lineal. B. Comparacion entre el componente entdlpico de la energia libre de
unién de los derivados de epotilona y su citotoxicidad en células 1A9. La linea continua representa la
mejor regresién lineal. Los datos de taxol y docetaxel no se han usado para la regresion lineal.

Entre estos Ultimos compuestos se incluyen cinco de los seis compuestos

que contienen el grupo tiometilo como sustituyente en la cadena lateral. El primer
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grupo de compuestos tiene una ICsy 2-3 veces mds baja que sus constantes de
disociacién (que es el inverso de la constante de afinidad o asociacién, Kgis = 1/Kin1),
mientras que el segundo grupo de compuestos tiene valores de ICso que son
aproximadamente el doble de sus constantes de disociacion (tabla 9). Asi, este
dltimo grupo de compuestos es aproximadamente cinco veces menos efectivo
matando células fumorales que el primero.

Es interesante destacar que todos los compuestos de este dltimo grupo
tienen una elevada contribucion entrdpica a la energia libre de union. Por otro lado,
los dos compuestos naturales, epotilona A y B, que son los dos ligandos con menor
entalpia de unién aparente (AHg, = -65 + 2 'y -70 + 7 kJ mol™ respectivamente), son
los ligandos con el cociente citotoxicidad/ afinidad mds elevado (ICs0/Kgis = 11y 5.3
respectivamente). Esto sugiere que las modificaciones que incrementan el
componente entdlpico de la energia libre de union generardn compuestos con una
citotoxicidad incrementada con respecto a modificaciones que incrementen el
componente entrépico. Esta misma conclusion se ha descrito para el resto de
ligandos del sitio de taxol estudiados en este trabajo, aunque en el caso de los
derivados de epotilona la correlacién entre el componente entdlpico de la energia

libre de unién y la citotoxicidad es mucho mds baja (r* 0.12; figura 55B).
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3. Prediccion de la citotoxicidad de ligandos a través de la determinacion de
los parametros termodindmicos de union al sitio de taxol

La capacidad de prediccién de los pardmetros termodindmicos de la union de
los ligandos al sitio de taxol se ha estudiado en dos grupos de compuestos: un
primer grupo de compuestos comprende a los elementos mds representativos de la
mayoria de los grupos de ligandos, quimicamente no relacionados, que se unen al
sitio de taxol y otro segundo grupo de ligandos, quimicamente relacionados,
comprende un conjunto de derivados de epotilona.

La correlacién entre las energias libres de union de los ligandos del sitio de
taxol, quimicamente no relacionados, y sus citotoxicidades es débil, aunque mejora
notablemente si no se considera la discodermolida. De cualquier forma, el término
entdlpico de la energia libre de unién se correlaciona mejor con la citotoxicidad de
los ligandos (incluyendo la discodermolida), sugiriendo un papel fundamental de
este pardmetro en la citotoxicidad de los ligandos del sitio de taxol. Estos
resultados son sorprendentes, ya que se desconoce la concentracién de los ligandos
en el equilibrio, su metabolismo o si existe otra diana u otro sitio de unién en el
interior de las células.

De forma similar, para los derivados de epotilona, quimicamente
relacionados, se encuentra una buena correlacion entre las citotoxicidades y las
energias libres de unién. Ademds, los ligandos con términos entdlpicos de unién
elevados son notablemente mds citotéxicos que los ligandos con términos
entropicos elevados, a pesar de que no se observa una buena correlacion entre las
AH%, y las ICso de estos derivados.

Como conclusion, si se quieren consequir ligandos del sitio de taxol con
elevada citotoxicidad, se deberia aumentar su energia libre de union maximizando
la contribucién entdlpica.

