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Resumean

Proteolisis lmitada de tubulina nativa, Se ha realizado sistematicamonte la proteolisis
limitada del heterodimero de afi-tubulina nativa con 12 proteasas para localizar zonas
accesibles de la superficie do esta proteina. La identificacién de los fragmentos se ha realizado
inicialmente mediants inmunodeteccién con un panel de 9 anticuerpos, especificos de otros
tantos epitopos distribuidos a lo largo de la secuencia de ambas cadonas (Andreu y de Poreda,
1993). La posterior microsecuenciacién del extremo amino ha permitido la localizacion procisa
de 18 puntos de digestion. La digestion controlada de las tubulinas ocurre preferentemente en
4 regrones de la secuencia (denominadas A, B, C y D). Las nuevas regiones A sensibles n
prateolisis se han localizado en a-tubuling on las proximidades de la Lysd0, y en tomo a las
posiciones S0-100 en fl-tubuling. Las otras 3 zonas (B, C y D) corresponden, con cambios
menores, a las zonas delinidas con anterioridad (de la Viila, 1988). La zona B se extiende
ontre lus posiciones 160-190. La regién C es més extonsa ¢ incluye puntos do corte entre las
posiciones 275 a 360; los puntos de esta zona localizados exactamente se concentran en 2
subzonas precisas: C, so oxtiendo aproximadamento on las secuoncing c(280.295) y (278~
285), y C,, se extiende en trono a lns posiciones 0339 y f353. La regién D estd en al exiremo
carboxilo y comprende aproximadamente los ultimos 20 y 50 residuos de a- y [l-tubulina

respectivamente

Proteolisis limitada compamda de tubuling  heterodimévdca y ensamblada en
microtibulos inducidos por taxol. La proleolisis limitada comparada de tubulina
heterodimérica y ensamblada on microtibulos inducidos por taxol facilita informacién sobro
la orientacién espacial do los residuos accesibles. La zona A es accesible en ¢l polimero, de
acuerdo con la acetilacién en la Lys40 de la a-tubulina ensamblada [L.e Dizeot, 1987 #). La
zona I3, secuencialmente préxima a la zona rica en Gly cavacteristica de tubulinas, también
os accesiblo en los microtibulos. En Ias zonas C los puntos de alaque proteolitico que se
protegen ¢n la polimerizacién se localizan principalmente en tomo a la posicibn 280
(subzonas C,) de - y P-tubulina y entre las posiciones 339-340 de ce-tubulina. La regién D
se protego parcialmente en a-tubuling; en P-tubulina so observa un aumento de ia digestién

de cicrtas proteasas en las posiciones més internas, ya descritas en ¢l heterodimero.



Rosuman

Fstuctmin y proteolisis limitada compamda de tubulina-Zn?* no ensamblada y
polimetizada en hojns inducidas por Zn*'-glicerol. Se ha observado un cambio en el espoctro
de dicroismo circular de ln tubulina dimérica en tampédn 100 mM MES, 3.4 mM glicorol, 0.1
mM MgCl,, 0.3 mM ZaCl,, 0.1 mM GTP pH 6.5, respecto al estado de referencia en tampén
fosfato neutro. El patrén de proteolisis limitada de af-tubulina, no ensamblada, on presencia
de Zn* es muy similar ol descrito (ver antes). En la forma polimerizada en hojas inducidas
por Zn®' se protegen puntos de corto do las zonas C que estaban oxpuesios en los
microtdbulos. Probablemente so debe a la intoraccién distinta entre los protofilamentos de
astos dos tipos de estructueas, que permiten un mayor empaquetamiento en las hojas siondo

mayor la superficie ocluida.

Prediccidn de esttuctum de tubulinas y FisZ., S ha aborado el estudio de la estructura
de las tubulinas mediante ln combinacién de los datos experimentnles, ablenidos en este
trabnjo y descritos en la literatura, con métodos de prediccién de estructura basados on el
andlisis do alincaminotos de multiplos secuencias. Se ha observado que los puntos de ataque
protectitico se localizan en su mayoria ¢n bucles. Se ha propuesto un modolo de estructura
supersecundaria de las regiones o(103<172) y f(93+170) de tubulina, que incluyen 2 zonas de
internccidon con los residuos de fosfato del nucleotido. La proteina bacteriana FisZ es una
GTPasn y presenta homologia de secuencia parcial con tubulinas. Se ha observado por primera
voz que también existe homologia a nivel do estructura secundaria; el mayor segmento con
homologia estructural os una rogion do ca. 80 residuos que ha permitido proponer un modelo

de estructura supersecundaria para la regién 66-139,

Los resulindos de proteolisis limitada introducen importantes constricciones
estructurales, que serdn una prucha valiosa para cualquier modelo de estructura de! dimero
de tubulina a alta resolucidén y su orientacién en microtibulos y hojas. Su combinacién con
métodos modernos de prediccion de estructura posibilitan el desarrollo de modelos

estructurales.
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Introduccidn

1. EL CTROESQUELFETO).

El término citoesqueleto fue introducido hace mas de dos siglos por J.T. Needham,
pura describic estructuras exoesqueléticas en protozoos. BEn 1879 W. Flemniing describid por
primera voz los estadios do Ia mitosis e introdujo el concepto de citoesqueleto como una
estructura ondoesquelética fibrilar la cual conferia elasticidad al citoplasma (Heidenhain 1899;
Franz 1939),

El citoesqueleto se puede dofinir como el material celular que permancce tras una
extraccion con un detergento no idnico (Schliwa 1986). Estd integrado por tres tipos fle fibras
de naturaleza proteicn: microtubulos, microfilamentos y filamentos intermedios. Se encuentra
en ¢l citoplasma de las células eucariticns y es responsable de la forma celular, la
organizacion ospacial interna, motilidad, movimientos de cilios y flagelos, movimiontos do
cromosomns  durante lo mitosis y de propiedades fisicas como la clasticidad. Estas
caructeristicas celutures son debidas al alto dinamismo de que constan Ins estructuras
cioesqueldicas capaces do polunerizar y despolimerizar a partir de sus subunidades proteicas
(Bershadsky y Vasiliev 1988; Darnell, Lodish et al. 1990).

2. LOS MICROTUBULOS: ESTRUCTURA.

Los microtabulos celulares tipicos son polimeros cilindricos no covalentes de unos
25 nm de didgmetro, compuostos de tubulina y proteinas nsociadas a microtibulos (MAPs).
En las células on divisién los microtibulos son los componentes mayoritarios del huso
mitotico, que os esencial para la sogregacidn de los cromosomas (Mitchinson y Sawin 1990).
L.a estructura microtubular os dindmica, como ya se pudo ver por la rdpida respuesta del huso
mitotico n lns perturbaciones del equilibrio tubulina-microtibulos (Inoue y Sato 1967), en las
oscilaciones continuas de los cromosomas (Bajer 1982), y en el movimiento de pecqueiias
particulas atrapadas en ¢l huso mitdtico (Bajer y Mole-Bajor 1972). Debido a la implicacion
del huso mitdtico on la divisién celular, los microtubulos, componentes mayoritarios de édste,
son ol blanco de las drogas antimitétlicas (Hamel 1992).

El ensamblaje de microtibulos in vive so produce inducido por la presencia de las
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MADPs, estax proteinas promueven el ensamblaje de la tubuling in viem y durante algin
tempo se penso que eran imprescindibles para éste. La tubulina purificada contiene toda la
mformacion necesaria para producir microtiubulos, pero para que esta reaccion se tlevo a cabo
son necesaring conceatraciones extraordinariamento elevadas de proteina (Loe y Timasheff
1975, Lee y TimashelT 1977), sin embargo puede realizarse en presencia do promotores
mespecificos de la polimerizacién como el glicerol o ¢ DMSO (Lee y Timasheff 1975;
Himes, Durton ot al. 1977), o de promotores especificos como ol taxol y derivados (Schiff
v Horowitz 1981, Howard y Timasholf 1988).

Los microtubulos son esencialmente polimeros helicoidales de hoterodimeros do ofi-
tubulina que contienen 13 protofilamentos longituwdinales (Tilney, Brian ot al. 1973). El
primer estudio de la disposicion da las subunidades de tubulina en los microtibulos flagelares
se reulizd en 1966 (CGrimstone y Klug 1966), en ¢l que se concluyd que 1a red de superficie
de los microtiubulos ern helicoidal con un periodo de 4.0 am a lo largo del eje del
microtibulo. El sstudio clasico de estructura de los microtubulos de Amos y Klug realizado
mediante reconstruccion de imégenes de microscopia electrénica do microtibulos flagelares
(Amos y Klug 1974), concluyé que los dimeros de tubuling estin alinendos cabeza-coln a lo
largo del gje dol microtibulo formando contactos longitudinales -afl-afl-, ¥y formando
contactos lntecates bien ofl-fla si corresponden a la estructura flagelar tipo A o oo-ff si
corresponde a la estructura tipo B, segun puede observarse en In figura 1. La estructura de
su superficie consiste ¢n una triple hélice con 12 nm de paso y 13 protofilamentos. A Ia
resoluciéon de las medidas, el dimoro de tubulina tiene una longitud de 8.0 nm, y estd
orientado & lo largo dol ejo del microtibulo. Cada uno de los mondmeros , globulares a la
resolucion de 4.0 nm del trabajo, tiene 4.0 nm de didmotro.

Se obtuvo un modelo a mayor resolucion, hasta 2.5 nm, a partir de cstudios de
difraccion de rayos-X do {ibras de microtibulos orientadas (Mandolkow, Thomas et al. 1977).
Este estudio llevd n la construccion de un modelo més detallado que el anterior, en ol cual
se puede vor que ¢l mondmero tiene una forma elipsoidal.

El modelo de los microtubulos a una mayor resolucidn que existe actualmento fue
obtenido también a partir de datos de dilraccién do rayos-X do fibras de microtibulos
hidratados (Beeso, Stubbs ot al. 1987). Este ostudio alcanza una resolucion de 1.8 nm, y es
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Figura 1. Red de superficle desonmollada de los microtdbulos tagelares, (a) eslruciura
flagelar A y (b) eslruclura flagelar B. (Amos y Klug, 1874).
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de Beese y col. (1987). Se muestran 2.5 subunidades de cada protofilamenlo,

Figura 2. Parte de la pared del modelo refinado de microtdbuios a 1.8 nm de resoluclén
las secciones estan separadas 0.25 nm,
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el primer modelo en el que se aceede a ln subestructura del mondmero, por tefinamiento de
lox madelos de monamera obienidos en el estudio de Mandelkow y col (Mandelkow, Thomas
etal 1977), y del modelo de los protofilamentos obtenido a partic de microscopia electrénica
de hojax de tubulina iducidas por Zn® (Amos y Baker 1979). Tiene la misma red de
superficie que los anteriores y s¢ muestra en la figura 2.

Recientemente s osta intentando obtener modelos a mayor resolucién mediante
chiraccion de clectrones de cristales bidimensionales de tubulina inducidos por Zn™,
habiéndase obtenido mapas de proyeccion a 0.4 nm de resolucién (Downing y Jontes 1992),
El estudio de estos polimeros ha permitido proponer un modelo de Ia estructura do la .tubulina
que alcanza wna resolucién de 0.65 nim (Nogales, Wolf et al. 1995).

1l uso de altas intensidades de rayos-X ha permitido el estudio de la estructura de los
micratabulos en solucidn, evitando asi los problemas de manipulacion de la muestra quo
presenta fn difenceion de geles orientados. La estructura de los microtibulos inducidos por
taxal en solucion muestrn quo tienen tipicamente 12 protofilamentos en una triple hélico de
¢ 22 nm de dhiametro, similar a la de Jos microtibulos ensamblados sin ligando, si bien
estos ultimos tienon tipicamente 13 protofilamentos y ca. 24 nm de didmetro, Asi pues el
taxol induce una curvatura ligeramente mayor de los contactos laterales entre los
heterodimeros de tubulina. Puesto que los microtdbulos de taxol tienen un protofilamento
menos con ln misma estructura, ¢s necosario tanto en la estructura A como en la B, una
discontinwdad en la estructura de la superficie, con distintos contactos laterales en el cierre

entre ¢l pnmer y el altimo protofilamento (Andreu, Bordas et al. 1992).

3. LA TUBULINA,

Las a-, - y y=tubulinas constituyen una familia de proteinas presentes en todas las
célulns cucaridticas, de peso molecular ca. 50 kD y ca. 450 aminodcidos, y que unen
nucleotidos de guanina (GTP/GDP). Las a- y B-tubulinas constituyen el heterodimero off
(cocliciente do sedimentacién 5.8 S), quo ensambla raversiblomente formando microtibulos,
de los que es el constituyente mayoritario; mieniras quo fa y-tubulina estd asociada a

centrosomas (Joshi 1993},
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.1 SECUENCIA AMINOACIDICA.

Se conocen ca. 200 secuencias génicas de tubulinas de espucies evolutivamente
distantes, estando altamente conservadas. El grado de conservacidn, considerando las
sustituciones conservativas, alcanza ca. 70% dentro de las subfamilias o y . La minima
identidad dentro de la subfamilia de a-tubulinas es del 61%, del 67% entre las B, y del 65%
en la subfamilin y. Los niveles de identidad, minimo y maéximo, entce tubulinas de
sublamilias diferentes son: 3d-41% (o/f}), 25-31% (ody) y 29-33% (Pfy) (para revisi.onos ver
(Sullivan 1988; Bums 1991; Luduedn, Banerjeo et al. 1992)).

La carncteristica mas importante de estas secuencias es la presencia do un oxiremo

carboxilo muy dcido, con una marcada heterogencidad (Litile y Scehaus 1988).

3.2, ESTRUCTURA SECUNDARIA,

La estructura socundaria del heterodimero afd se ha estudiado por dicroismo circular
(Lee, Corfiman ot nl. 1978; Andrew, Do la Torre et al. 1986) y ospeciroscopia Raman
(Audennert, Heromans et al. 1989), estiméndose un contenido de aproximadamente 20% de
t-hélice y 35% de estructura fl. Si bion ostos estudios espoctroscopicos de la estruciura
secundaria no son muy acertados en la determinacién de valoros absolutos, si son adecuados
para ln carncterizacion de cambios relativos. Asl la unidn de detorgentes suaves causa una
desnaturalizacion parcial y una reduccion del contenido de a-hélice (Andreu, De la Torre t
al. 1986). Medinnte espectroscopin Raman se han deteciado cambios conformacionales en
funcion del nucleotido unido y del ensamblajo; so ha observado que Ia forma dimérica con
GDP unido es muy parecida a la onsamblada en microtibulos y estas son diferentes a Ia
forma con GTP (Audenaert, Heremans ot al. 1989). Sin embargo los espectros do dicrolsmo
circular do GTP- y GDP-tubulina son esencialmente idénticos (Shearwin y Timasheft 1992).
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3.3, ESTRUCTURA TERCIARIA,

La estructura terciarin o alta resolucidn de la tubulina se desconoce debido a la falta
de enstales apropindos. La cristalizacion presenta problomas de dificil solucion relacionados
con la microheterogencidad, inestabilidad y tendencia a agregar de la proteina (Lobert y
Correin 199]),

Alternativamente se han empleado gran varicdad de aproximaciones al estudio de la
estructura ¥ funcién de la tubulina. Entre ellos so incluyen la proteolisis limitada, el uso de
anthicuerpos monoespecificos, téenicas de modificncion y entrecruzamiento qulmico: elc.

3.1 PROTEOLISIS LIMITADA DE TUBULINA.

Los resultados descritos hasta ahora de proteolisis limitada de tubulina indican que
el mondmero de tubulina consta de 3 tees zonas accesiblos a proteasns. Dos de estas zonas
do corto son internas y so sitian & nproximadamente a uno y dos tercios de la cadena
respectivamente. listas zonas dofinen 3 regiones compactas y resistentes a la digestion, y que
en condiciones nativas ho se disocian tras la proteolisis (de la Viia, Androu et al. 1988). Este
modelo do 3 regiones es compatible y es un ampliacién del modelo de 2 rogiones definidas
mediante proteolisis limitada con tripsina y quimotripsina (Mandolkow, Herrmann et al.
1985). Aunque no hay razdn para que exista una correlacién entre dominios estructurales y
las regiones definidas on 1a proteolisis limitada, so ha sugerido que ostas 3 regiones podrian
corrosponder con los 3 dominios del mondémero de tubulina observados como regiones de alta
densidad electrdnicn en ¢! modelo a baja rosolucién de microtibulos hidratados obtenido
mediante difraccién de rayos-X (Beese, Stubbs et al. 1987).

Se ha dedicado especial interds al estudio de la proteolisis limitada del extremo
carboxilo de In tubuling, siendo conflictivos en algunos casos los resultados descritos en In
literatura. Esta rogién ostd implicada en la unién de las prololnas asociadns a microtiibulos
(MAPs) MAP2, factor tau y MAP4; ya que su unién se inhibe en [a tubulina a la que se le
ha eliminado el extremo carboxilo por digestién con subtilisina (Serrano, Avila ot al, 1984).
Péptidos sintéticos homédlogos a las secuencias a(430-441) y J(422-434) se unen a MAP2
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y tau (Lattauer, Giveon ot al. 1986; Maccioni, Rivas et nl. 1988).

La combinacion de proteolisis limitada con experimentos de entrecruzamiento quimico
ha permitido conocer que la interaccion entre o= y f-tubulina en ¢l heterodimero se produce
entre los dos tercios amino terminal de 1n cadena o y ol torcio carboxilo de 1a cadena f3. Se
puede infenr que la interaccién entre hetorodimeros a lo largo de un protofilamento se
produciria entre el pequeito fragmento carboxilo do a-tubulina y el fragmento amino de f
{Kirchner y Mandelkow 1085).

Los residuos do Cys 239 y 354 de B-tubuling, aunque estdn distantes en la secuencin
y s¢ localizan en regiones resistentes a la proteolisis limitada distintas, son entrelazados
quimicamente por ¢l renctivo N«N'-atilenbis(iodoacetamida), indicando que en a e.':tructura
tercinna estan separados una distancia méxima de 9 A (Litde y Luduefia 1985). Asimismo
la Cys12 de P-tubulina también parece localizarse a una distancia méaxima de 9 A de la
Cys201 o de la Cys211 (Little y Luduefia 1987).

3.3.2. ANTICUERPOS DE ESPECIFICIDAD DIRIGIDA FRENTE A TUBULINA,

La utilizacion de anticuerpos (rente a regiones definidas de la moléeula do tubulina,
bien monoclonales o monoespocificos, ha permitido deducir ciertns caracteristicas
estructurales y funcionnles de ostas regiones (para revision ver (Andreu y de Pereda 1993)).

Se han doscrito pocos anticuorpos que reconozean Ia regién del extramo amino do las
tubulinas. E! anticuerpo monoclonal 18D6, reconoco espocificamento la rogion p(1-12) y
altern la autorrogulacion de la sintesis de P-tubulina. Este anticuerpo reacciona con
microttbulos fijados y decora la red microtubular de células en las que se inyecta, si no se
han extraido con Tritén X-100 (Theodorakis y Cleveland 1992). Las posiciones [3(28-38) son
accesibles a un anticuorpo especifico en el heterodimero, pero quedan ocluidas al polimerizar
en microtiabulos, tanto in vitrw como en células en cultivo (Chdne, Mazarguil ot al. 1992).

Las secuencias c(120-131) y P(119-129) son principalmento hidrofilicas, si bien
anticuerpos frente a péptidos homblogos de ostas zonas no reconocen la tubuling, tanto nativa
como desnaturalizada (Arévalo, Nicto et al. 1990). El anticuerpo monoclonal TU-01 reconoce
una zona de la a-tubulina entre las posicionos 50 a 100, que esté innccesible en microtibulos
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(Draber, Draberovi etal. 1989). Anticuerpos monoespecificos frente a o{155-168) reaccionan
frente a tubulina nativa heteradimérica, pero no frente a tubulina ensamblada en microtibulos
i en hajas inducidas por Zn™. BEsto sugiere que este epitopo no estaria situado en el lumen
del ancrotabulo sine que estaria implicado en las interacciones entre protolilamentos. Sin
embargo ln secuencia f(153-165) permanece accesible a sus anticuerpos especificos en los
microtibulos; estos no inducen perturbaciones dol ensamblaje, posiblemente por ser regiones
poce flexibles y/o encontrarse en los surcos de la pared del microtibulo (Arévalo, Nieto ot
al. 190). Anticuerpos frente a [3(154-165), que se encuentra proxima al potencial motivo de
umon de fosfato del nucleotido fi{142-148), inhiben el intorcambio de GTP v ¢l ensamblaje
(Hesse, Thieraul ot al. 1987), )

Las secuencins a(214-220) y (241-256) son reconocidas por sus respeclivos
anticuerpos monoespecificos en la forma no-ensamblada, y estdn ocultas en microtibulos
inducidos por taxol, anillos de tubuling, hojas inducidas por Zn** y citoesqueletos no fijados.
Se¢ ha propuesto como modelo que ostas zonas estén cerca de los contactos axiales entre
heterodimeros  de In tubuling a lo largo do los protofilamentos. Las posiciones
complementarins o(241-256) y [((214-226), quoe no tienen cardcter hidrofilico, estan
pusiblemente relacionadas con bas regiones de contacto entee subunidades o0 y 5 en el
heterodimero (Ardvalo, Nicto ot al. 1990).