Aunque existe correlacién entre AG, y las ICso para todos los ligandos del
sitio de taxol estudiados, esto puede ser la consecuencia trivial de la correlacion
entre las energias libres de unién y de elongacidn, discutida previamente. De

cualquier forma, existen varias razones para escoger la determinacién de las
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afinidades de unién (y/o sus pardmetros termodindmicos) frente a la
determinacién de las concentraciones criticas, como herramienta mds Gtil para
predecir citotoxicidades en el disefio racional de ligandos. En primer lugar, a las
concentraciones préximas a la ICso, la concentracién libre de ligando dentro de las
células debe ser del orden de nM (nho debe confundirse con la concentracién total
de ligando en la célula, que debe ser mayor, ya que los ligandos se acumulan en las
células debido a su unién a los microtdbulos celulares (Yvon y col., 1999)). Estas
concentraciones son demasiado bajas para inducir la estabilizacién de microtibulos
y/o aumentar la masa total de polimero /n vitro. Se puede demostrar que la
concentracidn critica aparente del ensamblaje inducido por ligando no deberia
verse afectada a concentraciones tan bajas de ligando. Esto implica que el efecto
del ligando a esas concentraciones ho deberia notarse en la estabilizacién de los
microtibulos, sino en la dindmica de éstos.

En segundo lugar, las constantes de disociacién son del mismo orden de
maghitud que las ICso de los ligandos y los cambios en la afinidad de union se
reflejardn en cambios muy similares en la ICso, mientras que las concentraciones
criticas son tres érdenes de magnitud mayores que las ICso. Por lo tanto, grandes
diferencias en citotoxicidad se verdn reflejadas en cambios muy pequefios de la
concentraciones criticas.

Por dltimo, desde el punto de vista prdctico, la determinacién de las
concentraciones criticas requiere manipulaciones bioquimicas de una proteina ldbil,
mientras que la determinacién de las constantes de afinidad de unién de varios
ligandos se pueden medir en una placa de 96 pocillos usando microtibulos

estabilizados, mucho mds estables que la proteina por si misma.
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4. Mecanismos de ensamblaje inducido por ligando

El ensamblaje de tubulina en ausencia de ligandos es una polimerizacién por
condensacién nucleada no covalente caracterizada por un comportamiento
cooperativo y la existencia de una concentracién critica (Cr), por debajo de la cual
no existe formacion de grandes polimeros (Diaz y col., 1993). Se puede demostrar
que la constante aparente de equilibrio de la reaccion de crecimiento del polimero,
es decir, la adicién de un protémero al polimero es, en buena aproximacion, igual al
reciproco de la concentracion critica, K, = Cr! (Oosawa y Asakura, 1975), lo que
permite calcular el cambio de energia libre aparente del ensamblaje realizando un
dnico experimento.

No obstante, el ensamblaje inducido por ligando es una situacion mds
compleja en la que existe una concentracién critica aparente que depende de la
concentracién de ligando (Diaz y Andreu, 1993). De esta manera, el ensamblaje de
tubulina puede proceder por dos mecanismos diferentes:

A. mecanismo facilitado por ligando (la elongacion precede a la union;

ecuacién Al), es decir, que la union de un dimero de tubulina al polimero crea

un huevo sitio de unién de alta afinidad para el ligando

Kell Kbinl

TUB + MTB <> TUB-MTB + LIG <> TUB-MTB-LIG (A1)

B. mecanismo mediado por ligando (la unién precede a la elongacion), que a

su vez puede ocurrir de dos formas diferentes.

B1. El ligando se une a tubulina no ensamblada y el dimero con el
ligando unido tiene una afinidad mayor por el microtibulo (ecuacidn
B1), con lo que la concentracion critica del ensamblaje decrece.

Kbin2 Kel2

TUB + LIG <> TUB-LIG + MTB <> TUB-MTB-LIG (B1)
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B2. La unidn del ligando a los extremos del microtibulo incrementa la
afinidad del siguiente dimero por el microtibulo (ecuacién B2).

Kbin2 Kel2

MTB + LIG <> MTB-LIG + TUB <> TUB-MTB-LIG  (B2)

Ambos  mecanismos de ensamblaje mediado por ligando son
termodindmicamente equivalentes y por tanto, las ecuaciones Bl y B2 son también
termodindmicamente equivalentes.