Anticuerpos frente n lus posiciones a(d415-443), a(430-443) y (412-431) s0 unen a
micratubulos inducidos por tuxol; asimismo inducen una perturbacion subestiequiométrica del
ensamblaje de tubuling, en la que se forman haces, nporiura de tubos y polimerizacion en
hojas. Esta perturbacion no se observa on presencia de los fragmentos Fab de estos
anticuerpos, lo que indica la necoesidad de la presencia de Ia bivalencia del anticuerpo y/o la
presenciu del fragmento Fe. Esto sugiere quo las sccuoncias o(430-443) y i(412-431) no son
sitios e contacto, sino que ostdn relativamonte bion expuestas en los microtubulos de
tubulina purificada (Arévalo, Nicto et al. 1990). Las zonas c(426-450) y [}(416-430) son
reconocidas por anticuerpos especificos tanto en microtibulos fijados como nativos,
reafirmando que se trata de zonas expuestas (Breitling y Little 1986).

10
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3.4, GENETICA DE TUBULINAS. 1ISOTIPOS Y REGULACION DE LA EXPRESION.

A lo largo de la evolucion las tubulinas han sido codificadas por un nimero creciente
de genes, desde | o 2 genes en oucariotns inferiores (og. levaduras), hasta familias

multigénicax con al menos 6 o 7 genas funcionales en vertobrados.

Jd.1, GENES DE TUBULINAS EN VERTEBRADOS.
Job L - TUBULINA,

Ll estudio gendtico de las a-tubulinas en mamiferos se ha realizado principalmente
en rawn. Cowan vy col. han caracterizado 6 genes de a-tubuling, ma.1-7, a partir de librorias
do cIINA de exta especie (Villasante, Wang ot al. 1986). Las diferencias entre los productos
de expresion se localizan principalmente en los Gltimos 15 aminoacidos del extremo carboxilo
terminal y en menor medidn en Ia rogién amino terminal, entre las posiciones 35 y 60, Los
genes de a-tubulina descritos en ratén estan altamente conservados entro las distintas especies
de mamiferos estudiadas, a excepcion de una a-tubulina de ratdn ospecifica do testiculos
(Hecht, Distel et al. 1988).

mal, mo2 y mee6 so oxprosan en multiples tejidos, si bien ma6 es minoritario, motl
y mal son mayoritariomonte isolipos neuronales.

mad y ma? codifican la misma proteina y comparion idénticas rogiones 3' no
expresadas, si bien presentan multiples diferoncias en la tercera posicién do los codones y
en tn region 8 no expresada. La expresidn de mad/7 es especifica de testiculos. El gen h2o
de origen humano codifica un a-tubulina idéntica.

med, ¥ su correspondiente gen en humanos hadd, son expresndos minoritariamente
en muluples tejidos. Ambos codifican una a-tubuline con una regién carboxilo terminal
caractoristica, que a diferencia de los demas isotipos do mamiferos carece de la tirosina en
su torminacidon, y que osth implicndn en ol ciclo posiraduccional de
detirosinacién/tirosinacién (ver abajo).

En aves so han caractorizado 5 genes funcionales que codifican otras tantas o

11
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tubulinas (cexl, ca2, caxd, casfo y ca8) (Valenzuela, Quiroga ot al. 1981 ; Pratt, Okamura et
al. 1987, Prawt y Cleveland 198R). Al igual que en mamiferos eslos isotipos son
particularmente divergentes en su extremidad carboxilo terminal. Sin embargo a diferencia
de las fi-tubulinas en las « no oxisten isotipos consorvados entre todos los vertebrados, ni en
secuencia i en patrén de oxpresion. Tan sélo cal de aves codifica un isotipo altamente
homaélogo con ln secuencia consenso de los isotipos de mamifero.

cal ¥ cul son los dos tinicos genes aislados de pollo que codifican residuos de
tirosina torminales. Esto contrasta con las a-tubulinas de mamiferos en las que sélo ostd

susente en un isolipo (ver arriba).

3.4.1.2. fSTUBULINA,

So han caracterizado, aparentemente por completo, los genes que codifican f-tubulina
on vortebrados.

En la década de los afios 80 Cloveland y col. clonaron y caracterizaron 7 genes do
B-tubulina de pollo (cfi1-7) que parecen constituir el repertorio completo en esta espocio
(Valenzuela, Quiroga ¢t al. 1981 ; Sullivan y Clevoland 1984; Sullivan, Lau ot al, 1985,
Sullivan y Cleveland 1986, Sullivan, Machlin et al. 1986; Murphy, Wallis ot al. 1987,
Maouteiro y Cleveland 1988), Los 7 genos codifican 6 isotipos polipeptidicos distintos, ya que
los productos de expresion de cBl y cfi2 sdlo difieren en 2 sustituciones conservativas. Las
diferencias entro isotipos afectan sblo a aproximadamente el 16% de los residuos. Los
isotipos estdn definidos inicialmente por su caracteristica secuencin del extremo carboxilo,
a partir de la posicidn 430, y en menos medida por una regiébn variable comprendida entre
lus posiciones 30 y 60.

El estudio en mamiferos do los genes de fl-tubulina se ha realizado en varias especies.
Cowan y col. han realizado un estudio oxhaustivo do librerias de cDNA de ratén y han
caracterizado § genes funcionales (mf31-5) (Lewis, Lee ot al. 1985; Wang, Villasante et al.
1986). De origen humano so ha demosirado la existencia de 6 genes funcionales que
codifican B-tubuling, asi como maltiples pseudogenes.

Considerando las secuencias disponibles de P-tubulina de diversas especies de

12
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vertebradus, se observan 4 isotipos altamente conservados, con caracteristicas secuencias a
parur de la puosicion 430. Se denominan clases 1 a IV, ademds de éstos existen otros 2
1Isotpos, las clases Vy VI,

L expresidn de los isotipos de f-tubulina es compleja y estd altamente conservada.
La clase T wene un patrén de expresion ubicuo, siendo un isotipo constitutivo. La clase IT
también se expresn en multiples tejidos, si bien es mayoritaria on cercbro (¢fi2, mp2) y
abundu en musculo esqueldtico (cfl) y putmén (mf2). La clase Il so expresa
especificamente en tejide neuronal, on el cual es minoritario (Lewis, Lee ot al. 1985,
Monteire ¥ Cleveland 1988). .

En mamiferos oxisten 2 genes muy similares que codifican f-tubulina de clase 1V,
pero presedan diforentes patrones de expresién, segin lo cual se ha subdividido on clase 1Va
y 1Vh. En o variante 1Va so incluyen los genes cuya expresion es especilicn de tejido
neuronal eg. mf4 y h3f (Lewis, Lee et al. 1983). En la subclase IVb se incluyen el gon mp3
de rutén, expresado on multiples tojidos siendo mayoritario en testiculos y pricticamonte
ausente en cerebro (Wang, Villasante et al. 1986); y el gen hf2 expresado en numerosas
lineas colulares humanas; sugiriendo para osta subclase un papel aparentemente constitutivo.
En aves s6lo s¢ conoce un gon de clase 1V, cfi3, que estd amplinmente expresado y es
mayoritario en testiclos. Por el patrén de expresién so ha incluido en la subclase IVb,
estando aparentemente ausente la subclase IVa en aves.

En la clase V In Gnicn secuencia conocida corresponde al gen cfi5 do aves. Estd
expresado de forma minoritaria en multiples tejidos excepto en neuronas, si bien anticuerpos
especificos frente a este isotipo revelan la presencia de isotipos similares en ratén y rata
{Lopata y Cleveland 1987 ).

Por Gltimo la clase VI comprende f-tubulinas, que a diferencia de los otros isotipos,
son divergentes y heterogénecas entre st en su regidn carboxilo terminal. En esin claso se
incluyen los productos de oxpresion de los genes cf}6 do aves, ospecifico de eritrocitos y que
ensambla formando parte de los microtibulos de la banda marginal en células eritroides
nuclendas. Y mpl, aislado do una libreria de ¢cDNA de médula dsea do ratén y que se
expresa exclusivamento on érganos implicados en la hematopoydsis, principalmente en el
bazo. So ha propuosto la participacién del producto do expresién de mf}1 en la formacién de
las bandas marginales en mamiferos (Wang, Villasante et al. 1986). Estas dos B-tubulinas

13
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hematopoyéticas constituyen una excepeidn {rente a los isotipos conservados.

3.4.2, SIGNIFICACION FUNCIONAL DE LOS ISOTIPOS DE TUBULINA.,

Se han deserito ¢jemplos tanto de equivalencia funcional entre isotipos de tubulina

como de especializacion funcional.

3d.2.1. KIEMPLOS DE REDUNDANCIA FUNCIONAL DE ISOTIPOS,

En A spergilius nidulans so han descrito dos genes de fi-tubulina (benA y TubC),
cuyos productos de expresion respectivos sblo tienen un 83% de identidad de secuencia entre
si Cada uno de los isotipos tiene un patrén de expresidn propio: benA ¢s el isotipo
expresado  durante el crecimiento mitdtico normal, mientras que TubC se oxpresa
exclusivamente durante procesos de esporulacién asexual o formacién de conidios. Estos dos
isotipos son funcionalmente intercambiables, yn que mulaciones en benA se pueden
compensar con una mayor expresién de TubC, durante el periodo vegetativo. Asimismo
mutantes que no expresan TubC no presontan un fonotipo observable (May 1989),

En Saccharmomyces conevisioe oxisten dos genos do o-tubuling, TUB1 que es esoncial
y TURD. Entre los productos de expresidn sdlo oxiste un 80% de identidad. También en oste
caso pacecen ser isolipos intercambiables, ya que mutaciones en TUBI, gen esenciat, pucdon
complementarso con una mayor expresion de TUB3. Un proceso similar se ha descrito para

otras levaduras como Sehizosacchammyces pombe.

3.4.2.2. EJEMPLO DE FUNCION ESPECIALIZADA DE ISOTIPOS,
Hoyle y Raff (Hoyle y Raff 1990) han descrito la funcionalidad selectiva de isotipos

de f-ubulina en Dmsophyla.
Se han descrito 4 genes en Drosophyla melanogaster y se ha definido of patrén de
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expresion de tres de clios. il so expresa de forma amplia y predominante excepto en unos
pocos tepdos como lns células postmitdticas de la linea gorminal en el macho. P2 es
especifico de las células post-mitdticas de la linon germinal en el macho. 3 tiene un patrén
de expresion temporal y espacial complejo, si bien no aparece en células germinales. 33 es
un isotipo altamente divergente, con sélo un 72% de homologia con los otros isotipos, y
parece estar implicado en la formacién do microtibwlos citoplasméticos impticados en el
mantenimiento de la forma celular.

Cuando 33 se expresa en células germinales de macho, en ausencia de la isoforma
endogena [12, mantiene ol onsamblaje de una sola clase de microtabulos citoplasmaticos
transitorios listo parece ser consecuencia de una funcidn especializada dol isotipo [35. ya quo
en las células en las que se exprosa normalmente intorviene en oste lipo do estructuras.

Cumndo I3 se coexpresa con B2, no so alteran las funciones de 32 en el ensamblaje
del uso mitdtico, ni de microtibulos citoplasmdticos implicados en elongacién mitocondrial
y forma nuclear. Sin embargo cuando 3 se expresa en una proporcioén superior al 20% de
la [l-tubutina total, causa un defecto especifico del axonoma y origina un fonotipo estéril. Los
tubos dobles del axonemn adquieren caracteristicas morfolégicas dol par central sencillo y
los microtabulos nccesorios del axonema, quizds reflejo de la funcidn del isotipo B3 que
forma micratibulos citoplasmiticos sencillos.

3.4.3, REGULACION DE LA EXPRESION DE TUBULINA.

$e conoce desde hace tiempo que 1a sintesis de nove de tubulina in vivo esid regulada
negativamente por los niveles citoplasmaticos de tubulina no polimerizada (Ben, Farmer et
al. 1979; Cleveland, Lopata ¢t al. 1981). Esto mecanisimo do autorregulacion conllova un
descenso en ¢l nivel de mRNA de P-tubulina, por un aumento de la inestabilidad del mRNA
unido a ribosomas. Esta inestabilidad es un proceso posttraduccional ligado a la expresion
de los 4 primeros aminodcidos de las f-tubulinas, Mot-Arg-Glu-Ile. La secuencia de
nucleotidos no es importante per se y proteinas quiméricas en las que se introduce esta
secuencia, exclusiva de P-tubulinas, en su extremo amino se¢ hacen sensibles a este proceso

de autorregulacion (Yen, Machlin et al. 1988).
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11 exteemo amino naciente de la P-tubulina debe unirse a un factor celular para
inducir la inestabilidad de su mRNA, ya que su bloqueo mediante anticusrpos especificos
previcne ta autorregulacién. Inicinimente se pensd que este factor era ¢l propio dimero de
tubulma, peto no se ha detectado unién de un péptido correspondiente a la region B(1-12)

al heterodimero (Theodorakis y Cleveland 1992).

3.5, MODIFICACIONES POSTTRADUCCIONALES,
La tubuling puede sufrir diversas modificaciones post-traduccionales que aumentan

I heterogensidud v ¢l tipo do isoformas.

381, ACETILACION,

L'Hemault y Rosembaum (L'Hemnault y Rosenbaum 1983) observaron en
Chlamydomonas 1a presencia de dos subpoblaciones de a-tubulina, con distinte punto
isoeléctrico. Una es especifica del axonema, relaciondindola con la morfogénesis flagelar, y
la otra es su precursor. La forma saxondmicn se produce por una modificacion post-
teaduccional del precursor, pudiéndose marcar en prosencia de acetato titriado e inhibidores
de 1a sintesis proteica. Esta modificacion es reversible, tnl como ocurre durante la resorcion
flagelar (L'Hernault y Rosenbaum 1985).

La acetitacién de Ia o-tubulina se produce ospecificamente sobre ol grupo &-amino
de 1a Lys en posicion 40, siendo esta la unica modificacidn post-traduccional que se produce
fuera de la region carboxilo terminal de la tubulina (L'Hernault y Rosenbauny 1985; LeDizet
y Piperno 1986). La forma acetilada esth presente principalmente en la fraccion polimerizada,
sobre la cual parece producirso (Pipemo, LeDizet ot al. 1987).

El estudio inmunocitoquimico de la a-tubulina acclilada, gracias a anticuorpos
especificos frento a esta modificacién (Woods, Sherwin ot al. 1989; LeDizety Piperno 1991),
ha permitido relacionar en células de mamifero esta modificacién con subpoblaciones de

microtibulos resistentes a la despolimerizacion inducida por drogas, pero no por frio (LeDizet

16



introduceldn

M me o eae d i s et a e ab smteas e egersiEs m PR Rrarr 4 s e e te s e orrit g S e

y Piperno 1986, Piperno, LeDizet ot al. 1987).
3.5.2. TIROSINACION, DETIROSINACION Y TUBULINA NO TIROSINABLE.

La ct-tubuling es susceptible de entrar en un ciclo de eliminacién y readicién del
residuo do tirosina de su extremo carboxilo. Bste ciclo se produce tanto en los isotipos de ¢t
tubulina que codifican una tirosina en esta posicién terminal como los que carecen de ella.

La detirosinacién so debe a la accién de una tubulina carboxipeptidasa especifica. La
enama actia tanto sobre la forma polimerizada como sobre ol heterodimero, si biep es dos
A tres veces mas aetiva sobre la primera (Kumar y Flavin 1981).

1.a renchicidn del grupo tirosilo s realizada por una tubulina tirosina ligasa que actiia
preferentemente sobre Ia ci-tubulina soluble (Wehland y Weber 1987), siendo una reaccion
dependionte de AP,

In vitn, nin en condiciones plimas de tirosinacidn, ésta sélo se produco en el 50%
de la a-tubuhina (Paturle, Wehland et at. 1989). Esto puso en evidencia |a existoncin in vitro
de unn subpoblacién de a-tubulina no tirosinable, también observada in vive (Barra, Arco et
al. 1980 ). Paturle y col. (Paturle, Eddé et al. 1991) han caracterizado esta variante do a-
tubuling, que no reacciona con anticuerpos especificos de las formos tirosinadas y
detirosinadas. La o-tubulina no tirosinable esth modificada post-traduccional monte y carcce
del dipéptido carboxilo terminal Glu-Tyr. Se ha propuesto que la eliminaciéon del residuo
Gilud SO impedirin la actuacién do la wbulina tirosina ligasa y asi osta poblacién no ontraria
en el ciclo de tirosinacion detirosinacién. Por ¢f momento se desconocen los mecanismos
enzimdticos implicados en esta modilicacion post-traduccional proponiéndose dos posibles
rutas: una a partir de la forma detirosinada mediante la participacion de carboxipeptidasas;
otrn posibilidad es que se produzca directamento a partir de la forma tirosinada mediante una

dipéptido carboxipeptidasa.

3.5.3. FOSFORILACION,

Es conocida la capacidad de la tubulina de ser fosforilada por diversas enzimas. Una
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proteina kinasa dependiente de Ca*-calmoduling es capaz de fosforilar ambas subunidades
de tububina La fosforitacion se Jocaliza en la region carboxilo terminal, aparentemente en
residuos de Sor La fosforilacion inhibe ln capacidad de polimerizacion in vitro asi como la
capacudad de umdn a MAP2 (Wandosell, Serrano et al. 1986).

Serrano v col. (Serrano, Diaz Nido et al. 1987) han descrito la fosforilacion do la -
tubulina por In casein kinnsa 1. sta se produce en un residuo de Ser do Ia region carboxilo
terounal, v a diferencin de In anterior la forma fosforiladn mantiene la capacidad de
polimenzacion

Se ha dexcrito que el producto del proto-oncogén mos, denominado pp39™*, es una
proteing kinasa que se asocia a [a tubuling, proferentemente a la subunidad f3 a la que
fosfonta (Zhou, Oskarsson et al. 1991), Asimismo la proteina pp60c-sre ¢s una tirosing
kinasa, exprosada preferentemente en tejido neuronal embrionario, capnz de fosforilar la
tubuling (Matten, Aubry et al. 1990).

En el sotipo (11 se ha identificado con precision la Scrddd como el punto
mayontanoe de fosforilacién, y en menor medida la Tyr437 (Alexander, Hunt ot al. 1991).
Este isotipo se caracteriza por tener una regidn carboxilo terminal menos acidica. La
fosforitacion aumenta lu carga nogativa de osta regidn. El significado funcional de esta
modificacion se desconoce, lu unica relacidn descrita es el acompadamiento de la
fosforilacion a la induccion do la diferencincion on células de neuroblastoma (Gard y
Kieschnor 1985).

3.8.4. POLIGLUTAMILACION.

Se¢ ha descrito la incorporacién post-traduccional de residuos de glutamato a la
tubuling En los isotipos de a-tubulina mal y ma2 se ha observado la presencia de 1 a 5
residuos de glutamato unidos covalontemonto a través dol grupo y-carboxilo del residuo
GluddS. Esia modificacion os mayoritaria en la a-tubulina neuronal (Bddé, Rossier et al.
1990). El estudio de Ia estructura de la cadena poliglutamilada revela que on las formas bi-
y triglutamiladas las uniones entro los residuos glutantilo se produce a través del grupo a-
carboxilo (Redeker, Le Caor of al. 1991).
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Las fH-tubulinas también son susceptibies de sufrir glutamilacién. Se ha doscrito la
adicton de 1 a o residuos de glutamato sobre of Glud3g del isotipo neuronal B-111, siendo
mayuvntarias en cerebro bovine adulto las formas glutamitadas (Aloxander, Hunt ot al. 1991).
Tambidn so ha observado glutamilacién en el rosiduo Glud3$ del isotipo 11, mayoritario en
cerebro (Redeker, Melki et al. 1992; Ridiger, Plessman ot al. 1992).

La pohglutamilacion de la tubulina es independiente do otras modificaciones poste
traduccionales  La a-tubulina puede cntrar en el ciclo de tirosinacién detirosinacién
independientemente de su grado de glutamilacién. La mayor parto de la forma tirosinada esth
también glutsnnluda (Kddé, Rossier et al. 1992). Aproximadamente el 10% de las formas
glutamilndas de la clase 11 de P-tubuling estin también fosforiladas (Aloxander, l-lt;nt et al.
1991)

La distribucion de la poligiutamilacién de la tubulina en diferentes tojidos ha sido
posible graciax u ln obtencion de un anticuerpo especifico, GT35S, que reacciona con los
mobvos monoglutamilades con o grupo y-carboxilo libre, principalmente de la a«tubulina
y con menor alinidad de In [} (WollTl, de Néchaud et al. 1992). En cercbro, tanto en neuronas
como en célulns gliales, so ha observado glutamilacion en - y f-tubulina. Si embargo on
teyidos no neuronnles la glutamilacion parece estar restringida a la cadena .

3.55 POLIGLICILACION.

Recientemente s¢ ha descrito un nuevo lipo de modificacién post-traduccional,
detectada en In regidn carboxilo terminal de tubulina do axonema de Paramecinm. Las
cadenas de «t- y [l-tubulina estn modificadas por la adicién do 3 a 34 residuos do glicina.
Potencinlmente Ia poliglicilacion se produce en los residuos Glud4s de a-tubuling y Glud3?
de 3, si bien no se oxcluye la posibilidad.de quo se produzea también sobre otros residuos
acidos de I region carboxilo terminal. Esta modificacién es detectadn especificamente por
ol anticuerpo policlonal anti-PA y por el monoclonal AX049, Su uso parece indicar que la
poliglicilacién puedo ser una modificacién do axonemas tanto do protozoos como de
metazoos. Asimismo esta modificacion parece estar asociada a sisiemas de microtibulos
estables. La estabilizacion podrin deberse a un descenso en el cardcter dcido dol extremo
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carboxilo de In tubwling (Redeker, Levilliers ot al. 1994),

3.6, EL SIT10 DE UNION DE NUCLEOTIDO,

La wbulna une dos moléculas de nucleotido de guanina por cada hoterodimero
(Weisenberg, Borisy ot al. 1968). Una molécula no intercambiable de GTP en la subunidad
o (Cicahlen y Haley 1977) y que sélo puede ser eliminada por desnaturalizacién de la
proteina (site N), y unn moléeula intereambiable que puede ser de GDP o GTP en la
subumdad [} {sitio 1) (Nath, Bagle et al. 1985), que se vuelve no intercambiable en ;l estado
ensamblaclo, '

La identilicacion de lns regiones implicadas en ol sitio de wnion de GTP se ha
abordudo teaticamente medianto la biisqueda de secuencias consenso de zonas implicadas en
In unidn de nucleotido en proteinas que unen GTP y en proteinas que unen otros nucleatidos
como ATP, observandose homologias con ostos dos tipos de protelnas. Se han obtenido
evidencias directns do esta internccidn principalmonte mediante folomarcaje y mutagénesis

dirigida.

La supuesta similitud estructural de la tubulina con proteinas de la superfamilin de
las G'TPasns estd apoyada por In presencia de tees rogiones, conservadas en Jas tubulinas, con
homologla con los sitios de unidn: dos estdn implicadas en la unién de fosfatos y una se
relaciona con Ia interaccién con la base pirica (tabla 1).

La region 102-109 de f-tubulina se ha identificado habitualmente (Sternlicht, Yaffe
et al. 1987) con el motivo de secuencia GX ,GK(S/T), que forma parto del sitio do unién de
nucleotido en proteinas de In superfamilia de las GTPasas (Bourne, Sanders et al. 1991). Para
Ia corrocta identificacién es preciso invertir el sentido de lectura de la secuencia. En la
GTPasa p21™ osta rogidn es un bucle que enlaza un segmento f§ hidrofdbico con una ot~
hélice anfipatica. Hidrogenos de grupos amino de la cadena principal de esta regién y el
geupo ¢-amino do la Lys interaccionan con los fosfalos ot y B del GTP y GDP. La mutacién
de Lysi03 por unn Met no afecta significativamente la actividad GTPasa de f-tubulina de
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Succharimeey cerevisiae (Davis, Sage et al. 1994). Sin embargo {a sustitucion de Lys por
Met en el motvo GNLGRST) de p2 1" reduce su actividad GTPasn (Sigal, Gibbs et al.
t9R6) Tambien se ha estudiado la transcendencia de la Thrl107, ya que osta posicion del
motive modula fa actividad GTPasa en otros miembros de ta superfamilia (Valencia, Chardin
et al 191} La susutucion de Thei0?7 por Gly, Lys o Trp en P-tubuling de N. cerevisiae
conlleva un aurmento de Ia actividad GTPasa y un consecuente aumento de Ia concentracién
critica de polimerizacidn. En consecuencia se ha propuesto la equivalencia funcional de la
repran FO2-109 do f-tubuling con el motivo de las GTPasas, a pesar de aparecer invertido

(Sage, Davis et al 1991, Davis, Sage et al. 1994).

Tabla 1. Regionas do pAubulina con homologia de socuencla con molivos de unién de nuclieolido on

GTRanns.
Rogion Socuencia Tubulina*® Muolivo lunclonal Funcién
Tubtilina® Sacusncla consenso®
13102-109) AKGHYTEQ GxxxxGK(S/M) Unidn de fosfatos ce y
ORISR
invertido
[H(203-208) NEA DxxG Unlbn de fasfalo-y {Gly)
Unldn de Mp™ (Asp)
11295.301) DAKNMMAA 0000{N/M(K/Q)xD Unldn de guanina
st R
liwarlido
N58.67) KYVPRAILVD Unidn de guanina on ol

factor de clongacién Ty’

* Secuencia de [i-tubulina de cerebro porcino (Krauhs, Little ot al. 1881).

* Los rasiduos subrayados Indican las posiclones colncldentos con la secuencia consenso del
motiva.

< indiea un residuo variable, "o' indica un reslduo hidrofébico.

4 (Ia Cour, Nyborg el al. 1985).
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Lo secuencia *"DNEA™ de B-tubulina so ha identificado con el motivo de secuencia
DX,G, conservado en todas 1o GTPasas. La sustitucion de la Gly por Ala se considera un
combio conservativo. En p21 ol Asp de esta region so une al Mg*' catalitico a travéds do una
maléculn de ugua, ¥ ol grupo amino de la Gly forma un puente de hidrogeno con et fosfato
y del GTP. Lo mutacién del Asp203 por Asn en B-tubuling, oxpresada en lisado de
reticuloento de congjo, reduce la afinidad de la union de nucleotido sin alterar la especificidad
ni la necesidad do Mg® en ln unién del GTP. Si bien este mutante parece tener
perturbaciones  conformacionales, fos resultados de unidn de nucleotido descartan una
interacoion especifica del Asp203 con el Mg™ coordinado con el GTP (Farr y Sternlicht
1992) La sustitucion del Asp203 por Ser en B-tubulina de . cerevisiae no altera la afinidad
por ¢l GTP, m la Wdedlisis asociada al ensamblaje, ni los pardmetros cindticos do ln
polimenzacion in vitro. Si la region ““DNEA* de f-tubulina estuviera implicada on la
coordinacion del Mg®, tanto ta unién como la hidrolisis del nucleotido deberian alterarse. En
consecuencii esta rein no s equivalente nl motivo DxxG presente en otras GTPasas (Sage,
Dougherty et al. 1995).

L rogién de interaccion con la guanina on GTPasas consiste on cuatro residuos
hidrolbbicos seguidos de ta secuencia consenso (N/THK/Q)XD (Bourne, Sanders et al. 1991).
En fetubuling se ha identificado este motivo con a regién 295-301, para lo cual es prociso
invertir ¢l sentido de lectura de la secuencin. En Ia estructura de p21™ esta secuencia forma
un segmento hidrofébico de ldmina b seguido de un bucle hidrofilico. Mutaciones en esta
region de las protelnas p21 y EF-Tu reducen marcadamente la afinidad de unién del GTP
(Signl, Gibbs ot al. 1986). La sustitucibn del Aspl38 por Asn en EF-Tu cambia su
expecificidad hacia la unidn del nucleotido wrifosfato do xantina, XTP (Hwang y Miller 1987).
Do forma aniloga Ja mutacion del Aspl19 por Ala en p21™ cambia su especificidad hacin
nucleotidos de inosina, UTP (Sigal, Gibbs et al. 1986). La mutacién el Asp29S por Asn en
(-tubulina no afecta la afinidad por of GTP y el GDP respecto a In forma silvestro,
sugiriendo quo osto residuo no participa on la unién del nucleotido (Farr y Sternlicht 1992).
En etubulina do 8. cerevisiae la sustitucién dol Asp295 por Asn no altera apreciablemente
I afinidad de unién de! GTP, ni se observa una mayor afinidad por XTP. Las mutaciones
del Asn298 por Lys o Gln tampoco alteran la unién del GTP (Sage, Dougherty ot al. 1995).

22



introduccidn

B I I R R e

Opuestumente la sustitucion det Asnt19 por Lys en p21™ suprime la capacidad de unit GTP
en esta proteina (Clanton, Hattori ot al. 1986). En consecuencia se ha propuesto que la region
295298 de fi-tubulina no pasticipa directamente en la unién del nucleotido o al menos no
lo haco de forma equivalente al motivo (N/T)(K/Q)xD presente en numerosas GTPasas (Sage,
Doughorty et al. 1995),

Por comparacidn con la secuencia de EF-Tuy, so ha propuesto que una cuarta regién,
correspondiente a las posiciones 58-67 do f-tubulina, estarfa implicada on la unién do la
guaninn del nucleotido (Linso y Mandelkow 1988). Sin embargo esta regidn esth poco

conservadu en las tubulinas.

Un modelo alternativo supono que la tubulina esté relacionada con proteinas que unen
otros nucleotidos, concretamente ATP/ADP. Se detectan 4 o 5 regiones con homologfa con
motivox funcionales implicados en fa unién de la base, 1a ribosa y los fosfatos dol nucleotido
(1abla 2),

La regidn 140-146 de B-ubulina contiene una secuencia rica en Gly, GGGTGSG,
carncteristica de las tubulinns y de la proteinn bacteriana Ftsz. Se ha relacionado con la
secuoncin GX,GXG que forma parte del motivo de Rossman presente en proteinas que unen
ATP/ADP (ver (Schulz 1992)). Este motivo estd implicado on la union del fosfato y la
regulacion del acceso del nucleotido. Estructuralmento se trata de un bucle flexible que
enlaza un clemento de ldmina B con una a-hélice.

En protoinas que unen ATP, la unién del Mg®* implicado on la interaccién del
nucleotido trifosfaio se produce a través de los residuos 4cidos de la socuencia consenso:
*hidrofébico-variable-aromatico-variable-Acido* (Burke, Rajasekharan ot al. 1990). En fp-
tubulina la regidn 220-224, altamento conservada, es homéloga con este motivo. La mutacion
del residuo Asp224 por Asn reduce la alinidad por el GTP en presencia de Mg®, mientras
que no altern 1n afinidad por el nucleotido trifosfato en ausencia del entién. El Asp224
participa directamente en la unién del Mg® o se localiza en las proximidades. Este rosultado
sugiore la relaciéon evolutiva de las tubulinas con las proteinas que unen ATP (Farr y

Sternlicht 1992).

Se¢ han descrito varios estudios de localizacién mediante fotomarcaje de regiones de
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tububini implicadas en el sitio de unién de nucleotido. La incorporacion por fotonfinidad
directa de [“P) GTP se produce mayoritariamente en ¢l péptido 63-77 de P-tubulina (Linse
y Mandelkow 198R). Esta regién ticne homologla de secuencia con Ia parte del sitio de unidn
de nucleotido proxima a la base en el factor de elongacién Tu (Leberman y Egner 1984). La
union covalente por fotoafinidad del derivado [y@P) 8-azido-GTP se produce principalmente
en ¢l fragmenta 63-72 do fi-tubuling (Kim, Ponstingl et al. 1987). Este resultado apoya la
Wipatesis de que esta region de la cadenn b interacciona o estd proxima a la purina del
aucleotide unida.

Otrox resultados identifican on la regidn 155162 de B-tubulina el punto mayoritario
de totomarcaje directo con (" P) GTP (Hesse, Thierau et al. 1987). Aunque esta re‘gibn no
muestra homologia con los sitios de unién de nucleotido, estd préxima a la secuencia rica en
Gly, supuestamente implicada en la unién del fosfato del nucleotido o en la regulacién de
su acceso, por homologia con proteinas que unen ATP. Este resultado esta en discrepancia
con ¢l ubservado por Linse y Mandelkow (ver arriba). Ambos resultados se reconcilian
suponicndo que en ¢l estudio de Hesso y col. of fotomarcaje se produce a través de In ribosn
del nucleotido.

En un reciente estudio de fotomarcaje de tubutina con [*H) GTP so ha identificado
la Cys12 de la cadena § como ¢l punto de unién mayoritario (Shivanna, Mejillanos ot al.
1993). Asimismo ol péptido 3-19 de B-tubulina es Ia regién mayoritariamente fotomarcada
con ¢l derivado [YPP)-8-azido-GTP (Jarayam y Haley 1994). La sugerencia de quo la Cysl2
de -tubuling forma parto del sitio de unién del GTP estd apoyada por anteriores estudios de
entrecruzamiento quimico. Bl roactivo bifuncional N',N'-ctilen-bis-iodoacetamida enlaza la
Cys12 con In Cys201 o la Cys211, do P-tubulina, s8lo si se elimina ol GTP del sitio de unién
E o sitiw intercambinble (Little y Luduefia 1987).
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Tabla 2. Regiones de \-lubuline con homologia de secuencla con motivos de unlén de nucleotido en

ATPasas.

Ruogion
Tubuling?

Secunncia Tubuling®®

Motivo funcional Funcldn
Secusncia consenso®

G770

[{(140-146)

P178-181)

M220-224)

24024 4)

DLEP

GQGTGSG

TWE

PTYGR

LRFPG

Unidn de guanina

QaxGxG Unlén de foslato o
Regulaclén acceso
nucloolido

Untdn de ribosa

Hidrofébico-X-Aromatico-  Unién de Mg*
X-Acldo

Unidn de guanina

* Secuencia de J-lubulina de cerebro porclno (Krauhs, Litlle ot al. 1981},
* Los rosiduos subrayados Indican las posiciones ceincldentes con la secuencla consenso del

motivo,

¢ x indlea un rosiduo varable.
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4. PROTEINAN ASOQCIADAS A MICROTUBULOS.

Cuando se purifican microtibulos mediante ciclos de ensamblaje-desensamblajo se
observa que Junto a ln tubulina copurifican una serie de protoinas denominadas genéricamente
proteinas asociadas a microtiubulos (MAPs) (Sloboda, Rudolph ot at. 1975). Estas proteinas
afectan u Ia funcion de los microtibulos, regulan la polimerizacién y despolimerizacién de
éstox, ¥ lu mternceidn de los microtibulos con otros elementos del citoesqueloto (Valleo
1990). Mediante microscopin electronica se ha observado que las MAPs aparecen como
proyecciones delgadas y {ibrosas sobre la superficie de los microtibulos (Murphy y Borissy
1975). So distinguen principalmente 4 tipos de MAPs: MAP 1, MAP 2, MAP 4 y factor Tau.

Las MAP 2 son proteings de alto peso molecular, ¢, 280 kD, que se caraclerizan por
sor inusunlmento termoestables permaneciendo soluble dospuds de hervir una preparacién de
microtibulos (Fellous, Francon et al. 1977). Son protelnas alargndas y fibrosas, con un
pequeio dominio de unidn a microtibulos y una larga “cola”. La union a los microtGibulos
parece que se produce u travds de J secuencias conservades, de 18 aminoédcidos separadas
por espacindores de 13 residuos menos conservados (Lewis, Wang et al. 1988). Se han
observado secuencias similares en tau (Lewis, Wang ot al. 1988) y en MAP 4 (Aizaws,
Emori ¢t al. 1991).

La region de la tubuline implicada en la interacciébn con las MAPs se localiza en el
extremo curboxilo terminal. Péptidos correspondientes a las secuencias de tubulina o(430-
441) y [3(422-434) inhiben la polimerizacién inducida por MAPs y la unién de MAP-2 y tau
(Maccioni, Rivas ot al, 1988). Cuando la tubulina es digerida selectivamente por subtilisina
on ol oxtremo carboxilo se inhibo la unién de MAP 2, indicando que en los fragmentos
eliminados se localiza el sitio do unién (Serrano, Avila et al. 1984). Si bien Melki y col. han
obseevado que ln digestidn con subltilisina no inhibe totalmente la unién de MAPs lo que
sugeririn que In unidn no se restringe oxclusivamente al extremo carboxilo (Melki, Kerjan

ot al. 1991).

26



Introduccidn

5. MOTORES MICROTUBULARES,

Los motares microtubulares son proteinns que utilizan los microtubulos como soporte
para transporiar sobre ollos componentes celulares internos. Existen dos tipos fundamentales
de motores miceotubulares, cada uno incluye diversos miembros con funciones especializadas.
Un grupo son las dineinas citoplasmaticas (Vallee y Shpetner 1990), ol otro es I familia de
las kinesinns (Hoyt 1994),

Las dinoinus citoplasméticas son motores que se desplazan hacia el extremo de
crecimiento lento de los microtibulos (Paschal y Vallee 1987). Las dineinas prosentan en su
secuencia maltiples secuencias consenso con motivos ¢de unién de nucleotido (éibbons.
Gibbons et al. 1991), y prosentan actividad ATPasa, cuya hideélisis ciclicn es la baso del
movinuento siendo Ia liberacién del ADP ln etapa cindticamenic limitante (Holzbaur y
Johnson 1989). La dineina pavece interaccionar con el extremo carboxilo terminal de In a-
y la fi-tubuling, compitiendo por ¢l mismo o por un sitio de unién préximo al de la proteina
asocinda a mucrotibulos MAP2 (Paschal, Obar et al. 1989).

La {amilin do las kinesinas so caractleriza por que sus miembros comparten un
dominio motoer comun, en ¢l quo hay regiones altamento conservadas implicadns en la unién
de ATP y en ln interaccién con los microtitbulos. La kinesina se desplaza del extremo de
crocimiento lento de log microttbulos al rapido, gracias a un proceso ciclico de unién de
ATP, hidrolisis ¢ intercambio del producto (Gilbert, Webb ot al. 1995). La kinesina
interncciona preferentemente con la f-tubulina (Song y Mandelkow 1993; Kikkawa, [shikawa
ot al. 1994), a partir do estudios de microscopla electrénica de microtibulos decorados con
el dominio motor do In kinesina, se ha propuesio que la unién se produce en Ia crosta de los
protofilamentos  sugiriendo quo ol movimiento so produce a lo largo de un uUnico
protofilamento (Hirose, Lockhart et al. 1995; Kikkawa, [shikawa et al. 1995).

6. LA PROTEINA DE DIVISION CELULAR BACTERIANA FisZ

El gen f1sZ forma parte de los genos de "filamentacidn sensible a temperatura® en
Escherichia coli. Su producto de expresion, FisZ, es un componente esencial de 1a maquinaria
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de division celular (de Boer, Cook et al. 1990). La sobraexpresion de FtsZ conlleva una
estimulacion de la division bacteriana en los polos celulares y un fenotipo caraclerizado por
la formacion de minicétulas anucleadas (Bi y Lutkenhaus 1991). La inhibicién de FisZ,
mediante los productos de expresion de SulA y MinCD, paraliza la divisién colular y
produce la consecuente filamentacién (Bi y Lutkenhaus 1993).

Mediante  inmunomicroscopla  electrdnica se ha  obsorvado que FisZ estd
uniformemente distribuida en el citoplasma do las células cuando éstas no se estdn
dividiendo FitsZ se concentrn en un anillo citokinético en la zona de division en £ coli y
Racillus subnlis. Este anillo se forma antes do apreciarse I invaginacion y no desensambla
hasta completarse la division (Bi y Lutkenhaus 1991). En base a esta localizacion ciinémica
se ha propuesto un modelo on el que FisZ autoensambla en una estructurn anular en la zona

de division celular (Lutkenhaus 1993),

6.1. UNION F. HIDROLISIS DE NUCLEOTIDO,

En ausencin de nucleotidos exdgenos FisZ copurifica con GDP unido de forma no
covalente, con unn estequiometria de ~0.7 mol de nucleotido por mol de FisZ (RayChaudhuri
y Park 1992} Ein extractos colulares de . coll el folomareaje de FisZ con [0-**P) GTP es
inhibido por un exceso de GTP o GDP no marcados, mioniras que dGTP, GMP, ATP, CTP
y UTP no lo inhiben. La copacidad de unir GTP se mantiene en Ia proteina purificada y
requiere la presencin de un catidn monovalente, Na* o K', pero no de Mg (de Boer,
Crossley ot al. 1992; RayChaudhuri y Park 1992; Mukherjes, Dai of al. 1993).

FisZ presenta actividad GTPasa que s dependiente de la concentracién de proteina,
lo que swuere que la hidrolisis de GTP a GDP osta relacionadn con un proceso de
autoasocincion (de Boer, Crossley ot ol. 1992; Mukherjes, Dai ot al. 1993; Wang y
Lutkenhaus 1993), Bn FisZ do E. coli se detecta un retraso en la aparicién de esta actividad
in vitro, en la proteina purificada do 8. swbiilis cste retraso no se observa (Wang y
Lutkonhaus 1993). En presencia de un exceso de BDTA se inhibe la actividad GTPasa, lo
que indica la necesidad de Mg® para la hidrdlisis del nucleotido (RayChaudhuri y Park
1992). que también requicre la presencia de potasio (Mukhorjee, Dai et al. 1993). So ha
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propuesto la presencin de dos etapas en el proceso de hidrélisis: una primera etapa de
activacion que requicre la unién del nucleotido, y por lo tanto no requiere la presencia de
Mg*, su duracion depende de la concentracion de proteina; una segunda etapa catalitica que
requicre Mg* (de Booer, Crossley et al. 1992).