Resolviendo las ecuaciones de la ley de accién de masas para las reacciones
previamente descritas, se puede calcular como depende la constante aparente de
elongacién-unién de cada una de las constantes individuales de union y de
elongacién para ambos mecanismos (facilitado o mediado por ligando).

Si la reaccién procede mediante el mecanismo facilitado por ligando, la
constante de elongacién aparente (que es igual al inverso de la concentracién
critica) debe depender linealmente de la concentracion libre de ligando (ecuacién

A2).

K®a =K, (1+K,,,[LIGANDO]) (A2)

De esta forma, el poder inductor de ensamblaje de un ligando deberia ser
directamente proporcional a la constante de unién, independientemente del efecto
especifico que el ligando cause en la tubulina.

Si la reaccién procede mediante el mecanismo mediado por ligando, la
concentracion critica aparente debe saturar con la concentracién de ligando

(ecuacién B3).

[LIGANDO]

Kape =K. K.
1= Re2 Kpin2 (1+ Kbmz[LIGANDO])

(B3)
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De esta manera, la concentracién critica medida dependerd de la constante
de elongacién del dimero-ligando, que serd dependiente del efecto especifico que
el ligando empleado cause tras su unién a la molécula de tubulina.

Otra posibilidad de mecanismo de ensamblaje seria que los dos mecanismos
descritos previamente funcionaran a la vez; en este caso, la concentracién critica

aparente saturard de acuerdo con la siguiente ecuacion (AB):

[LlGANDO]+i

K®y =K. K. binl AB
T ez (g 4 [LIGANDO)) (48)

En la prdctica, dado que las concentraciones de ligando necesarias para
inducir el ensamblaje son ~ 10° M y 1/Kyi, es del orden de 107-10° M, el término
1/Kyin puede ser despreciado y de esta forma, la ecuacion AB es equivalente a B3.

La concentracién critica del ensamblaje inducido por epotilona (figura 32) y
por taxol, satura con la concentracion libre de ligando (figura 5 de (Diaz y col.,
1993)), siguiendo el comportamiento descrito en la ecuacién B3, es decir, siguiendo
un mecanismo mediado por ligando.

Debido a que la unién del ligando y el ensamblaje inducido por ligando son
reacciones ligadas, no podemos realizar medidas de unién a bajas concentraciones
de ligando. No obstante, las concentraciones criticas en presencia de cantidades
supra-estequiométricas de epotilona A calculadas de los datos de la figura 32 y
representadas en la figura 56 (circulos negros) siguen un comportamiento de

saturacion, tal y como se ha discutido anteriormente.
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Figura 56. Dependencia de la concentracién critica aparente del ensamblaje inducido por ligando, con
la concentracién de ligando libre. La linea continua representa una simulacién para el caso de un
mecanismo de ensamblaje facilitado por ligando, la linea discontinua el caso de ensamblaje mediado
por ligando y los puntos blancos representan la simulaciéh de ambos mecanismos a simultdneamente.
Las constantes de elongacién y de unién empleadas fueron: constante de elongacién de tubulina si
ligando K 10* M, constante de afinidad del ligando a microtdbulos ensamblados Ky 108 Mt
constante de unién del ligando a tubulina no ensamblada Ky, 10° M; constante de elongacién de
tubulina con ligando unido K.z 10® M. Los circulos sélidos representan las concentraciones criticas
aparentes de tubulina GTP en tampén PEDTA7-1mM GTP incubados con distintas concentraciones
supra-estequiométricas de epotilona A. Los datos experimentales proceden de la figura 32.

Se podria argumentar que una pequefia fraccién de tubulina inactiva se
podria desviar del comportamiento lineal predicho de la ecuacién A2. No obstante,
ya que las concentraciones criticas de los andlogos de epotilona mds potentes son
mucho mds bajas que las de las epotilonas A y B, el comportamiento saturante no
puede deberse a esta pequefia fraccion inactiva de proteina. De cualquier forma,
para confirmar esfto, se realizaron experimentos en tampones con bajas
concentraciones de magnesio, en los que las concentraciones de tubulina soluble (no
polimerizada) en el sobrenadante son mayores que las concentraciones de proteina
polimerizada. De nuevo, se observé un comportamiento saturante en estos
experimentos.