4.2. POLIMEROS DE FISZ IN VITRO).

Recientemente so ha demostrado que FisZ ensumbla in vitro en dos tipos de formas

poliméncas

Formacidn de tubos,

So ha descrito In polimerizacion de FisZ en estructuras tubulares in vitrw (Bramhill
y Thompson 1994). La polimerizacion es dependiente de GTP y Mg®. Ni el dGTP ni o) ATP
sustituyen al GFTP. GDP y GTP-yS se unen a FIsZ pero en su presencin no so produce
polimerizacion (de Boer, Crossley ot al. 1992; RayChaudhuri y Park 1992). Como la
polimerizacion se realiza en presencin de potasio, presumiblemente el GTP se hidroliza. La
formacion de tubos se carncteriza por ser muy rpida, el platé se aleanza en ~2 segundos,
siendo In velocidad inicinl de polimerizacién mucho més ripida que la descrita para In
polimerizacién de tubulina. El inicio de la polimerizacién no presenta retardo.

Estos polimeros parecen ser estructuras tubulaces huecas de ca. 15-17 nm do didmetro
y ¢n. 20 pm de longitud. A partir do tincién negativa con acetato de uranilo se observan
astriacionos paralelas longitudinales, Las subunidades parecen ser esforas do ca. 3.5 nm.

Formacion de filamentos o protofilamentos.

En ausencia de GTP, FisZ forma particulas de 5 a 15 nm, mayores de lo esperado
para mondmeros de FisZ. Tras la incubacion con GTP a 37° C se observa 1a presoncia de
fibras do longitud variable con un didmetro calculado de 7 nm. La formacién de estos
filamentos no parece requerir la hidrélisis del GTP ya que so observan estructuras similares
en presencia de GTP-yS. El mutante FtsZ2, que une GTP pero no lo hidroliza, mantiene la
capacidad de polimerizacion. FtsZ3 es un mulanie que no une GTP y no polimeriza
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(Mukherjee ¥ Lutkenhaus 1994),

Cuando FtsZ se incuba a 37° C en presencia de DEAE dextrano y GTP o GDP se
observa otro tipo de estructuras, filamentos o tubos, de ca. 18 nm de didmetro. La morfologia
de estas palimeros pacece diferir de la observada por Bramhill y col. (Bramhill y Thompson
1994). No hay formacion do filamentos en presencia do GMP ni ATP ya que estos
nucleondos no se unen a FisZ (Mukherjee, Dai et al. 1993).

L.a presencia de estos dos tipos de filamentos indica un polimorfismo en el ensamblaje
o bien los filamentos delgados de 7 nm, acthan como protofilamentos de los gruesos de 18
nm.

4.3, ROMOLOGIA DE SECUENCIA ENTRE FISZ Y TUBULINA.

In lus estudios que describicron 1a unién e hidrélisis de GTP por FisZ se indic la
presencia de una secuencin rica en Gly caracteristica de Familin de las tubulines (de Boer,
Crossley ot nl. 1992; RayChaudhuri y Park 1992; Mukherjee, Dai ot al. 1993). Una
comparacion mas exhaustiva do las secuencias ha demostrado semejanza significativa entro
los 260 primeros residuos de las tubulinas y 220 residuos de FtsZ. Quo la zona de similitud
se limite a la regidn amino sugiere que esta parie contiens los niotivos esenciales para la
unidn ¢ hidrdlisis del GTP (Mukherjee y Lutkenhaus 1994).

Dostacan tres regiones do las secuencias de FisZ que presentan homologla con otras
tantas de tubulina y con motivos quo participan en la unién do nucleotido en proteinas que
unen GTP o ATP (tabla 3).

Como se ha indicado la zonn de mayor similitud de secuencia entre FisZ y tubulina
es In regidn rica en Gly, potencialmente implicada en la unién del fosfato o la rogulacién dol
acceso de GTP en tubuling, por similitud con protcinas que unen ATP. La secuencia
consenso en tubulina os (G/A)GGTGSG y la correspondiente en FtsZ es GGGTGTG,
observandose sblo el cambio conservativo de Ser por Thr. El mutante FisZ84 en el quo la
Gly10S, primera del motivo, ¢s sustituida por Ser, se caracloriza por carocer de actividad
GTPasa (de Boer, Crossley et al. 1992; RayChaudhuri y Park 1992). Significativamente este
mutante presenta actividad ATPasa dependiente do Mg®. La afinidad por el ATP y su
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cindlica de hidrolisis son menares que las observadas en la forma silvestre con el GTP. s
un case vareo de conversion de GTPasa en ATPasa por una mutacién puntual (RayChaudhuri
y Park t9) En el mutante Fis23 la Thrl08, en of centro del motivo, se ha sustituido por
Ala. Esta mutacion reduce la unién det GTP y pricticamente abole la hidrolisis del GTP
(Mukherjee, Dav et al. 1993, Dai, Mukherjee et al, 1994).

La region 00-72 de FisZ de X coli, KGLGAGA, se considera homéloga a la
secuencin KGHYTEG de f-tubuling, Ambas se identifican con el motivo de unién de fosfatos
ay [ del nucleotido en proteinas que unen GTP, si bien presentan orientacidn inversa.
Existen evidencias experimentales de la implicacién de este motivo en la unién e hidrolisis

de GTP en [tubuling (ver antey).

Tabla 3. Regiones de FisZ con homologla con reglones de tubulin,

FtaZ Tubuling Homalogla con olras protelnas que
- unen nucleotido

Region® Secuoncia Ragion® Socuencla

105112 GGGETATGA 140-146  {G/A)GETGIS/A)G | Molivo de unldn de fosfalo o
regulacién de acceso del
nuclaotido en protelnas que unen
ATP,

6672 KOGLOAGA 101109 KGHYTEG Motivo do unidn de foslato en
proteinas que unen GTPR,

208.212 VDFAD 220-224 PTYGD Molive de unidn do Mg™ en
proleinas que unan ATP.

* Sacvencin do FtsZ do £ coli (Yl y Lulkenhaus 1085),
¥ Secuencia de [-tubulina de carebro porcing (Krauhs, Litle et al. 1981).

31



Introduccldn

Larepion 208-212 de FisZ de £ coli, VDDA, presenta homologia con el motivo,
"hidrotobico-vanable-aromatico-variable-acido", de union de Mg*" coordinado al nucleotido
et protemnas que unen ATP Este motivo también esta presente en tubulinas. En el mutante
FtsZ.2 el Asp210 se sustituye por Gly. FisZ2 une GTP pero no lo hidroliza. En FisZ silvestre
la unton de GTP ne requiere Mg™, pero Ia hidrdlisis si. Por carecer de actividad GTPasa, se
ha propuesto que FsZ2 tiene alternda In capacidad de wnion del cation, el cual
presunublemente interacciona con esta regidn a través de Asp212 (Dai, Mukherjee et al.

190.0)

32



Objetivos



Objutivos

Determunacion precisa de las zonas de las secuencias de - y B-tubulina localizadas

en la supetficie del heterodimero afd v necesibles al ataque de proteasas.

Dreterminacion de las zonas de la tubuling que se localizan en la superficie de los
microtubulos vy de aquellas que estando expuestas en el heterodimero se ocluyen como
eonsecucnvin del ensamblyje

Determinacion de las zonas de la tubulina que se localizan on la superficie de las

hojas mducidas por Zn® v de aquellas que no son accesibles a profeasns en estos polimeros.
Predicaion de la estructura secundaria y supersecundacia de la tubuling a partir del
andlisis de ks maltiples secuenctas de tubulina deseritas y su combinacion con datos

experimentiles

Extudio de la posibles homologias estructurates entre tubulina y I proteina de division

celular bavteriana Fis?,
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L. MATERIALES,
L1, LIGANDOS Y PRODUCTOS QUIMICOS.

La acrilamida, la N,N*-metilen-bis-acrilamida, el persulfato aménico y la N,N,N',N*
tetrametil-ctilen-diamina fueron de Bio-Rad. La glicina, ol MES, ¢l SDS fueron de Sigma.
El Sephudex (25 y ol DEAE Sephadex A-50 fueron de Pharmacia. El DTT y el GTP (sal
dilitica) fueron de Boeringher Mannheim. El Tween-20 fue de Fluka. El cloruro de calcio,
el cloruro de magnesio, el cloruro de zine, ol hidrégeno-fosfato sédico, el dihidrégend-fosfato
sddico, el gheerol, ol DMSO, ol fmercapto-etanol, ol metanol (grado para HPLC), el Acido
tioglicolico v el acetato de uranilo fueron de catidad analitica de Merck. Todos los demds
productos usadus, salvo indicacidn expresa, fueron do Morck en grado analitico o mejor

l Taxol' fue donado por of National Cancer Institute, N.LH. (Bethesda, MD, EEUU).

1.2, TUBULINA: PURIFICACION Y CUANTIFICACION,

La tubulina se purificé a partir de cerebro do choto por ¢l procedimiento de
Weisenberg modificado (Weisenbery, Borisy et al. 1968; Lee, Frigon ot al. 1973; Andreu y
Timasheft 1982) y se almacend en nitrdgeno liquido. Las concentraciones de tubulina se
determinaron espectrofotométricamente en un ospectrofotémetro Hitachi U-2000 empleando
el sigmonte coeficiente de extincién on tampén 10 mM fosfato, 0.5% SDS, pH 7.0
Epn=1 07 L gt em* (Andreu, Gorbunoff et al. 1984). Las concentraciones muy bajas de
tubulina se mmdicron espectrofluorimétricamente en tampén 10 mM fosfato, pH 7.0,
empleando un espectrofluorimetro Shimazdu RF-540, se excitd a 280 nm (anchura de banda
S nm) y la emisién se midid a 320 nm (anchura de banda 10 nm), se calibrd con soluciones

patrén de wbulina de concentracién conocida.

A e it -

' La palabra "Taxol" es una marca regisirada de Bristol-Myers Squibb, que ofrece a
cambio el término paclitaxel. Ver "Names for hi-jacking" Nalure 373:370 (1095)
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1.3, PROTEASAS

La uipsina tipo XHI tratada con TPCK (Lote N° 100H8130), Ia o-quimotripsina tipo
VI tratada con TLCK (Lote N® 921°8045), la clostripalna (Lote N° 47F0429), In termotisina
tipo X (Lote N* 43F-0248) v la subtilisina (Carlsberg) tipo VIII (Lote N° 54F-0230) fueron
de Sigma La elastasa de pancreas bovino (Lote N° 12573721-11), Ia endoproteinasa Lys-C
(Lotes N" 1220792022 v N® 12481828-24), 1a proteinasa K (Lote N° 14241922-51) y Ia
endoproteinasa Asp-N grado do secuenciacion (Lote N° 14168324-21) fueron de Boehringer
Mannheim La proteasa V& (de Staphylococens aurcus) (Lote N° 0301) fue de 4CN, Ia
bromelaina (Late N° 013790) fue de Calbiochom y la papaina (latex seco) fue de Koch-Light
Laboratories Los coracteristicas de las proteasas empleadas so indican en la tabla 4.

La clostripaing se disolvid en tampén 10 mM NaPi, 1 mM CaCl,, 2.5 mM DTT, pH
7.0, a vna concentracion de 1 my/ml, y se activd duranto 2 horas a 25° C.

La endoproteinasa Lys-C se disolvid a una actividad de 20 U/ml en tampén 10 mM
Nabi, pli 7.0,

La termolisina se disolvié a 1 mg/ml en tampén 10 mM NaPi, 2 mM CaCl,, pH 7.0.

La papaing se preparo disolviendo | mg/mt de ltex seco en tampdn 10 mM NaPi,
pd 7.0, y se clurifico medinnte centrifugacion.

La endoproteinasn Asp-N grado de secuenciaciébn se resuspendid segin las
indicaciones del fabricanto obteniendo una solucién 0.04 mg/ml en tampén 10 mM Tris-HC),
pH 7.5.

Lil resto de las proteasas so prepararon por disolucién a 1 mg/ml en tampédn 10 mM
NaPi, pll 7.0 Todas las soluciones asi preparadas se guardaron a -20° C hasta su uso y so

descartaron una vez descongeladns, excepto pars las ondoproteinasas Lys-C y Asp-N.
14, INHIBIDORES DE PROTEASAS

El PMSF fue do Calbiochem y la iodoacetamida y el EDTA fue do Sigma,

Sc ha empleado 2 mM PMSF para las proteasas: tripsina, quimotripsina, elastasa,
subtilisina, V8, papaina, endoproteinasn Lys-C y proteinasa K. 2 mM Iodoacetamida para
clostripaina y bromelaina. 2 mM EDTA para la termolisina y la endoproteinasa Asp-N.
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Tabla 4. Proteasas empleadas en los estudios de proteclisis fimitada de tubulina.

PROTEASA coo | TiPo ESPECIFICIDAD PRIMARIA 135.p1- pH OPTIMO | PM (xD}
P1 P’

TRIPSINA = Senn Lys Yo especifion 25-2¢8 233

EC 324242 Arg

QUIMOTRIPSINA CH Senn Trp Tyr Phe No especifico ¥5-85 258

EC 34211

ELASTASA =28 Senn Sin carga, No aromaticos Mo especifico 78-85 258

EC 342138 £g Ala, Val, Leu, e, Gly, Ser

CLOSTRIPAINA cL Cistein Arg Pro preferido 7i-78

=C 342238

ENDOPROTEINASA LYS-C ic Sesin Lys ho especifico 85 360

EC 345530

PAPAINA Pa Cistein No especifico No especifico 60-70 230

EC 342022 Arg, Lys prefenides

SUBTILISINA SB Serin No especifico No especifico 70-80 300

EC 3.4.21.14 Neubros y dcidos preferidos

PROTEASA V3 V8 Sefin Gly Mo especifico 7o

EC 3.4.21.9 Asp
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2. METODOS.

2.1. POLIMERIZACION DE MICROTUBULOS DE TAXOL Y PROTEOLISIS LIMITADA

La tubuling se equilibro an tampén 10 mM NaPi, 0.1 mM GTP, pH 7.0, en una
colimna de Sephadex G-25 (20 x 0.9 ems). A las fracciones con proteina se los afiadié 6 mM
MgCl,, pti final 6.7, y so contrifugaron on un rotor Ty65 (Beckman) a 39 rpm (100.000 x
8) & 4°C durante 30 minutos, para eliminar agregados. Se tomé el sobronadante, se ajustd la
concentracion de tubulina (c.n. 2 mg/ml) y se afadié GTP hasta una concentracion final 1
mM

Para obtener microtibulos se afadi6 en frio una cantidad de taxol aproximadamento
equimalecular a ln de wbuling (20 x 10* M), a partir do soluciones c.a. $ x 10 M de taxol
disuelto en DMSO. La concentracién final de DMSO fue menor dol 0.5% (v/v). A los
controles de tubulina no ensamblada se afiadié una cantidad igual de DMSO. Las muesiras
so calentaron a 37°C durante 30 minutos, para inducir la polimerizacién en las muestras con
taxol. A continunacidn se digitieron con las distintas proteasas a 25°C duranto 20 minutos. La
reaccidn so detuvo alladiendo un exceso de inhibidor, y un volumen igual de tampén do
muestra de olectroforesis, y las muestras se hirvieron durante 3 minutos.

Se incluyeron controles do tubulina, no onsamblada y ensamblada, en ausencia de
protoasas para verificar la esiabilidad de la protoina durante el experimento.

2.2, POLIMERIZACION DE TUBULINA EN HOJAS INDUCIDAS POR Zu** Y
PROTEOLISIS LIMITADA

Los polimeros laminares de tubulina inducidos por Zn®* en ausencia de glicerol
(*hojas do tubulina-Zn") se obtuvieron segiin se ha descrito (Ardvalo, Nieto et al. 1990) con
modificaciones. La tubulina so equilibré en tampén 100 mM MES, 0.1 mM MgCl,, 0.1 mM
GTP, pll 6.5 (NaOH) por medio de una columna do Sephadex G-25 (25x0.9 cms) a 4° C. Las
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(racarones con proteing se centrifugaron en un rotor Ty6S (Beckman) a 39k rpm (100.000 x
B) a4 C dwante 20 man, paea eliminar agregados. Se recuperé el sobrenadanto, se ajustd la
concentraciin de proteina a ca 2.0 mg/ml y so altadid GTP hasta | mM. La formacién de
polimeros laminares se indujo aiadiendo 0.3 mM ZnCl, y calentando a 37° C,

Para obtener hojas de tubulina-Zn-glicerol se incluyd en el tampén 3.4 M glicerol.
Cuando xe deseds evitar la polimerizacién de Ia tubulina en presencia de Zn¥' se equilibré en
tampon 10 mM MES, 3.4 M glicerol, 0.1 mM MgCl,, 0.1 mM GTP, pH 6.5 (NaOH).

La proteolisis hmitada de estos polimeros so efectué de igual forma que la de los
nucrotubulos inducidos por taxol (ver antes). .

2.3, MONTTORIZACION DE LA POLIMERIZACION: TURBIDEZ Y MEDIDA DE LA
CONCENTRACION CRETICA.,

El ensamblaje de la tubuling en microtiibulos inducidos por taxol y en hojas inducidas
por Zn*-glicerol so monitorizé turbidimétricamente a 350 nm on un especirofotdmetro Varian
615 Se uso una cubeta de 10 mm de paso éptico termostatizada a ln tomperatura desoada con
un bato Lawda RCO y un baiio Hanke D8GH.

La medida de la concentracién critica det ensamblaje de estos polimeros se realizd
per cuantificacidn de Ia masa de polimero formado. Las muestras, con concentraciones
crecientes de tubuling, so polimerizacién durante | hora a 37° C. Se centrifugaron durante
10 min a SOk rpm (100.000 x g) en un rotor TLA-100 preequilibrado a 37° C. La
concentracion  de  tubulina en o sobrenadante, medida espectrofotométricaments o
fluonimétneamente, corresponde a la conceniracion critica de polimerizacién (Oosawa y
Axakura 1975) Los precipitados so resuspendieron en un volumen de SDS 1%, NaPi 10 mM,
pH 7.0, igual al inicial y so midié Ia concentracion de tubulina espectrofotoméiricamente, que
correspamde a In forma polimerizada. La ropresentacién de la concentracion de la forma
polimerizada frente a la concenteacidn total do proteina es lineal en el rango del ensayo, y
el punto corte con ¢l gje do abeisas correspondo al valor de concentracién critica.
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24, ULTRACENTRIFUGACION ANALITICA: VELOCIDAD DE SEDIMENTACION.

1 analisis de velocidad de sedimentacion de las muestras de tubuling no polimerizada
se reahiza en una ultracentrifuga analitica Optima XL-A (Beckman), usando celdas de doble
sector de 12 mm de paso dptico y ventanas de cuarzo, a una velocidad de 60000 PM Y una
temperatura de 25° ¢ para las muestras en tampén fosfato. Alternativamente estas muestrag
se preincubaron durante 30 min a 37° C. Los experimentos de tubulina en presencia de Zn®
en tampon 100 mM MES, 3.4 M glicorol, 0.1 mM MgCl,, 0.1 mM GTP, pH 6.5 se realizaron
8 8% €, con el fin de provenir ln formacién de hojas inducidas por Zn®. En todos los casos
In concentracidn do tabuling fue do ca. 2 mg/ml y se midié !a absorbancia a 295 nm.

las coeficientes de sedimentacién so determinaron por el método del segundo
momento, empleando el programa ORIGIN sumisteado por Beckman (Laue, Shah et al.
199)

Las coeficientes de sedimentacién se corrigieron & condiciones de referencia (agua,
20° C; ver (van Holde 1985)) empleando un valor de O = 0.736 (Lee y Timasheff 1974), y
se corrigicron a dilucién infinita empleando la siguiente relacién (Schachman 1959), usando
como valor de ¢ + 0.018 mi/mg (Frigon y Timasheff 1975):

s -8 -8C)

2.8, MICROSCOPIA ELECTRONICA.

Las muestras se adsorbieron durante 30 segundos sobre rejillas de cobre recubiertas
con Formvar y carbén. Se tikeron con una solucién acuosa al 2% de acotato de uranilo
durante 2 minutos y se secaron a temperatura ambicnte. Las muesiras se observaron en un

microscopio eleetrénico Philips EM 300 o EM 420,
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2,6, ELECTROFORESIS,

La electeofordsis en geles de polincrilamida con dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE)
se reahizy de acuerdo con Laemmli (Lacmmli 1970) con modificaciones que permiton la
separacion de oty fl-tubuling (Best, Warr et al. 1981). Los geles de 160 x 160 x 1.5 mm
fueron’ ¢l gel separador fue habitualmente del 10% de acrilamida en tampédn 0.38 M Tris-HCl
PH 9 con 0 1% SDS y 4 uM femercapto-etanol; ¢l gel concentrador fue del 5% deo
acrilamida en tampén 0.12 M Tris-HCl pH 6.8 con 0.1% SDS. El SDS usado era de Sigma,
que contiene sepun espocificaciones: 68% de sulfato de laurilo, 27% de sulfato de miristilo
y 3% de sultuto de cetilo El tampon de electrofordsis fue 25 mM Tris, 192 mM glicina,
0.1% SDS, 4 mM fl-mercapto-ctanol, pH 8.5, Las electroforésis se realizaron a 4° C y &
intensidad constanto: 18 mA para el gel concentrador y 36-40 mA para el gel separador.

Lax proteinas se visualizaron mediante tincidn con azul coomassie R de Serva al 1%
en 45% metanol « 10% dcido acdtico.

Cunndo se empled la olectrofordsis para purificar péptidos para su posterior
microsecuencincion, ocasionalments se incluyé 2x10* M de 4cido tioglicélico on ol tampén
de electrofordsis. Do exta forma se previene el bloqueo del extremo amino do las proteinas
(Choliy Wittmann-Liebold 1990), sin altecar la movilidad electroforética do las bandas (datos

no presentados).

2.7, DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR APARENTE.

Para la determinacién dot peso molecular aparente en eloctrofordsis (SDS-PAGE) de
tos Fragmentos de proteolisis limitadn de tubulina se omplearon patrones de peso molecular
de Bio-Rad que contienen: fosforitasa b (PM 97400), BSA (PM 66200), ovoalbimina (PM
43000), anhidrasa carbénica (PM 31000), inhibidor do tripsina (PM 21500) y lisozima (PM
14400).

La relacidn entre ¢l peso molecular aparente (PMap) y la movilidad electroforética

relativa (R es:
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log (PMap)=axRf+ b

Se deduce que lo relacién entre ¢ error en el chlculo del PMap (APMap) y el error
en &l RE(ARD es funcion lineal del PMap del fragmento:

APMap = PMap x ( 1 - 10**4%)

FI valor medio observado del pardmetro *a* es -0.010303 & 0.000292. En la figura
3 se representa el error en Ia determinacién del PM aparento en funcién dol PM aparonte del
fragmento

Se ha determinado ln rolacién entre ol peso molecular tedrico de los fragmentos
conocidos y su poso molecular aparente. Se han definido cuatro grupos de fragmentos:
fragmentos de a-tubulina que consorvan el extremo amino, fragmentos de ot-tubulina que
conservan ¢l extremo carboxilo, fragmentos de f-tubulina que conservan el extremo amino
y fragmentos do f-tubulina que conservan ¢l extremo carboxilo. La distincion entre los dos
tipos de tubulinns tiene en cuenta Ja diforencia de movilidad electrofordticn entre a=tubulina
(PMap c.a. 60 kD) y f-tubulina (PMap c.a. 55 kD). La distincién entre fragmentos que
conservan ¢l extremo nmino o el carboxilo refleja la influencia en 1a movilidad electroforética
de la diferencia en ln naturaleza del extremo amino, marcadamente hidrofébico, y el extremo
carboxilo, marcadamente polar con abundancia de cargas negativas. Se ha supuesto un
relacién hincal entro el peso molecular tedrico, calculado a partir de la secuencia, y ol peso
molecular aparcnto (Figura 4).

Por interpolacién del peso molecular aparento de los fragmentos no definidos se ha

calculado el peso molecular aparente corregido (PMcor).

2.8. TRANSFERENCIA.

La tubulina y los fragmentos producidos en las proteolisis limitadas separados en
SDS-PAGE se transliricron olectrofordticamente a membranas de nitrocelulosa de 0.2 pm
(Bio<Rad) para inmunodeteccién o a membranas Immobilon-P*® (Millipore) de difluoruro de
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Figura 3. Representaclén del error en la determinacidn del peso molecular aparente, en
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y 1.5% (linoa da punlos).
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Figura 4. Relacidn entre pesos moleculares teoricos y pesos moleculares aparentes
observados en elaclroforesis. (Panel A) fragmenios de a-tubulina: (O, linea trazo
disconlinuo) fragmenlos de u-tubuling que conservan el exlremo amino, Incluido el
fragmento LCa3; (@, linea de razo conlinuo) fragmentos de a-lubulina quie conservan
el extremo carboxilo. (Panel B) fragmentos de fi-tubulina: (], linea de trazo discontinuo)
fragmentos de f-lubulina que conservan el extremo amino, Incluido BR34; (M, linea de
trazo conlinuo) fragmentos de f-tubulina que conservan el extremo carboxilo. Las lineas

corrasponden a la ragresion lineal de los datos.
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pobivinihideno (PVDE) para secuenciacion.

Se empled un sistema de electrotransforencia semi-seco Trans-Blot SD de Bio-Rad,
con danode de titamio recubierto con platino y chtodo de acero inoxidable. Se usé como
tampon de transterencin 25 mM Tris, 192 mM glicina, 20% metanol, pH 8.5. Los geles se
equilibraron durante 30 minwtos en el tampén de transferencia. Entre el dnodo y el cétodo
se dispusieron puor el siguiente orden: $ hojas do papel Whatman 3 MM Chr, ln membrana
de mitrocelulosi o Tmmobilon F*, ol gel de acrilamida y 7 hojas de papel Whatman 3 MM
Che La transferencin se efectud a voltaje constante, 15 voltios, durante 1.3 horas cuando se
usaron membranas de nitrocelulosa y 1.5 horas cuando se empledé Immobilon-P™?, .

I.ax membranas de nitrocolulosa se secaron y se almacenaron a temperatura ambiente
hasta su uxo. Las membranas de PYDF Immobilon-P*? se lavaron 5 minutos en agua, se
titeron las proteinas duranto § minutos con 0.1% azul coomassie R (Serva) en 50% metanol,
¢l excoso de colorante se elimind durante 10-15 minutos con 50% metanol, $0% acético, so
lavaron las membranas $-10 minutos con agua, so secaron a temperatura ambiente y so

almacenaron a <20° C hasta su uso (Matsudaira 1987).

2.9. ANTICUERPOS,

2.9.1. ANTICUERPOS MONOCLONALES.

Los anticuorpos monoclonalos 6-11B-1.frente a o-tubulina acetilada (LeDizet y
Pipermo 19R7), ¥y 1A2, frente a la a-tubuling tirosinada en el extremo carboxilo (Kreis 1987)
fueron de Sigma. El anticuerpo 6-11B-1 reconoce especificamente la a-tubulina acetilada
post-traduccionalmente en Lys40. Une especificamente el péptido QMPSDKTIGG, homélogo
de In posiciones 35-44 do o-tubuling, sélo cuando se acetila quimicamente con anhidrido
acético (LeDizot y Piperno 1991).

Se ha ecmpleado el anticuerpo monoclonal P),E,,C;, que reconoce especificamente la
secuencia 1«13 correspondiente a la f-tubulina de cerebro porcino (de Inés 1995).
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2.9.2. ANTICUERPOS MONOESPECIFICOS.

Se han empleado anticuerpos policlonales, producidos con anterioridad en el
laboratorie, especiticos frente a los siguientes opltopos: a(415-443), B(153-165), P(241-256)

y Bl12-431) (Andrey, de la Viia ot al. 1988; de la Viita, Andreu et al. 1988; Arévalo, Nieto
et al. 1990).

2.9.3. PRODUCCION DE ANTICUERPOS MONOESPECIFICOS. .

Ha sido necesario volver a producir anticuerpos fronte a los epltopos ai(155-168) y
o(214-220) sepun el protocolo descrito por Andreu et al. (Andreu, do In Vifia ot al, 1988).

Los péptidos ERLSVDYGKKSKLEC y RRNLDIERPTYTN que son homélogos con
las posiciones 155168 y 2142226 de a-tubulina de cerebro porcino respectivamente, fueron
sintetizados en fase s6lida, se purificaron y so analizaron segin se he descrito (Andreu, de
la Vita ot al 198K, Ardvalo, Nieto et al. 1990),

El péptido correspondiente a la regién a(155-168) se conjugéd a KLH (Calbiochem)
empleando el ester m-maleimido-benzoyl-N-hydroxysuccinimida (MBS) (Pierce), estereactivo
bituncional enlaza grupos amino con grupos sulfhidrilo (Liv, Zinnecker et al. 1979 ; Green,
Alexandor ot al. 1982 ; Arévalo, Nicto et al. 1990). El péptido correspondients a la rogién
a{214.220) se conjugd a BSA libre do dcidos grasos (Sigma) empleando glutaraldehido
(grndo para microscopia electrénica, Morek) quo reacciona preferentemente con grupos amino
(Kogan y Glick 1979). La relacién obtenida enire ol péptido 0(214-226) y la protelna
transportadora fue 0.073 g péptido / g BSA.

Se immunizaron congjos de Nuova Zelanda mediante inyeccidn intradérmica de 1 ml
de aceite adyuvante Fround completo (Difco) que contenia ca. 0.47 mg de a(155-168)-KLH
y cn. 0.61 mg ox(214-226)-BSA rospectivamente. Los animales fueron reinyectados a las 2,
4 y & somanas con iguales cantidades de cada antigeno emulsificadas en aceite adyuvante
Freund incomploto (Difco). Se fue obteniendo suoro de los animales a intervalos regularos
a partir do sangrados en in oreja y finalmente mediante puncién cardlaca (Andreu, de la Vifia

ot al. 198R).
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Se obtuvieron los sueros NCSS y NCS6 de los congjos inmunizados con ¢l péptido
a(155- 168}, y los sueros NCI8 y NC39 de los inmunizados con el péptido o(214-226). Se
ensayo fa reactividad cruzada de estos sueros frente a tubuling de cercbro bovino mediante
ELISA directo (ver ubajo) 1in ta figura § se muestean curvas de ELISA representativas. El
suera NCAY presentd un titlo antitubulina significativo en ¢l suero preinmune y no se
detecty una produceidn especifica tras la inmunizacion. En posteriores ensayos para el
epitapo a(214-226) se empled oxclusivamente ¢l suero NC38. Los sueros reaccionaron
espectlicamente con la banda do ce-tubulina transferida a membranas de nitrocelulosa. En la

tabla § se resumen las caractoristions de estos sueros. .

Tabla §. Sueros anti-péplidos de tubuling.

Suoro Paplicdo Tipo de conjugado y Titulo reclproco® Inmunodeteceldn
transportador Anti-tubulina en membrana®

NCSS 1 {155-168) MBS-KLH 160 +

NCS6 w(155.168) MBS-KILH 160 +

NGI8 w(214-220) Glutaraldehido-BSA 450 +

NC39 il 14-226) Glutaraldehido-BSA thf. n.d.

* Tituto arbitrado que correspondo a la dilucién def suero que da una absorbancia en ELISA de
t mitad de la absoreidn méaxima,
* Ronctividad espocifica con la cadena de w-tubuling,

Il talo anti-tubulina de los sueros se monitorizé mediante ELISA directo. Se
emplearon placas Costar de 96 pocillos recubierto cada uno con ca. 4 ug de tubulina en
tampén PBS, ImM EGTA, 0.lmM GTP, ImM MgCl,, durante 12-15 horas a temperatura
ambiente. Las placas se lavaron 3 veces con PBS 0.075% Tween-20 y dos veces con agun
destilada. Los sitios de unién inespecificos de las placas se saturaron con gelatina (Difco) al
19 (p/v) en PBS, durante 12-15 horas a temperatura ambiente. Las placas se favaron 3 veces

con PIIS 0.05% pelatina y dos veces con agua destilada. Las diluciones de los sueros, en
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tampan PUX 0 03% gelating, se incubaran durante 1.5 horas a 37° C. Las placas se lavaron
tres vecexs con PHS 0.075% Tween-20 v dos veces con agua destilada. Para determinar la
preseacrn de antieuerpo se incubaron con protelna A conjugada con peroxidasa a una dilucion
F750 en PIS, 0 075% Tween-20, 0.05% gelating, durante 1.5 horas a temperatura ambiente.
Las placas se favaron tres veces con PBS 0.075% Tween-20 y dos veces con agua destilada,
Como substrato de Ta reaccion colorimétrica se emplearon 100 ul/pocillo de 0.4 mg/ml 1,2-
phenyldinmma (OPIN en tampdn 62.3 mM citrato, 25.5 mM Na,HPO,, pH 5.2, 0.04% H,0,.
Tras 15 muwtos la reaccidn se detuvo afiadiendo 100 pl/pocille de H,S0, 3N. La densidad
aptica, DO, DO, 0 DO DO, . o0 eada pocillo se midié con un lector de placas
Titertek Mubscan. Se considerd arbitrariaments como titulo ¢l inverso de la dilucién del

suero que radio un seftal igual ot mitad de la sefial méxima observada.

Tabla 6. Anticuerpos empleados en fa interpretacién de mapas peplidicos de tubulina.

Nombre Tipo Epltopo® Dilucién®

G-11 B-1 monoclonal a “K-Acelilada 1/10.000

NC35 policlonal a (155-168) 1/6.000 - 1/8000
NC38 polictonal o (214-226) 1/10.,000

C102 policlonal o (415-443) 1/2.000 - 1/4.000
1A2 monoclonal o Tb lirosinada 1/10.000

P..E,.C, monocional B (1-13) 1/60.000

C140 policlonal B (153-165) 1/80.000 - 1/100.000
C99 policlonal f} (241-256) 1/1.600 - 1/2,000
C106 policlonal B (412-431) 1/4.000 - 1/6.000

* Todos los anticuerpos tienen especificidad de cadena y de secuencia,
“ Dilicionos empleadas para la Inmunodeteccidn de fragmentos de tubulina sobre

membranas de nilrocelulosa.
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2,40, INMUNODETECCION.

La mmunodeteccion de los mapas peptidicos de la tubulina se reatizé segin Andreu
ot al (Andreu, de la Via ot al. 1988) con modificaciones.

Cuando se emplearon suoros de anticuerpos policlonales monoespecificos  las
membranas de mitrocelulosa conteniendo los mapas peptidicos de tubulina se incubaron con
1% pelating en tampon fosfuto salino pH 7.2 (PBS) durante 12-15 horas, con agitacién
constante a temperaturs ambiente, para evitar la posterior adsorcién inespecifica de los
mucueipos Se lavacon brevemente con tampén PBS - 0.05% Tween 20. Se incubaron
durante 2 hatas ¢on lus sueros respectivos a las diluciones adecuadas (tabla 6) en tampén
PHX, 0 05% Tween 20, 0.5% BSA (Sigman). Se lavaron 3 veces durante S minutos con PBS,
0.05%0 Twoeen ¥ se mcubaton durante 90 minutos con anticuerpo de ratén fronte a IgG de
conepo conjupinde con poroxidasa (Bio-Rad), diluido 1710000 en PBS, 0.05% Tween 20, 0.5%
BSA. Se lavaron 4 veces durante S minutos con PBS, 0.05% Tween 20 y 2 veces con PBS.
Se escurrieron lns membranas, so incubaron durante I minuto con los reactivos del sistema
do detecewin quinnoluminiscente (ECL) de Ameorsham, se eliminé el exceso de reactivo y se
envolvieron las membranas en plstico. Dentro de los 30 minutos siguientes se impresionaron
peliculus X+Omat 8§ (Kodak) durante 20 segundos a 3 minutos.

Cuando se emplearon anticuerpoas monoclonales el tampén PBS se sustituyd por
tampén Tris-l11CE salino pH 7.4 (TBS), Ia incubacién del anticuerpo primario so limité a 90
minutos y la del secundario a 1 hora, y como anlicuerpo secundario se empled anticuerpo de
caben anti 186 de ratdn conjugado con poroxidasa (Bio-Rad) en una dilucién 1/10000.

211 CLASIFICACION Y NOMENCLATURA DE LOS FRAGMENTOS DE TUBULINA,

So han clasificado independientomonto los fragmontos de a- y de B-tubulina, ya que
el empleo de anticuerpos especificos pormite ol andlisis independiente de ambas cadenas. La
clasificacion se ha efectuado a partir del anélisis mediante anticuerpos de los mapas
peptidicos generados. De forma goneral el nombre asignado a cada fragmento consta de 3
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partes  Pamera se ndica 1 proteasa que lo genera, mediante una o dos letras mayiisculas
abrevistura del nombre de la proteasn (tabla 4). En segundo término se indica la cadena de
= o fi-tubulina a la que pertenece. Por tltimo se numeran en orden decreciente de valor de
peso molecular aparente, para cada proteasa hay una serie de fragmentos de o~ y otra de B-
tubulina

Lox fragmentos que se generan exclusivamente en la proteolisis limitada de tubutina
ensamblada en nucrotibulos de taxol se indican anteponiondo la abreviatura "TX". Los
generadus exclusivamente en presencia de Zn®' se indican anteponiendo una "Z" al nombre.

La numeracion de extos fragmentos os independiente. .

2.12. SECUENCIACION,

Lo secuenciacién del extremo amino de los fragmentos peptidicos separados por
electroforésis v transferidos n lmmobilon-P™ se realizd en un secuenciador Applied
Biosystems modelo 477A equipado con un analizador de derivados de feniltiohidantoina
(PTH) en linea.

Para localizar log puntos de corte que producen los fragmentos cuyo exiremo amino
se ha secuencindo, ln secuencia obtenida experimentalmento se comparé con las secuencias
de -y fl-tubuhing de corebro porcino (Krauhs, Little et al. 1981; Ponstingl, Krauhs et al.
1981). Unu vez identificados inequivocamente los fragmentos se calculd su peso molecular
tedrico a partir de 1as secuencins anteriores. No se ha tenido on cuenta el aumento del peso

moleculnr detwdo o las modificaciones post-traduccionales.

2.13. ELUCIDACION DE LOS MAPAS PEPTIDICOS GENERADOS MEDIANTE
PROTEOLISIS LIMITADA,

La identificacion de los fragmentos do tubulina producidos en la proteolisis limitada
s¢ ha renlizado mediante tres métodos, segin la informacién disponible de cada fragmento.
Los péptidos cuya secuencia amino terminal ha sido posible determinar, y cuando ésta
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ne cortespondia al extremo amino do o« o B-tubulina se asignaron directamente.

Lox fiagmentos gencrados en los mismos cortes que los pédptidos anteriores se
asinharon en base a osta complementariedad.

En tercer lugar los fragmemtos cuyn secuencia amino terminal no ha sido posible
deternunar y no son complementarios de feagmentos idontificados, se asignaron a pattic de
su tamaile y reactividad frente al panel de anticuerpos monoospecificos emplenados. Se
determand el peso molecular aporento corregido y tras fijar uno de los extremos del
frapmenty, amino o carboxilo, so calculd la extensién dol fragmento que tiene igual peso
mwlecular Con el fin de ablener una asignacién mas realista no se empled un valorde peso
mulecular de rexiduo promedio, si no que se tuvo on cuentn la secuencia de la cadena

pohipepticdica

2,14, DICROISMO CIRCULAR

s medidas de dicroismo circular se realizaron en un dicrégrafo Jasco J-720
empleando una celdn de cuarzo Helma do 0.1 mm de paso dptico termostatizada a la
temperaturn deseada, Los espoctros se obtuvieron como media de 5 medidas consecutivas,
el anchy de banda fue de | am, la velocidad de barrido 20 nm min™ y el tiempo de respuesta
4 sept Los espectras se representan en olipticidad molar por residuo medio In cual se caleulé
empleando un valor de peso molecular por rosiduo de 109 (Lee, Corfinan ot al. 1978).

218 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE MAGNESIO,
lax concentraciones totales de Mg se midieron por absorcién atémica (Martin y
Shapiro 1988) en un espectrofotémetro Perkin Elmer 2380 equipado con una l&mpara para

Cay Mg. Sc midié In absorbancia a 285.2 nm (ancho de banda 0.7 nm). Como patrones se

emploaron soluciones de MgCl, de concentracién conocida.
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2.16, ESTUDIOS DE SECUENCIA Y PREDICCION DE ESTRUCTURA.

2.10.1, ALINFAMIENTO MULTIPLE DE SECUENCIAS.

Ne emplearon las secuencias de o, fi-, y-tubulinas y FisZ disponibles en 1a base de
datos SWISN-PROT (Bairoch y Boeckmann 1991). El alineamiento moltiples de estas
secuencias se realizo con el programa MaxHom (Sander y Schueider 1991),

2.16.2, METODRO PHDsee DE PREDICCION DE ESTRUCTURA SECUNDARIA.,

La prediccion de estructura secundaria se roalizd mediante ¢l método PHDsec que
implementa los algoritmos do Rost y Sander (Rost y Sander 1993; Rost y Sander 1994).

El diccionano de estructura secunclaria de proteinas (Kabsch y Sander 1983) clasifica
tos ¢lementos de estructura secundaria, obtenidos de datos estructurales de cristalografia y
resonancia magndhica nuclear de proteinas, en 8 tipos. El método PHDsec de prediccion de
estructura Secundaria ageupn estos 8 tipos de olementos estructurales en 3 clases segin la
sigutente conveneidn,

tlélico (ex) o MH: incluye las hélices ¢, hélices 3-10 y las hélices x.