Este comportamiento sugiere, por un lado que el ensamblaje inducido por

epotilonas procede por un mecanismo mediado por ligando y por otro, que el
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mecanismo de ensamblaje facilitado por ligando es irrelevante desde el punto de
vista termodindmico, ya que no contribuye al cambio de energia libre total de la
reaccién de ensamblaje y por tanto se puede considerar despreciable. Se puede
deducir de la ecuacion AB que la concentracion critica medida en condiciones de
saturacion, que son las condiciones experimentales que se usan normalmente,
corresponde a 1/Kej.

Aunque en un principio, Keinz Y Kei2 no tienen por qué estar hecesariamente
relacionadas, ya que son reacciones diferentes con constantes de equilibrio
diferentes (ecuacién B2), los datos experimentales muestran que, de alguna
manera, lo estdn (figuras 47 y 54), ya que las energias libres de union y de
elongacién estdn correlacionadas (r° 0.58 y 0.76, repectivamente). El hecho
experimental de que K. dependa de Kyinz, Se podria explicar si el ligando unido al
extremo del polimero, interaccionara de alguna forma con el siguiente protémero
que se une al polimero, durante la elongacién de éste, de forma que la presencia del
ligando proporcione energia adicional a la reaccion de elongacién.

Como resumen, los resultados mostrados previamente sugieren que las
epotilonas inducen el ensamblaje de tubulina por un mecanismo mediado por

ligando, de una forma similar a como lo hace el taxol.
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5. Mecanismos de union de ligandos al sitio taxol

Como ya se ha descrito en Resultados, la ciclostreptina se une
covalentemente al sitio de taxol, bloqueando la union de los ligandos de este sitio.
La ciclostreptina no es el primer ligando que se une covalentemente a tubulina y
modula su ensamblaje, ya que la pironetina se une covalentemente a la LYS352 de
la subunidad alfa, bloquea la unidon de vinblastina e inhibe el ensamblaje de los
dimeros de tubulina (Usui y col., 2004). De cualquier forma, la ciclostreptina es el
primer ligando que estabiliza microtdbulos uniéndose covalentemente a éstos.

En el presente tfrabajo, utilizando la interaccion covalente de la
ciclostreptina con el sitio de taxol, hemos obtenido evidencias experimentales
directas del mecanismo de unién de los ligandos al sitio de taxol, corroborando la
existencia de un sitio de taxol, previamente propuesto, en el exterior de los
microtdbulos, al que el taxol se une antes de internarse al interior del microtibulo
(Diaz y col., 2003; Diaz y col., 2005; Diaz y col., 2000). Este sitio de taxol en la
pared externa de los microtibulos, ha sido previamente propuesto para explicar los
datos cinéticos de la unién de andlogos fluorescentes de taxol (flutax) a los
microtdbulos. Esta cinética es muy rdpida y la velocidad de unién esta limitada por
difusién y no se corresponde con un sitio de unién en el interior de los microtdbulos
(Diaz y col., 2003; Diaz y col., 2000). Ademds, la unién del taxol en el interior de
los microtibulos es ftotalmente incompatible con la formacion de complejos
terciarios flutax-anticuerpo-microtibulo que han sido recientemente descritos
(Diaz y col., 2005), lo que implica necesariamente la unién del flutax a un sitio
externo accesible desde el exterior de los microtibulos. Se ha propuesto que este
sitio externo estaria situado en el poro de tipo I (Diaz y col., 2003), muy préximo
al sitio de taxol en el interior de los microtdbulos y que los residuos de 214, 220,
221y 222 de la subunidad beta de la tubulina podrian formar parte de éste (figura
57).
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type | pore