Lanuna extendida o E: incluye los sogmentos do extendidos do lamina f3, tanto en
disposicion paralela como antiparalela,

Bucles o L incluys residuos en puontes [ aislados, giros, vuellas y estructura
desordenada

Ll metndo PUDsec de prediceién de estruclura secundaria emplea un sistema basado

en ung rod newronal do 3 niveles.

Primer nivel o nivel "socuoncia a secuencia”. En este nivel se asigna a cada residuo
una de las 3 estructuras (H, E o L). La informacién de ontrada con la que trabaja este nivel
es un alineamiento multiple de secuencias. La prediccion realizada sobre una iinica secuencia
es menos exacia que oteas predicciones basadas en métodos empiricos y estadisticos. El uso
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de abincamientos multiples de secuencia mejora la exactitud de g prediccion entre un 6% a
un 8%, sipmficativamente por encima de otros métodos, La informacion evolutiva contenida
¢en ol almeamento mulvple ex extremadumente atil en la prediccion de estructura secundaria,
El metodo deternmna para eada posicion la frecuencia de aparicion de cada uno de los 20
anunodendos Estos 20 ndmeros constituyen la eelda basien do introduccion de datos, Este
mvel fraba con una ventana de 13 aminodcidos de la que se obtiene la prediccion de
extructura secundana para la posicion centeal. La ventana se va desplazando a lo targo de la
secuencia Neweluye un namero adicional en la celda bisica que contiene informacion sobre
los restduos para los cuales n ventana se extiende fuera de los limites de ln cadena,
Lapresencia de mseraones v delecciones en los alineamientos maltiples de secuencin
avurte coi maver frecuencaa en bueles que en hélices y laminas. La frecuencia de aparicion
de inserciones v delecoiones en ung posicion conlleva informacién sobre la estructura
secundana Fsta mformacion se incluye en este primer nivel como 2 unidades més en la
celda bisica o vector La mtroduceidn de esta informacion mejora la exactitud de la
prediceian de bucles del 72.3% al 76.9%. Otra consecuencin es la reduccion de la tendencia

a a sobroestimacion de hélices y lminas.

sepunde mivel o nivel "estructura a1 esteuctura”. Este nivel considera, al menos en
parte, fa correlacton existente entre los patrones de prediceién de estructura secundaria de los
restduos advacentes Los datos de entrada para este segundo nivel vienen dados por una
ventann do 17 celdns basicns. Cadn colda basica codificn el resultado del nivel "secuencia a
estructura” de cadn posicion. El resultado del segundo nivel es de nuevo el tipo de estructura
secundania del residuo central de la ventana considerada. El alineamiento muttiple de
secuengis contiene informacién achcional, como el nimero de secuencias alineadas y la
stmilitud de lus mismas. Bl mdtodo considera esta informacidn asignando un mayor peso
especifico a las poxiciones mis conservadas en los dos primeros niveles de la red neuronal.
De esta forma se mejora un 0.5% Ja exactitud del mdtodo. En este nivel no se incluye la
informacion sobre In frecuencia de inserciones y defecciones ya que reduce la exactitud de
ia prediccidn

Con los dos primeros niveles de la red se obtiene una exactitud del 68% en la

prediceion
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Teever mvel w "decistin del jurado®. Cada forma de clasificacién de los dos primeros
mveles, o arqumtecturas, esty asociada con un error particular. La combinacién de distintas
arquitectueas produce una reduccion do este ruido, lo que manifiesta que las diferentes
arquitecturas no extan: completamente corrclacionadas. Bste nivel combina arquitecturas
independientes, normalmento 10, calculando Ia media aritmética de las mismas (Si), segiin
la expresion

Sis
$SA2 pupado®™ E’,‘

v HUE L

X - numera de acquitectuens.

$1* - resultado de la arquitectura “a® para Ia posicion "i*.
Con este nivel so mejora un 2% la exactitud total del método.

PHDsec ademds de asignar un tipo de estructura a cada posicion doe la secuencia,
indica la probatnlidad de asignar cada una de las tres clases de esteuctura (H, E o L).
Tambnén da wtormacidn sobro 1a finbilidad de [a prediccién en cada residuo. Define un
inthee “Rel®, normintizado de 1 a 9, que rofleja la diferencia de probabilidad entre los dos
tipos de estructura mds probable para una determinada posicién.

tin conjunto el método PHDsoc tione una exactitud del 70.8% en la asignacién de
estructura secundaria a residaos aislados, aplicado a proteinas globurales. La exactitud media
para ba prediceiion de una proteina es 72.249.3 %. Supera en c.a. 4% la exaclitud de cualquier
otro método de prediceién. Se ha estimado I exactitud en la asignacién de cada uno de los
3 upos de estructuras: hélices (H), lamina B (E) y bucles (L); a partir de los resultados de
prediccion de aproximadamente 250 proteinas de estructura conocida (tabla 7). Se definen

dos valores de oxactitud observada y prodicha:

N° de residuos correctamente predichos con estructura i

Q1 (%o abservado) = R e :
N to1al de residuos con estructura 1
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N°® de reuduos com.cmmeme predichos con estructura i
Qi (%o predicho) - - e s s e oot o s s 3 JOD)

N® total de reslduos prodlchos con estructura i

siendo i - H, E L.

Tabla 7. Estimacién de la exaciilud de la prediccién del método PHDsec,

Exaclitud
Tipo de Estructura Q % Observado Q % Predicho
Hélice (H) 70 % 77 %
Lémina |\ (E) 62 % 64 %
Bucle (L) 79 % 2%

Dentro de un grupo de proteinas que pertenczean a la misma familin estructural existe
una notable varincion de la estructura secundaria de cada residuo. Para una clasificacién en
3 tipos de estructura secundarin el valor medio de la diferencin ¢s c.a. 12% con una
desviacién estindar c.a. 9%, comparable con la desviacién estdndar de varios métodos de
prediccion. Esta diferoncin os una caractoristica intrinseca de las familias de proteinas
(Chothin y Lesk 1986). Como consecuencia el objetivo de los métodos de prediccién no es
obtener una exactitud dol 100% en {a asignacion de estructura a nivel de residuo. Un objetivo
mds realista de ln prediceion a partir de un conjunto de secuencias andlogas es lograr una
exaclitud c.a. 80%. No es razonable esperar una mejor precisidn en la prediccién que Ia
variabilidad inteinseca observada entre protelnas de una famitia (Russell y Barton 1993; Rost,
Sandor et al. 1994),

La estimacion del contenido de estructura secundaria por PHDsec tiene un error
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menar del 10% (R.5% puara hélice y 8.1% para lamina ). Este pardmetro se obtiene del valor
medio de la diferencia entre ¢l contenido de estructura secundaria asignada y el contenido
real, en el conjunto de proteinas ensayadas. Los resultados son comparables a la estimacién
de extructura secundaria obtenidos por dicroismo circular en determinados casos. La
comparacitn ex dificil ya que no existe un estudio del contenido de estructura secundaria por
cheratsmo ctrcular en un conjunto de proteinas similar al empleado en la comprobacién de
PHD. Ademas los resultados de dicroismo circular suefen emplear 5 tipos de estructura
secundana: héhiee, hojas antiparatelas, hojas paralelas, giros y lazos.

Las secuencias de - ¥ - tubuling empleadas como guias en la prediceion de
estructura secundana son as de cerebro porcino (Krauhs, Little et al. 1981, Ponstingl, Krauhs
et al. 1981}, Como secuencin guia de Fsz se empled la de Escheriehia coli (Yiy Lutkenhaus
LURS). Se aecedhd al métado PHDsec mediante correo clectronico a la direceidn de la red

mternet: PredictProteima@b8 R EL-Heidelberg. DE.

2.16.3. METODO PHDacc DE PREDICCION DE ACCESIBILIDAD DEL SOLVENTE.

El concepto de necesibilidad del solvente fue introducido por Lee y Richards (Lee y
Richards 1971). La informacion de accesibilidad del solvente a los residuos de una protelna
es una proyeceiéon en unn dimension de cierta informacion de la estructura tridimensional.
Su prediceidn ofrece informacidn complementaria a la prediccion de estruclura secundaria.
fista propicdad estd menos conservada que la estructura secundaria dentro de las familins de
profeinas con homologia en ta estructura tridimensional, el coeficiente de correlacién es de
0,77 L nccesibitidad de residuos completamente ocullos esth mejor conservada.

Se ha empleado ¢l métado de prediccion de accesibilidad del solvente, PHDace (Rost
y Sander 1994) que emplea una red neuronal similar a la empleada por los mismos autores
en el método PHD de prediccién de estructura secundaria. PHDacc utiliza los siguientes
pardmetros;

Accesibilidad del solvente de un residuo (Acc), es la medida en A’ de la superficie

del aminodcido en contacto con moléculas del solvente.
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Accesibilidad relativa del solvente do un residuo {RelAcc), es el cociente eatre Ia
necesibilidad del solvente de un residuo y la accesibilidad masima para ese lipo de
aminodcido. Permite In comparacion entre aminodcidos de distinto tamaito.

A partir de estas estimaciones se definen 3 modelos de accesibilidad del solvente:

Modelo de 10 estados. Asignn a cada residuo un valor de accesibilidad relativa
normalizado de 0 a 9 (RelAccl0), caleulado como:

RelAce10 = PARTE ENTERA (100 X RelAce)'? .

Ll uso de la ralz cundrada describe en mayor detalle los residuos ocultos que los

OXpuUestos,

Modelo de 2 estados. Clasifica los residuos en 2 tipos: ocultos (B) cuando
RelAce<16% y expuestos (LX) cuando RelAcczl6%.

Modelo de 3 estados. Clasifica los residuos en 3 tipos: ocultos (B) cuando
RelAce<%, intermedio (I) cuando RelAcc=9-36%, y oxpuestos (E) cuando RelAce236%.

Ll método PHDace mejorn ln oxactitud de la prediccién frente a métodos anteriores
como los de Holbrook y col. (Holbrook, Muskal et al. 1990) y Wako y Blundell (Wako y
Blundell 1994). Facilita una prediccién de accesibilidad més detallads, ya que emplea un
madelo de 10 estados. £l coeficiente de correlacidn ontre la prediccion y la observacién
experimental es 0.54. En términos absolutos este valor es bajo, sin embargo debido a la baja
conservacion de In accesibilidad del solvento en las familias de proteinas con estructuras
homélogas, ¢l resultado de PHDace no estd alejado del dptimo esperado. La calidad de la
prediccidn es mayor ¢n los casos exiremos: residuos totalmente ocultos o totalmente
expuestos. Por gjemplo ol 86% do los residuos completamente ocultos se predicen con 0%
de accesibilidad del solvente.

Se accedid al mélodo PlIDacc mediante correo elecirénico a la direccion de la red
internet: Predicel micini@liM BlL-Heidelberg. DE. Se emplearon las mismas secuencias que
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para L prediceion de estructura secundaria,

2.16.4, DETERMINACION DEL MOMENTO HIDROFOBICO.

El momento hidrofobico es I hidrofobicidad de un péptido calculada para diferentes
dngulos de rotacion por residuo. Es una medida de la probabilidad de que un péptido en una
determinnda posicion se localice en la interfase entre el interior y la superficie de ta protelna,
ex decir que separe residuos hidrofobicos e hidrofilicos en una estructurn periddica
{(Fisenberg, Weass ot al. 1984),

L angulo de rotacion tipico entre residuos de una hélice-ct es de 100°. Un valor
elevido del momento hidrofobico en tormo a este dngulo indica la presencia de una hélice
anlipatien, caracterizada por un tado polar y otro apolar. Una estructura beta tipica tiene un
angulo de 160% entre residuos. Se empled el programa Pepplot (Wisconsin University,
Genetic Computer Group, Ine) para caleular ¢l momento hidrofébico maximo correspondiente

a un dngulo de rotacidn entre 95° y 105°, la ventana de caleulo empleada fue de 8 residuos.
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1. Proloolisis limitada comparada do tubulina dimérica y micretibulos
inducidos por {axol,

2. Proteolisis imitada comparada de tubulina dimérica y hojas
do tubuling Inducidag por Zn*.

3. Prediccion de estructura de tubulinas y FisZ.



Rasulados

1. PROTEOLISIS LIMITADA COMPARADA DE TUBULINA NO
POLIMERIZADA Y MICROTUBULOS INDUCIDOS POR TAXOL.

1.1, CARACTERIZACION DE LOS ESTADOS ESTUDIADOS POR PROTEOLISIS
LIMITADA,

LLL TUBULINA NO POLIMERIZADA,

L.a tubuling autoasocia en presencia de iones Mg, El proceso se describe en términos
de una rapida y reversible autoasociacion progresiva del dimero de tubulina con idéntica
constante de equilibrio de elongacion, k, y una etapa final de cierre favorecida, cuando se
alcanza el grado de polimerizacién n = 26 & 2, con &,k (Frigon y Timasheff 1975).

Los experimentos de proteolisis limitada do tubulina no polimerizada en microtabulos
inducidos por taxol se han realizado en tampén 10 mM NaPi, 6 mM MgCl,, I mM GTP, pH
6.7. I'n estas condiciones y a la concentracion de tubulina empleada, ca. 2.0 mg/ml, es de
esporar un incipiente estado de asociacién de la proteina. Se estudié la extensién de esta
asocineion mediante velocidad de sedimentacion. Se obtuvo un valor del coeficiente de
sedimentacian promedio de tubulina en tampén 10 mM NaPi, 0.1 mM GTP, pH 7.0, de S0
» 5.6 & (tabla 8), coincidente dentro del error experimental con el descrito por Frigon y
Timashelf (Frigon y Timasheff 1975). En presencia de 6 mM MgCl, y a pH 6.7 se observé
un vator higeramente mayor, 6.6 s. Cuando esta muestra se incubd previnmente 30 min a 37°
¢, de forma andlogn a los experimentos de profeolisis limitada, no se observé aumento
significativo en el coeficiente de sedimentacion ni por lo tanfo una extension del proceso de
autoasociacion,

A una concentracion de Mg® 8 mM, ligeramente superiores a las empleadas en este
trabajo, y a concentraciones de tubulina inferiores a 9 mg/ml no se aprecia formacién
significativa del polimero final, n = 26, y la descripeidn del proceso se puede simplificar a

un modelo de autonsociacion lineal indefinida o isodésmico.
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Tabla 8. Coeficienles de sedimentacion de tubulina".

‘ SDRO.W
(Mg®*] total —
Sin incubar Incubando 30 min a 37° C
0 mM 56s 71s
58s"
6 mM 6.6 s 6.7 s
* Determinados por el mélodo del segundo momento. -

" Datos de Frigon y Timashefl (1975).

El coeficiente de sedimentacién promedio (S) es funcién de los coeficientes de

sedimentacion de las especies presentes (8,) y do su abundancia:

Y, 9:C

e
Ei Cy

S¢ puede suponer que el coeficiente de sedimentacién de cada intermedio de la
asociacion es funcién del cocficiente de sedimentacidn de la vnidad monomérica del proceso,

sepan lu sigwente relacion que asume simetrla esférica para todas las especies:
si=al (1)3/?

S¢ estimd el coeficiente de sedimentacion teérico de cada especie a partir del valor
obtenido experimentalmente para la especie monomérica, es decir el heterodimere de off
tubuling. A partir de cstas estimaciones y de los valores de coeficiente de sedimentacidn
promedio observados se estimé el contenido de fos 5 primeros grados de autoasociacidn
(tabla 9). Como las cantidades relativas de los intermedios decrecen al aumentar ol grado de
asociacidn no se considoraron especies mayores del pentdmero, sin que esto introdujera un
error significativo. Ein las condiciones empleadas cerca del 80 % de Ia tubulina estd en forma
heterodimérica, un 20 % de la proteina son intermedios diméricos de autoasociacién y en

torno al 3% son trimeros, La presencia de tetrémeros y estados de asociacién superiores es
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despreciable. Independientemente de la naturaleza de los contactos que se establecen, en la
internceion entre dos heterodimeros de tubulina sélo se ocluyen Ia mitad de las superficies
de contacto. Por lo tanto se puede estimar que aproximadamente el 90 % de la superficie de
fa proteina expuesta en el heterodimero es accesible en estas condiciones y se puede

considerar la torma no ensamblada de la tubulina como heterodimero de aff tubulina.

Tabla 9. Eslimacion del grado de auloasociacion de tubulina Inducido por 8 mM Mg?'.

Grado de autoasociacion ()

1 2 3 4 5
8% (s)* 56" 8.89 11.65 14.11 16.37
Concentracion {mg/ml) ¢ 1.54 0.40 0.07 < 0.01 < 0.01
Abundancia relaliva (%) 77 % 20 % 3% < 1% < 1%

* Se supuso simetria eslérica.
" Valor observado en este trabajo.
¢ La concentracidn total de lubulina fue de 2.0 mg/ml.

Se explord la influencia de tas condiciones empleadas sobre la conformacion de la
tubutina mediante ¢l estudio del dicroismo circular en la region del ultravioletn lgjano. La
presencin de los cationes divalentes empleados, 6 mM Mg* y 2 mM Ca*, no producen
cambios conformacionales detectables y los espectros de dicrofsmo circular de tubulina son
iguales al registrado en tampén 10 mM NaPi, 0.1 mM GTP, pH 7.0, El espectro de dicroismo
circular no cambié cuando las muestras se preincubaron durante 30 min a 37° C,

descartandose una desestabilizacion de fa tubulina no ensamblada (figura 6),
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Figura 6. Espectro de dicroismo clrcular de tubulina. Se representa al espectro promeadio
y la desviacion estandar de 6 medidas en los siguientes tampones: (a) 10 mM NaPi, 0.1
mM GTP, pH 7.0; (b) 10 mM NaPi, 6 mM MgCl,, 0.1 mM GTP, pH 6.7 y (¢) 10 mM
NaPl, 6 mM MgCl,, 2 mM Cacl,, 0.1 mM GTP, pH 6.7. En cada tampdn las medidas se
realizaron a 25° C en dos condiciones: con y sin incubar la muastra durante 30 min a
37° C. La desviaciéon enlre espectros es del mismo orden de magnitud que el error

experimental.
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L.1.2. ENSAMBLAJE DE MICROTUBULOS INDUCIDOS POR TAXOL.

El ensamblaje in vitro de microtibulos inducido por taxol, en concentracidn
equimalecular, a 37° C aleanza un maximo estable en los 30 primeros minutos (figura 7). Los
microtibulos asi obtenidos despolimerizan en frio. Los microtibulos son estables a 25° € al
menos durante 20 minutos, tiempo empleado en la proteolisis limitada. Como se muestra en
la figura 8 la morfologia de los microtabulos ast ensamblados es normal. La masa de tubulina
en la forma no polimerizada no aumenta apreciablemento durante este tiempo (figura 9). La
concentracion critica del ensamblaje a 37° C en tampén 10 mM NaPi, 6 mM MgCl,, 1 mM
GTP, pH 6.7 es de 0.24:0.11 mg/ml. A la concentracién de tubulina empleada, c.n. 2.0
mg/ml, o fraccion sin ensamblar constituye el 1245 %. Se puede considerar que los
resultados de la proteolisis limitada en las muestras ensambladas son representativos
exclusivamente de la proteolisis limitada de Jos microtibulos. En ausencia de taxol no se
detectd polimenizacion de la muestra.

La termolising requiere Ca*' para mantener su actividad proteolitica, En las muestras
que se digirieron con esta proteasa ol ensamblaje se realizd en presencia de 2 mM CaCl,, El
ensamblaje, monitorizado por la seital de turbidez, la estabilidad, y la morfologia de los
microtabulos asi obtenidos son equivalentes a los observados en ausencia de CaCl, (figuras
7 y 8). La masa de tubulina polimerizada fue similar al control ensamblado en ausencia do

Ca®', y no se redujo tras 20 min a 25° C (figura 9).
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Figura 7. Curso de tlempo turbldiméirico del ensamblaje /n vitro de tubuilna 2,0 mg/ml
en tampén 10 mM NaPl, 6 mM MgCL, 1 mM GTP, pH 6.7. La reaccion se inicid
calentando la muestra de 4° C a 37° C. (a) ensamblaje con 20x10°° M taxol, la flecha
indica el enfriamiento de la muestra a 25° C o a 4° C (curva b). (c) ensamblaje con
20x10" M taxol en presencia de 2 mM CaCl,, la flecha indica el enfriamiento de la
muestra a 25° C 0 a 4° C (curva d). (8) muestra sin faxol. Inserto: cuantificacion del
ensamblaje de tubulina /n vitro inducldo por taxol a 37° C. (@) concentracidn de tubulina
polimerizada. (O) concentracion de tubulina dimérica. (linea de trazo continuo) recta de
regresion lineal de la concentracién de tubulina ensamblada frente a concentracién total
de tubulina. (linea de trazo discontinuo) valor medio de la concentracion de tubulina no

polimerizada.



Figura 8. Micrografias electrénicas de microtibulos Inducidos por taxol en tampdn 10
mM NaPl, 6 mM MgCi,, 1 mM GTP, pH 6.7 a 37° C (panel A), y después de enfriar Ia
muestra a 25° C durante 20 min (pane! B), Y en tampén 10 mM NaPi, 6 mM MgCl,, 2
mM CaCl,, 1 mM GTP, pH 6.7 a 37° C (panel C), y después de enfriar la muastra a 25°
durante 20 min (panel C). La barra corresponde a 200 nm,
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Figura 9. Cuantificacién de la masa de tubulina no polimerizada (barras huecas) y
ensamblada en microtibulos inducidos por taxol (barras rayadas). Las muestras de
tubulina se polimerizaron en presencla de una cantidad equimolecular de taxol: (a y ¢)
durante 30 min a 37° C y (b y @) durante 30 min a 37° C y posterior incubacién de 20
min a 25° C. (c y d) polimerizacién en presencia de 2 mM Ca®".
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1.2, PROTEOLISIS LIMITADA CON TRIPSINA.

El mapa proteolitico de af-tubulina, dimérica y ensamblada en microtibulos
mducidos por taxol, producido por tripsina 1% (p/p) se muestra en la figura 11. La
interpretacion de los fragmentos producidos se muestra en la figura 12, y sus caracteristicas

se indican ¢n la tabla 10.

Cadena o

Fin la forma dimérica el principal punto de corte se encuentra en la cadena a, entre
las posiciones K339-8340. Este punto de corte se protege en los microtiibulos inducidos por
taxol, comeidente con los resultados de Mandelkow (Mandelkow, Herrmann et al, 1985).

Iin la proteolisis de la tubulina ensamblada destaca [a aparicién de un fragmento, TX-
TRa2, que es reconocido por el anticuerpo frente a o(415-443) y tiene una movilidad
electroforética ligeramente inferior al péptido 0(340-450), TRo2, Aunque TX-TR0o:2 migea
aparentemente aislado en electrofordsis, no ha sido posible determinar su secuencia y debe
bloquenrse durante la purificacién. Por la relacién de PM aparentes de este péptido y at(340-
450} el PM tedrico de TX-TRa2 debe ser 13«14 kD lo que sitita el punto de corte en la
region 325-335. Segin la especificidad de [a tripsina hay dos posibles puntos de corte: K326-
12327 y K3306-T337 (ligura 10A). La prediceidn de estructura secundaria (ver adelante) sitha

estas dos Lys en ambos extremos de una o hélice.

A 310 320 330 340 350 360
i GRYMACCLLYRGDVVPRKDVNAATAT IKTKRT IQFVDWCPTGFKVGINYREPP

B 280 290 300 310 320 330
aa QYRALTVPELTQOMFDAKNMMAACD PRHGRY LTVAAVFRGRMSMKEVDEQM

Figura 10. Secuencia de ia regién 310-360 de o~lubuiina (A} y 280-320 de fi-tubulina (B) de cerebro
porcina, En negrilla se Indican los residuos de Arg y Lys, polenciales puntos de corte de

tripsina.
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Figura 11, Proteclisis limitada con tripsina-TPCK 1% de tubulina en forma dimérica
(calles 1, 3, 5,7, 9, 11, 13, 18 y 17) y ensamblada en microtibulos inducidos por taxol
(calles 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16 y 18) en tampodn 10 mM NaPi, 6 mM MgCl,, 1 mM GTP,
pH 6.7. (calles 1y 2) tincién con azul de coomassie. {calles 3 a 18) inmunodsteccion
con los anlicuerpos: anti (155-168) (calles 3 y 4), anti o(214-226) (calles 5 y 6),anti
a{415-443) (calles 7 y 8), anti w~lubuling tirosinada (calles 9 y 10), anti $(1-13) (calles
11y 12), anti 3(153-165) (calles 13 y 14), anti (241-256) (calles (15 y 16) y anti p{412-
431) (calles 17 y 18). A la izquierda del panel se indica 1a posicion de los patrones de

peso molecular en kD.
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Figura 12, Esquema de los fragmentos producidos en la proteolisis limitada con tripsina-TPCK

de tubulina dimérica (A) y tubulina ensamblada en microt(bulos inducldos por taxol (B). Los

rectdngulos sobre los fragmentos sefialan los epltopos de los anticuerpos que reconocen a

los fragmentos, relienos cuando la reaccion es fuerle y vaclos cuando es débil.
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Cndena i

Con anterioridad solo se ha descrito la actividad de la tripsina sobre la o-tubulina sin
embargo hemos observado dos puntos de corte en la cadena f.

Ll primero se localiza entre las posiciones K174-V 175, genera los fragmentos TRp4
y TRBL, y es accesible en los microtubulos inducidos por taxol.

El segundo punto genera los fragmentos TRP2 y TRB3. A partir do los datos de PM
aparente este punto de corte estd localizado en la regidn 280-325. Los residuos de Lysy Arg
presentes en esta region y potenciales localizaciones de este corte son: R282, K297, R306,
R309, R318, R320 y K324 (figura 10B). Este corte se protege en la tubulina polimerizada

en microtubulos de taxol.

Tabla 10, Fragmentos de proteolisis limitada de tubulina con Tripsina-TPCK 1% (p/p).

Nombre  PMap PMcor Secuencia Posicion PM tedrico
(kD) (kD) N-Tearminal (D)

TRa 1 38.641.3  33.641.3  'MxExIxI 1 a 339 37520

TRa2 16.240.6  13.4406  *SIQFV 340 & 451 12576

TRp1 36.3¢1.2 30,5£1.2 YxDTVVEP 175 a 445 30887

TR[}2 34.741.2 32.2¢1.2  nd 1a292+8 n.d.

TRA3 20.640.7 14.9:0.7 nd 31549 a 445 n.d.

TRp4 15.040.5  14.1£0.5  'MxEIVxIQ 1a174 18986

TX-TRatl 36413  31.9£1.3 nd. 1 a 289410 n.d.

TX-TRax2 17.720.6  14.5#0.6 n.d. 316848 a 451 n.d.
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1.3. PROTEOLISIS LIMITADA CON QUIMOTRIPSINA.

EL mapa proteolitico de afi-tubulina, dimérica y ensamblada en microtabulos
inducidos por taxol, producido por quimotripsina 2% (p/p) se muestra en la figura 13, La
interpretacion de los fragmentos producidos se muestra en la figura 14, y sus caracteristicas

so indican en la tabla 11,

Cadena o

La a-tubuling es poco sensible a quimotripsina. Sin embargo se observan dos péptidos
complementarios producidos por la ruptura del enlace entre las posiciones F169-8§170. Este
punto de corte es ligeramente mas sensible en la tubulina ensamblada en microtibulos

inducidos por taxol.

Cadena [%:

La quimotripsina corta mayoritariamente la B-tubulina dimérica entre las posiciones
Y281-R282, y no actia sobre esta posicidn en fa protefna ensamblada en microtGbulos
inducidos por taxol.

Se observan cos péptidos de bajo peso molecular aparente, CHpB3 (18.5 kD) y CHIf}4
(15 kD), que son reconocidos por los anticuerpos anti B(1-13) y anti $(153-165). No se han
detectado los péptidos complementarios. A partir del PM aparente los puntos de corte que
los originan se¢ localizan antes de la posicién 165, Sin embargo por la reactividad con el
anticuerpo anti B(153-165), se localizan en posiciones posteriores pero muy proximas a este
epltopo. Los potenciales puntos de corte se encuentran en el lado carboxilo de los residuos:
F168 y Y183 (figura 15). Estos puntos de corte son accesibles en los microtibulos inducidos

por taxol.
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Figura 13. Proteolisls limitada con quimotripsina-TLCK 2% de tubulina en forma dimérica
(calles 1, 3,5, 7,9, 11,13, 15y 17) ¥y ensamblada en microtabulos inducidos por taxol
(calles 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16y 18) en tampén 10 mM NaPi, 6 mM MgCl,, 1 mM GTP,
pH 6.7. (calles 1y 2) tincién con azul de coomassie. (calles 3 a 18) inmunodeteccion
con los anticuerpos: anli «(155-168) (calles 3y 4), anli «(214-226) (calles 5 y 6),anti
«{415-443) (calles 7 y 8), anli o-lubulina tirosinada (calles 9 y 10), anti p(1-13) {(calles
11y 12), anti p(153-165) (calles 13y 14), anti }(241-256) (calles (15 y 18) y anti p{412-
431) (calles 17 y 18). A la izquierda del panel se indica la posicién de los patrones de

peso molecular en kD.
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Figura 14, Esquema de los fragmantos producidos en la proteolisis limitada con quimotripsina

de tubulina dimérica (A) y tubulina ensamblada en microt(bulos Inducidos por taxol (B). Los

rectangulos sobre los fragmentos sefialan los epitopos de |os anticuerpos que reconocen a

los fragmentos, rellenos cuando la reaccion es fuerte y vaclos cuando es débll,
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Figura 15. Socuencia de la regién 150-190 de p-lubulina de cerebro porcino. Se ha subrayado la
regidén correspondiente al epltopo (153-165). En negrlla se Indican fos aminoécidos

aromaticos, potenciales puntos de corte de quimotripsina.

-

Tabla 11. Fragmenlos de proteolisis limitada de tubulina con Quimotripsina-TLCK 2% (p/p).

Nombre PMap PMcor Secuencia Posiclén PM tedrico
(kD) (kD} N-Terminal (D)

CHex1 40.841.4 32,5515  Y'SIYPAPQVS 170 a 451 31529

CHu2 16.3£0.6  16.6£0.6  n.d. 1a 169 18667

CHp1 36.041.3  34.2:1.3  nd. 1 a 281 30960

CHp2 22.3:0.8  16.740.8  ALTVPxL 282 a 445 18913

CHp3 18.540.6 17.3+40.6 nd. 1 & 1605 n.d.

CHp4 16.2+0.5  14.320.5  n.d, 1 a 13045 n.d.
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Resullados

L4, PROTEOQLISIS LIMITADA CON ELASTASA.

Ul mapa proteolitico de o«f-tubuling, dimérica y ensamblada en microtiibulos
inducidos por taxol, producido por elastasa 2% (p/p) se muestra en la figura 16. La
interpretucion de los fragmentos producidos se muestra en la figura 17, y sus caracteristicas

se mdican en la tabla 12,

Cadena oo
Se observan dos punios de corle en esta cadena. El primero, que produce los
lragmentos complementarios ELod y ELal, se localiza entre las posiciones S178-T179. El

sepundo corte genera los péptidos ELa2 y BLa3, y se produce entre los residuos A294-C295.

Cadenn [V
La elastasn digiere la tubulina en un dnico punto de corte. A partir de la secuencia
amino terminal de ELP2 se ha localizado el punto de corte entre las posiciones C354-13355.
Los tres puntos do corte de Ia elastasa en las o y B-tubulina son igualmente sensibles

en los mierotubulos inducidos por taxol.

Tabla 12. Fragmenlos de proteoclisis limilada de tubulina con Elastasa 2% (p/p).

Nombre PMap PMcor Secuencia Posicion PM tedrico
(39)] (kD} N-Terminal (D)
Bl 39.1£1.4  31.2¢14  TAW 179 a 451 30585
ElLa2 372413 326413 nd 1 a 204 32481
ElLad 19.3¢0.7 16,8407  *xFEPANQMVK 295 a 451 17615
Elod 17.840.6  17.8:06 n.d. 1a178 19510
ELp1 39.1¢1.4 36314 'MREIV 1 a 354 39326
ELp2 19.0£0.7  13.240.7 **DIPPxGLK 355 a 445 10547
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Figura 16. Proteolisls imtada con elastasa 2% de tubulina en forma dimérica (calles 1,
3.5, 7,9, 11, 13, 15y 17) y ensamblada en microtUbulos Inducidos por taxol (calles 2,
4.6, 8, 10, 12, 14, 16 y 18) en tampén 10 mM NaPi, 8 mM MgCl,, 1 mM GTP, pH B.7.
(calles 1 y 2) tincidn con azul de coomassie. (calles 3 a 18) inmunodeteccién con los
anticuerpos: anti «(155-168) (calles 3 y 4), anti c.(214-226) (calles 5y 6),anti o {415-443)
(calles 7 y 8), anti a-iubulina tirosinada (calles @ y 10), anti p(1-13) (calles 11y 12), anti
1(153-165) (calles 13 y 14), anli p(241-256) (calles (15 y 16) y anli B(412-431) {calles
17 y 18). A la izquierda del panel se indica la posicion de los patrones de peso

molecuiar en kD.
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Figura 17. Esquema de los fragmentos producldos en la proteolisis limitada con elastasa de
tubulina dimérica (A) y tubulina ensamblada en microtibulos Inducidos por taxol (B). Los
rectdngulos sobre los fragmentos sefialan los epliopos de los anticuerpos que reconocen a

los fragmentos.



Resulados

L.S. PROTEOLISIS LIMITADA CON CLOSTRIPAINA.

El' mapa proteolitico de ofi-tubulina, dimérica y ensamblada en microtibulos
mducidos por taxol, producido por clostripnina 2% (p/p) se muestra en la figura 18. La
interpretacion de los fragmentos producidos se muestra en la figura 19, y sus caracteristicas

s¢ indican en la tabla 13.

Cadeng ot

La clostripaina proteoliza la c-tubulina en el mismo punto de corte que la tripsina,
entre los residuos R339-7340. Al igual que con la tripsina, este punto de proleol‘{'sis esta
protegido en la cz-tubulina polimerizada en microtiibulos inducidos por taxol. Sin embargo
la clostripaing, a diferencia de la tripsing, no produce un nuevo punto de corte en la forma
ensamblada. Se explica teniendo en cuenta la especificidad de ambas proteasas: las dos cortan
enlaces peptidicos del tipo R-X pero la tripsina ademas también acttia sobre los de tipo K-X.

Se observa un fragmento minoritario, CLo2. Como no se ha detectado un fragmento
complementario s¢ supone que se produce a partir de CLetl por un segundo corte en el que
se plerden ¢ 65 an. Bl tnico residuo de Arg presente en esa regién y potencial punto de
corte es R26:4-A205 (figura 20A). Este punto de digestion también se protege en la o

tubulinn polimerizada,

Cadena [%:

La clostripaina digicre débilmente la B-tubulina. Cuando se emplea una propor¢idn
de clostripainn del 2% aparecen una serie de fragmentos minoritarios,

CEN2 es un fragmento minoritario. Por su PM aparente ¢l corte que lo origina se
localiza en torno a la posicion 120. El residuo de Arg que potencialmente puede participar
en este corte os R121-K122, Es Ia tnica Arg presente en esta regién (figura 20B). No se
detectn el correspondiente {ragmento complementario de este corle.

CLPS es un fragmento de bajo PM (PMap 22 kD) reconocido por el anticuerpo anti
(412-431). A partir de su secuencia amino terminal se ha localizado el corte que lo produce
entre las posiciones R282-A283. CLJ4 es ¢l fragmento complementario. Este punto de corto

estd proximo nl que produce ta quimotripsing entre las posiciones Y280-R281.
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Figura 18. Proteolisis limiada con clostripaina 2% de tubulina en forma dimérica (calles
1,3,5,7,9 11, 13, 16y 17) y ensamblada en microlubulos inducidos por taxol (calies
2.4, 6,8, 10, 12, 14, 16 y 18) en tampdn 10 mM NaPi, & mM MgCl,, 1 mM GTP, pH
6.7. {calles 1 y 2) tincion con azul de coomassie. (calles 3 a 18) inmunodeleccion con
los anlicuerpos: anti a(155-168) (calles 3 y 4), anti a{214-226) (calles 5 y 6),anti a(415-
443) (calles 7 y 8), anti a~tubulina lirosinada (calles 9y 10), anti 3(1-13) (calles 11y 12),
anti #(153-165) (calles 13 y 14), anli p(241-266) (calles (15 y 16) y anti p(412-431)
(calles 17 y 18). A la izquierda del panel se indica la posicién de los patrones de peso

molecular en kD,
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Figura 19, Esquema de los fragmentos producidos en la proteolfsis limitada con clostripaina
de tubulina dimécica (A) y tubulina ensamblada en microtdbulos inducidos por taxol (B). Los
rectdngulos sobre los fragmentos sefialan los epltopos de los anticuerpos que reconocen a

los fragmentos, rellenos cuando fa reaccidn es fuerte y vacios cuando es débil.



Resultados

CLAL'y CLP3 son dos fragmentos minoritarios de alto PM aparente. No se detectan
los fragmentos complementarios. Los puntos de proteolisis en los que se producen se
localizan en las regiones 305-325 y 361-381, respectivamente. Los residuos de Arg que
potencialimente pueden participar en estos puntos de corte son: R306, R309, R318 y R320,
y R359 y R38O, respectivamente (figura 20C,D).

La digestion de la B-tubuling por la clostripaina se reduce cuando esté ensamblada

en microtdbulos inducidos por taxol.

A Sh0 “60 270 280 290 300
aa VDLTEFQTNLVPYPRAHFPLATYAPVISAEKAYHEQLSVARI TNAC FEPAN

i 110 120 130 140 150 160
aa ALLVDSEVELDVVRKESESCDCLQGFQLTHS LGGGTGSGMGTLL ISKIREEYPDRTMN

C 290 300 310 320 330
aa TQOMEFDARKNMMAACDPRHGRYLTVAAVFRGRMSMKEVDE QM

N Ahn 360 370 380 390
aa KTAVCDTPPRGLEKMSATFIGNSTAIQELFKRISEQFTAMEFR

Figura 20. Secuenclas de tas regidnes 250-300 de a-tubulina (A), 110-165 (B), 290-320 (C) y 350-360
(DY de -tubulina de carebro porcino. Se ha subrayado la reglén correspondiente al epftopo
B(153-165). En negrilla se indican los reslduos de Arg, potenciales puntos de proteolisis

limitada de clostripaina.
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Resulados

Tabla 13. Fragmentos de proteolisis limitada de tubulina con Clostripaina 2%(p/p).

Nombre PMap PMcor Secuencia Posicién PM tedrico
(kD) (kD) N-Terminal (D)

Clat 40.6£1.4 352414 nud. 1 a 339 37520

Clu2 34.1%1.2  30.241.2  n.d. 1 a 275£10 29238°

Cla3 17.0£0.6 14106 SOxIQFV 340 a 451 12576

CLpT 44.641.5 41315 nd. 1 a371£10 n.d.

cLp2 412415  36.7:1.5 n.d. 11040 a 445 36538

cLp3 37.5¢1.3  34.8£1.3 nd. 1 a 31549 n.d.

CLp4 34.121.2 317412 nd. 1 a 282 31117

CLpS 22.040.8  16.410.8  ALXVPxGxQQM 283 a 445 18757

* Suponiondo que Cla2 corresponde a o«(t-264)
¥ Suponiendo quo CL}2 correspondo a [(122-445)
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Rosulados

1.0. PROTEOLISIS LIMITADA CON ENDOQPROTEINASA LYS-C.

El mapa proteolitico de af-tubulina, dimérica y ensamblada en microtiibulos
inducidos por taxol, producido por endoproteinasa Lys-C 0.5 U/m! se muestra en la figura

21. La interpretacion de los fragmentos producidos se muestra en la figura 22, y sus

caracteristicas se indican en Ia tabla 15,

Cadena ¢

La endoproteinasa Lys-C acta mayoritariamente sobre la c-tubulina produci_endo un
muapa peplidico caracteristico,

Se observa un {ragmento, LCal, de PM aparente ligeramente menor al de la a-
tubulma ¥ que comigra con la f-tubulina. Este fragmento os reconocido en inmunoblot por
todos los anticuerpos anti a-tubuling empleados a excepcién del anti c-tubulina acetilada,
camo ex reconocido por el anticuerpo frente o-tubuling tirosinada tiene intacto el extremo
carboxilo. La secuencia del extrenio amino de este fragmento sitiia el corte que lo genera
entre las posiciones K40-T41. Este punto de corte sigue siendo sensible en la proteolisis
limitada de microtibulos inducidos por taxol y Ia presencia del fragmento LCol aumenta en
estns condiciones,  El grupo e-nmino del residuo de lisina en posicién 40 es un punto de
acelilacion de la a-tubuling (Piperno, LeDizet ¢t al. 1987).

Empleanclo el anticuerpo 6-11B-1 frente a c-tubulina acetilada se ha detectado un
pdéptido, LCwo, de PM aparente 18 kID que no se aprecia mediante ]a tincién con coomassie.
Se ha identificado con el fragmento o(1-40) complementario de LCal. Este fragmento estd
presenta en igual cantidad en las muestras de proteolisis limitada de tubulina dimérica y
ensamblada en microtibulos inducidos por taxol.

A parte de LCel, se detecta un solo fragmento, LCaS, reconocido por los anti c(4 15~
445) y anti c-tubulina tirosinada. La secuencia amino terminal sitda el punto de corte que
lo origina entre las posiciones K280-A281. Esla posicidén de proteolisis se protege en la
tubulina ensamblada en microtibulos inducidos por taxol y como consecuencia se reduce la
formacién de LCaS y se acumula el fragmento LCall ya que no es procesado posteriormente

on K280-A281.