Figura 57. Representacion del poro de tipo I en los microtibulos. Vista de la superficie exterior e
interior (A y B, respectivamente) de un modelo de microtibulo a alta resolucién (Chacon y Wriggers,
2002), mostrando los dos tipos diferentes de poros en la pared de un microtdbulo (tipo I y tipo IT).
Las bolas verdes representan los residuos polares; las bolas amarillas representan los residuos
hidrofdbicos; las bolas rojas representan los residuos dcidos; las bolas azules representan los
residuos bdsicos y las bolas blancas representan al taxol unido en el sitio interno. Panel C. Detalle del
poro de tipo I visto desde arriba. Representacion de dos subunidades beta de dos protofilamentos
adyacentes, vistas desde el "extremo +" del microtdbulo. Taxol, GDP y los cuatro residuos que forman
el sitio externo posible de taxol se representan como esferas de van der Waals. Tomado de (Diaz y
col., 2003).

Los resultados mostrados en el presente trabajo muestran a la
ciclostreptina unida tanto al sitio intferno como al posible sitio externo de los
microtibulos. Esta es la primera evidencia directa de un segundo sitio de unién en
el exterior de los microtibulos y esto sugiere un posible mecanismo de unién de
ligandos al sitio de taxol de, al menos, dos etapas. Un primer paso consistiria en la
unién del ligando al sitio externo en el microtibulo, accesible desde fuera, que
explicaria la cinética de unién extremadamente rdpida del flutax (Diaz y col., 2003;
Diaz y col., 2000). Una segunda etapa involucraria la traslocacién del ligando hacia
el sitio interno, presumiblemente, mediante cambios en los residuos del poro de
tipo L.

En el caso de la ciclostreptina, primero se observaria la unién al sitio

externo y una vez unido alli, se pueden dar dos reacciones: la modificacién
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covalente del residuo THR220 en el sitio externo o la traslocacién hacia el sitio en
el interior del microtdbulo. Una vez en el sitio interno, la ciclostreptina podria

modificar covalentemente el residuo ASN228 (figura 58).

Figura 58. Esquema del mecanismo propuesto para la unién de la ciclostreptina al sitio de taxol.
Representacién de dos subunidades de beta tubulina de dos protofilamentos adyacentes, vistas desde
el "extremo +" del microtidbulo. Para construir esta figura se ha empleado el modelo de microttbulos
a alta resolucién descrito en (Li y col., 2002). Los residuos que se modifican covalentemente se
representan como esferas de van der Waals: THR220 en color magenta y ASN228 en color naranja.
El GDP y el faxol, unido al sitio interno, estdn coloreados de azul claro y azul oscuro,
respectivamente. Las flechas representan esquemdticamente el modelo de dos etapas propuesto para
la unién de la ciclostreptina al sitio interno de taxol.

Dado que sélo se puede unir una molécula de taxol por dimero de tubulina,
ambos sitios han de ser mutuamente excluyentes, es decir la unién de un ligando en
el sitio interno impide la unién de ligandos al sitio externo, posiblemente porque
ambos sitios comparten elementos comunes. No obstante, la union de un ligando al
sitio externo seria suficiente para inducir el ensamblaje y la estabilizacion de
microtdbulos (Diaz y col., 2003).

Adicionalmente, la ciclostreptina, a diferencia del taxol, es capaz de unirse
irreversiblemente a tubulina dimérica, no polimerizada, pero sélo al sitio externo,

lo que implica necesariamente que este sitio de taxol debe existir en la tubulina
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dimérica antes de formarse el microtdbulo y una vez formado. Por el contrario, el
sitio interno sélo existe en el polimero. Esto tiene importantes implicaciones, ya
que se ha propuesto que el taxol induce el ensamblaje de tubulina polimerizada por
unién preferencial a la forma polimerizada de la tubulina (ver apartado 4.2.1.1 de
Introduccidn), siendo imposible detectar la union del ligando a tubulina no
polimerizada (Diaz y col., 1993). Por el contrario, la ciclostreptina es capaz de
unirse tanto a la tubulina dimérica como a los microtdbulos y por tanto, no existe
esa union preferencial a los microtibulos, con lo que no hay un desplazamiento del
equilibrio hacia la forma polimerizada. Esto estd en perfecta concordancia con la
débil actividad inductora/moduladora del ensamblaje de tubulina del ligando (tabla
3), a pesar de su elevada citotoxicidad y su alta afinidad aparente por el sitio de
taxol (Edler y col., 2005).

Aunque no es posible cuantificar la unién de la ciclostreptina a los sitios
interno y externo de taxol, se puede proponer que el sitio externo (que existe
tanto en la tubulina no polimerizada como en el polimero) es de baja afinidad,
mientras que el sitio interno (que sélo existe en la forma polimerizada de tubulina)
es de alta afinidad. De esta forma, no es posible detectar la union del taxol a
tubulina no polimerizada, debido a la baja afinidad del sitio externo. Cuando en el
microtdbulo existe un segundo sitio de alta afinidad (sitio interno), la unién
aparente del taxol estd favorecida por la unién final al sitio de alta afinidad. Al
contrario de lo que ocurre con el taxol, es posible detectar ciclostreptina unida al

sitio externo de baja afinidad porque su union es irreversible.
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1. Los compuestos: tacalonolidas A y E, poliésteres de jatrofano A, By C, luteina,
dicumarol y lonafarnib, descritos previamente como agentes estabilizadores de
microtdbulos, no poseen tal actividad en sistemas experimentales /n vitro de

tubulina pura.

2. La laulimalida y el pelorusido A compiten por el mismo sitio de unién en los

microtdbulos, y éste es diferente al de taxol.

3. Los ligandos del sitio de taxol y de laulimalida tienen efectos sinérgicos en la

estabilizacién de microtibulos.

4. La afinidad de unién de ligandos al sitio de taxol estd correlacionada con la

concentracidn critica de tubulina del ensamblaje inducido por ligando.

5. La entalpia libre aparente de unién de un ligando al sitio de taxol predice su

citotoxicidad.

6. Las epotilonas estabilizan microtdbulos por un mecanismo mediado por ligando,

de forma similar a como lo hace el taxol.

7. Del estudio de las relaciones estructura-actividad en la molécula de epotilona se
puede concluir:

7a. Los carbonos 13 y 15 deben tener estereoquimica S para maximizar la union,
mientras que la estereoquimica del carbono 12 puede ser S o R.

7b. La sustitucién del grupo epdxido por un anillo ciclopropano favorece la unidn,
pero la sustitucion por un anillo ciclobutano desfavorece la unién.

7c. La sustitucién del grupo metilo del carbono 21 por un grupo tio-metilo favorece
la union.

7d. El anillo tiazol de la cadena lateral se puede sustituir por un anillo piridina sin

apenas pérdida de afinidad.
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7e. La sustitucién del grupo metilo del cabono 21 por un grupo tiometilo favorece la
unién si el anillo de la cadena lateral es tiazol.

7f. La introduccién de un grupo metilo en el carbono 12 aumenta la afinidad si la
estereoquimica de este carbono es S.

79. Los efectos de estas modificaciones sobre los pardmetros termodindmicos son

aditivos dentro del error experimental.

8. La constante de afinidad aparente de unién estd correlacionada con la

concentracidn critica del ensamblaje inducido por epotilonas.

9. La energia libre aparente de unién de las epotilonas al sitio de taxol estd

correlacionada con su citotoxicidad.

10. Las modificaciones en la molécula de epotilona que incrementan el componente
entdlpico de la energia libre aparente de unidn, generan compuestos con una
citotoxicidad mayor que aquellas modificaciones que incrementan el componente

entrépico.

11. La ciclostreptina interacciona con los microtibulos y los estabiliza a través de
la union irreversible al sitio de taxol y esta unidn bloquea irreversiblemente la

union de ligandos al sitio de taxol.
12. La interaccidn de la ciclostreptina con los microtibulos implica la modificacién
covalente de los residuos THR220 o ASN228, siendo el primero accesible y el

segundo inaccesible desde el exterior de los microtubulos.

13. La interaccion de la ciclostreptina con la tubulina dimérica no ensamblada

implica la modificacidn covalente del residuo THR220.
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