Como {ragmento complementario de este corte no aparece un Gnico péptido, sino un
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Figura 21. Proteolisls limitada con endoproteinasa Lys-C 0.5 U/ml de tubulina en forma
dimérica (calles 1, 3, 8, 7, 9,11, 13, 15, 17 y 19) y ensamblada en microtibulos
inducidos por taxol (calles 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18y 20) en tampén 10 mM NaPi,
6 mM MgCl,, 1 mM GTP, pH 6.7. (calles 1y 2) tincién con azul de coomassie. (calles
3 a 20) inmunodeteccidn con los anticuerpos: anti a-tubulina acetilada en Lys40 (calles
3y 4), anli «(155-168) (calles § y 6), anti a(214-226) (calles 7 y 8),anti a(415-443)
(calies 9 y 10), anli a-tubulina tirosinada (calles 11 y 12), anli $(1-13) (calles 13 y 14),
anll (153-165) (calles 15 y 16), anti p(241-256) (calles 17 vy 18) y anti §(412-431)
(calles 19 y 20). A la izquierda del panel se indica la posicién de los paitrones de peso

molecular en k.
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Figura 22. Esquema de los fragmentos producidos en la proteolisls limitada con
endoprotelnasa Lys-C de {ubulina dimérica (A) y tubulina ensamblada en microtubulos
inducidos por taxol (B). Los recldngulos sobre los fragmenlos serialan los epitopos de los

anticuerpos que reconocen & los fragmentos, rellenos cuando la reaccion es fuerie y vacios

cuando es déhil,



Resultados

conjunto de tres: LCo2, LCo3 y LCad. La secuencia N-terminal de LCo2 corresponde con
la de la o-tubuling, este fragmento es el de mayor peso molecular aparente de los tres y se
identifica como o(1-280), siendo complementario de LCoS. Los otros dos fragmentos de esla
serie pueden producirse bien por cortes secundarios cerca de los nuevos extremos carboxilo
generados tras el primer corte, o bien por cortes cerca del extremo amino terminal de la
tubulina. L.Cad es ol fragmento mayoritario de este grupo. Se ha secuenciado su extremo N-
terminal, que es igunl al observado para el fragmento LCall y corresponde a un corte entre
las postciones KA40-T41. Por lo tanto ¢l fragmento LCq3 se origina por una doble digestién
eatre las posiciones K40-T41 y K280-A281.

LCad ¢s un fragmento de PM aparente ligeramente inferior a LCa3 que es reconocido
por los mismos anticuerpos que éste. Se origina en una doble digestién, Uno de los puntos
de corte se produce entre K280-A281, No se conoce la secuencia amino terminal de LCod.
El otro punto de corte que lo origina se localiza secuencialmente més avanzado al que origina
LCal y LCold. Por otro lado LCod contiene el epitopo o(155-168). Esta proteasa hidroliza
enlaces peptidicos en los que el grupo carbonilo s donado por una Lys. Este punto de corte
se localiza tras uno de los siguiontes residuos: K60, K96, K112 o K124 (figura 23A). Por
comparacion entre el peso moleeular aparente corregido de LCad y el peso molecular tedrico
de los fragmentos formados si ¢l corte se produce en cada uno de estos puntos (tabla 14), el
punto de proteolisis mas probable es K60-1161,

La presencia de estos tres fragmentos, LCo2, LCo3 y LCad, se reduce dristicamente
en ta proteolisis hmitada de microtibulos inducidos por taxol como consecuencia de estar
protegido ¢l punto de corte K280-A281. No se puede estimar si el corte minoritario en K60-
Hol se protege en la forma polimerizads, ya que sélo se detecta gracias a la presencia de

LCad, que no se produce en [a forma ensamblada por proteccién del enlace K280-A281.
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Figura 23. Secuenclas do las regiénes 55125 de o-lubulina (R), 30-90 (B) y 300-360 (C) de j-tubulina

do corebre porcina. En negrilla se Indican los residuos de Lys, potenclales puntos de
proteolisis limitada do endoproteinasa Lys-C,

Tabta 14. Posibles sacuenclas del fragmento LCad,

Punlo de Corte Posicidn PM tedrico (D) PMcor (kD)
KG0-HG1 61-280 24565 26.7
K9G-E97 07-280 204189 21.3
K112-E113 113-280 18657 19.0
K124-L125 125-280 17192 17.1

a1



Resullados

Cadena [}

Endoproteinasa Lys-C digiere débilmente la cadena de B-tubulina. Hay cuatro péptidos
que reaccionan con el anticuerpo frente f(153-165) y débilmente con el anti B(241-256).

Solo dos de ellos, LCBL y LCP2, reaccionan con el anticuerpo anti f(1-13). Son
ongiados en dos cortes en la region 300-350. Los residuos de Lys que participan en los
posibles puntos de corte son: K324, K336 y K350 (figura 23C). No se detectan los
fragmentos complementarios de estos puntos de corte.

Un tercer punto de corte se localiza cerca del extremo amino terminal de la B-
tubulina, entre tas posiciones 30 a 85, El Gnico residuo de Lys en esta regién es K58, siendo
KS8-Y59 el putativo punto de corte. Este corte produce los fragmentos LCB3 y LCP4, a
partir de LCBL vy LCP2 respectivamente.

Estos tres puntos de corte no se protegen en la tubulina polimerizada en microtibulos

inducidos por taxol.

Tabla 15. Fragmentos de proleolisis limitada de tubulina con Endoproteinasa Lys-C 0.5 U/mi.

Nombre  PMap PMcor Secuencia Posicién PM tedrico
(kD) (kD) N-Terminal (D)
|.Ct 1 58.8+2.1  46.5¢21  “'TIGGGDDS 41 a 451 45679
LCu2 38.641.4  33.621.4  'MREXISI 1 a 280 30953
LCu3 34.641.2  306x1.2 ‘'"TIGGGDDS 41 a 280 26555
LCud 329412 293312  nd, ca. 60a280  24552°
LCub 22.0:0.8 17,9308 *'AYXEQLxXVAEI 281 a 451 19143
LCu6 18.040.6  17.940.6  n.d. 1a40 4416
LCpH 40.6x1.4  37.6x1.4  n.d 1a 33919 n.d.
Lcp2 37.1£1.3 34413 nd 1a 31249 n.d.
LCp3 34.641.2 32,1412 nd 49216 a 33929  n.d,
LCp4 28.7¢1.0  26.7¢1.0 n.d. 68416 a 31249 n.d.

* Suponiendo que LCud corresponde a a(61-280),
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Resullados

1.7. PROTEOLISIS LIMITADA CON TERMOLISINA.

B mapa proteolitico de af-tubuling, dimérica y ensamblada en microtibulos
inducidos por taxol, producide por termolisina 1.5% (p/p) se muestra en la figura 24. La

interpretacion de los fragmentos producidos se muestra en la figura 25, y sus caracteristicas

se indican en la tabln 16.

Cadena o

A partir del mapa peptidico generado en la proteolisis limitada de o-tubulina con
termolisina se ha interpretado que esta proteasa actiia principalmente en tres puntos.

Cerea del extremo amino existe un punto de corte que genera el fragmento THal, con
una movilidad electraforética igunl a la B-tubulina sin digerir. La secuencia amino terminal
de este fragmento sitin este corte entre las posiciones T41-142, coincidente con los resultados
de Paschal y col. (Paschat, Obar ¢t al. 1989). Esto es coherente con el corte entre las
posiciones K40-T41 producido por endopeptidasa Lys-C. En la proteina ensamblada en
microtabulos de taxol aumenta la intensidad do la banda de THatl, esto podria deberse a una
mayor sensibilidad de este punto de corte si bien Ia intensidad de la banda de a-tubulina sin
digerir no se reduce en igual medida. Probablemente este aumento se deba también a una
menor actividad (ligeramente menor) en los otros puntos de corte (ver abajo) de forma que
se acumule ThHeel

Ln banda TTia2/THald reacciona con todos los anticuerpos disponibles frente a o~
tubulina. Se ha interpretado que en esta banda hay dos péptidos, THa2 y THa3.

THa2 estd generado por un (nico corte en fa regién 280-300. THo4d esta relacionado
con este fragmento, se forma por ¢l corle secundario de THo2 en las posiciones T41-142. El
punto de corte, en lu region 280-300, que genera ambos péplidos es igual ya que solo se
observa un tnico {ragmento, THoS, correspondiente a la regidn carboxilo terminal,

THetd reacciona con los anticuerpos especificos de la rogidn carboxilo terminal de la
a-tubuling, y del epitopo 0(214-226). No es posible determinar si contiene también el epitopo
a(155-168) yn que migra junto con THa2 que si reacciona con el anticuerpo frente a este

epitopo.  Por ol peso molecular aparente de este fragmento el punto de corte debe estar

situndo en torno a la posicion 175,
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Resultados

Bl la forma polimerizada la sensibilidad de estos dos puntos de corte no cambia

significativamente,

Cadena (%

La protealisis controlada de f-tubulina por termolisina genera un mapa peptidico
complejo (al menos 12 péptidos). Se ha interpretado que la digestion se produce en dos zonas
de la proteinn, existiendo varios puntos de corte en cada una de ellas,

Una esta situada en Ia rogion contigun superior al epitopo [3{153-165), en ella parece
haber tres puntos de corte. Se han localizado a este lado del epitopo por la reactividad de los
péptidos TR, THRIL y THP12, quo son reconocidos por los anticuerpos frente a P(1-13)
y B(153-165). Los fragmentos complementarios de estos cortes son THBG6, THP4 y THf1
respectivamente.

La segunda regidn sensible esta comprendida entre los residuos 260 a 310, existen tres
puntos de corte en esta regidn que producen las siguientes parejas de fragmentos: THRS con
TH{7, THRY con THAR y THP2 con THAI0.

La proteolisis limitada de la cadena B no se modifica en la tubulina ensambiada en

micratubulos inducidos por taxol.
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Figura 24, Proteolisis limitada con tarmolisina 1.5% de tubulina en forma dimérica (calles
1.3. 6 7.9, 11, 13, 15, 17 y 19) y ensamblada en microt{ibulos inducidos por taxo
(calles 2, 4, 6, B, 10, 12, 14, 16, 18 y 20) en tampén 10 mM NaPi, 6 mM MgCl,, 1 mM
GTP, pH 6.7. (calles 1 y 2) tincion con azul de coomassie, (calles 3 a 20)
inmunodeteccién con los anlicuerpos: anli a-tubulina acetifada en Lys40 (calles 3 y 4),
anti «(155-168) {(callos 5 y 6), antl «(214-226) (calles 7 y 8),anti a(416-443) (calles 9y
10), anti ae-tubulina lirosinada (calles 11 y 12), anti p(1-13) (calles 13 y 14), anti (163~
165) (calles 15 y 16), anti }(241-256) (calles 17y 18) y anti p(412-431) (calles 19 y 20).
A la izquierda del panel se indica la posicién de los palrones de peso molecular, en kD.
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Figura 25. Esquema de tos fragmantos producidos en la protaollsis limitada con termolisina
de tubulina dimérica (A) y lubulina ensamblada en microtdbulos inducidos por taxol (B). Los
rectangulos sobre los fragmentos sefalan los epliopos de los anticuerpos que reconocen a

los fragmentos, rellenos cuando la reacclon es fuerte y vacios cuando es dsbil.



Resullados

Tabla 16. Fragmentos de proteolisis limitada de tubulina con Termolisina 1.5% (p/p).

Nombre  PMap PMcor Secuencia Posicién PM tedrico
(kD) (kD) N-Terminal (D)
THe 1 57.042.0 45.122.0 2GGXDDxXF 42 a 451 45578
TH2 38.4%1.3 306413 n.d. 177410 a 451  n.d.
THa3 38.4%1.3  33.5¢13 n.d. 1 a 302210 n.d.
THod 34.741.2 307412  nd. 422 317+10  n.d.
THaS 19.740.7 16,1207  n.d. 307+10 a 451 nd.”
THpA 41.1£1.4  36.641.4 n.d. 120410 a 445  n.d.
THP2 40.2+1.4  37.3x14  n.d. 1 a 336110 n.d.
THp3 37.521.3  34.8£1.3 nd. 1 a 31510 n.d.
THp4 37.5£1.3  32.8£1.3 nd. 166210 a 445  n.d.
THR5 36.4£1.3  33.8£13 nd. 1 a 306110 n.d.
THRG 36.4x1.3  31.7413  nd. 166110 a 445  n.d,
THP7? 23.3%0.8  17.8£08 n.d. 20015 a 445  n.d.
THpS 21.940.8 16,3208 nd. 30315 a 445  n.d.
THY 20.6£0.7  19.2:0.7 nd, 1a 17646 n.d.
THR10  19.540.7  18.8¢0.7 nd. 32515 a 445  n.d.
THp A1 18.840,6  17.6:0.6 n.d. 1 a 16245 n.d.
THR12 156405 146405 nd. 1a 13315 n.d.
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1.8. PROTEOLISIS LIMITADA CON PROTEASA V8,

El mapa proteolitico de ofi-tubuling, dimérica y ensamblada en microtbulos
inducidos por taxol, producido por proteasa V8 2% (p/p) se muestra en la figura 26. La
interpretacion de los fragmentos producidos se muestra en la figura 27, y sus caracteristicas

se indican en la tabla 17

Cadena o

El mapa peptidico de o-tubulina digerida con proteasa V8 es producido por la
proteolisis en tres regiones. ‘

Existe un punto de corte cerca del exiremo carboxilo. Este corte no elimina Ia
reactividad frente al anticuerpo anti o(415-445) pero si frente al anticuerpo que reconoce o
tubulina tirosinada.

Se ha secuencindo el oxtremo amino del péptido mayoritario V8al, localizandose ol
punto de corte entre las posiciones E168-F169, El {fragmento V8a2 tiene un PM aparente
ligeramento inferior a V8!, y no reacciona con el anticuerpo anti o-tubulina tirosinada.
Luego se produce por una doble digestién en los puntos descritos con anterioridad: entre
E168-F169 v cerea del extremo carboxilo.

Los péptidos V8a6 y V8a7 son complementarios del corte en EI68-F169. Esta
duplicidad no se oxplica con un Gnico corte, fuego hay un corte posterior bien cerca del
extremo amino o cerca de la posicion 168. Si se tratara de un corte cerca del extremo amino
o bien sdlo se produce sobre V8a6 una vez originado por el corte entre E168-F169; o bien
ostn localizado tan préximo al extremo amino que no permite apreciar la duplicacién de las
bandas de o-tubulina y V8a3. Cerca y anterior a la posicién 168 el (inico residuo fcido es
1160 {figura 28A). Un punto de corte entre las posiciones DI160-Y 161 afectaria a la
integridad del epitopo c(153-165). La regién restante deol epliopo justificaria la reactividad
de V8a2 con el suero anti ou(153-1685).

Un tercer punto de corte se produce entre los residuos E290-1291, tal como se deduce
de ln socuencia amino terminal del péptido V8cd. De manera andloga a como so produce
V8ct2 a partir de V8al, el fragmento V8o es producido por una doble proteolisis: en esta

posicion y junto al extremo carboxilo, que explica la falta de reactividad con el anticuerpo
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IA2. De estos péptidos solo se detecta un fragmento complementario, V83, correspondiente
a o secuencia of1-290),

IF mapa peptidico de la tubulina ensamblada en microtiibulos inducidos por taxol es
similar al de la forma dimérica. Se observa una reduccién del corte localizado cerca del

extremo carboxilo, con un ligero aumento de la presencia del fragmento V8oid a expensas

de unn disminucion de V8wS.

Cadena J3:

La proteolisis controlada de f-tubulina con proteasa V8 se produce principalmente
junto al extremo carboxilo. Hay tres bandas con movilidad electroforética ligermnenté inferior
a la de la P-tubuling, por lo que al menos debe haber tres puntos de corte en osta region. Por
In renctividad frente al anticuerpo anti (412-431) se han localizado: un primer punto de
corte en lu regién anterior al residuo 412 o inmediatamente posterior, origina el péptido V833
que no es reconocido por el anticuerpo anti B(412-431). El segundo corte no afecta
totalmente a la integridad det epitopo P(412-431) ya que el fragmento V832 reacciona
débilmente con el anticuerpo que lo reconoce. El tercer punto de corte debe localizarse en
la region 431-445, ya que el fragmento V8[31 parece contener integro el epliopo f(412-431).

8¢ observa un cuarto punto de corte en la cadena f§ que gencra el fragmento VB[4,
no se observa el [ragmento complementario correspondiente. A pattir del PM aparente
(37.5kD) y corregido (34.8kD) de este fragnento el punto de corte debe localizarse en torno
a ln posicion 315, Los residuos deidos, Glu y Asp, que se encuentran en esla regidn y
participan potencialmente en este corle son: D295, D304, E325 y E328 (figura 28B). No se
detecta la presencia de ningin fragmento complementario de V84,

La sensibilidad de estos puntos de corte es similar en fa tubulina polimerizada en

microtitbulos de taxol.
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Figura 26, Proteolisls limitada con V8 2% de tubulina en forma dimérica (calles 1, 3, 5,
7.9, 11, 13, 15 y 17) y ensamblada en microtibulos inducidos por taxol (calles 2, 4, 6,
8, 10, 12, 14, 16 y 18) en lampon 10 mM NaPi, 6 mM MgCl,, 1 mM GTP, pH 6.7. (calles
1 y 2) lincidn con azul de coomassie. {calles 3 a 18) inmunodeteccién con los
anticuerpos: anti «(155-168) (calles 3 y 4), anti a(214-226) (calles 5 y 6),anli a(415-443)
(calles 7 y 8), anli u~tubufina lirosinada (calles 9y 10), anti p(1-13) (calles 11y 12), anli
B{163-168) (calles 13 y 14), anli p(241-256) (calles (15 y 16) y anti j(412-431) (calles
17 y 18). A la izquierda del panel se indica la posicién de los palrones de peso

molacular, en kD.
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Figura 27. Esquema de los fragmentos producldos en la proteolisis limitada con proteasa V8
de lubulina dimérica (A) y lubulina ensamblada en microtlibulos inducidos por taxol (B). Los
recldngulos sobre los fragmentos sefalan los epitopos de los anlicuerpos que reconocen a

los fragmentos, rellenos cuando la reaccién es fuerle y vaclos cuando es débil.
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A 150 160 170 180
A TSLIMERLSVDYGKKSKLEFS IYPAPQVSTA

I Y 300 310 320 330 340
aa TQOMEFDAKNMMAACDPRHGRYLTVAAVFRG RMSMKEVDEQMLNVONKNSSY

Figura 28. Secuencia de la region 150-180 de u-tubulina (A) y 290-340 de f-tubulina (B) de
cerebro porcino. Se ha subrayado la regién correspondiente al epitopo a(155-168).
En negrilla se indican los residuos de Asp y Glu, potenciales puntos de pr’oleollsis
limitada de la proleinasa V8.

Tabla 17. Fragmenlos de proleolisis limilada de tubulina con Proteasa V8 2% (p/p).

Nombre PMap PMcor Secuencla Posicién PM tedrico
(kD) (kD) N-Terminal (D)
V8o 39.641.4  318x1.4  'FxIYPAPQ 169 a 451 31676
V82 38.7+1.3  30.9#1.3  n.d, 169 a 444+7  n.d.
V83 38.7#1.3 337413  n.d. 1@ 290 32082
V8uA 20.410.7  16.620.7  "YTxAAFEP 291 a 451 18014
VBub 19.540.7  15.9x0.7 n.d. 201 a 43245  n.d.
V8ub 18.720.7 184207 n.d. 1a 168 18420
V87 17.7:0.6  17.7¢06  n.d. 1a 16245 n.d.
Ve 52.0£1.8  48.1x1.8  n.d. 1 a 430410 n.d.
V82 50.0£1.7  46.3£1.7  n.d. 1 a 41410 n.d.
Vepa 48.0x1.7  445x1.7  nd. 1 a 399410 n.d.
V84 37.541.3 348413 n.d. 1 a 316£10 n.d.
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P

1.9, PROTEOLISIS LIMITADA CON PAPAINA,

Il mapa proteolitico do ofi-tubuling, dimérica y ensamblada en microtibulos
inducidos por taxol, producido por papaina 1% (p/p) se muestra en la figura 29. La

interpretacion de los fragmentos producidos se muestra en ia figura 30, y sus caracteristicas
se indican ¢n 1a tabla 18,

Cadena o

La papaina digiere 1a a-tubulina aparentemente en tres puntos de corte.

Ll punto de proteolisis mayoritario genora Ia pareja de péptidos PAa3 y PA.az.y se
tocaliza entro las posiciones S178-T179. Bl fragmento PAa2 no es reconocido por el
anticuerpo 1A2, anti o-tubulina tirosinada, indicando la presoncia de un segundo punto do
digestién proximo al extremo carboxilo. La ausoncia de duplicidad de bandas debido a este
corte indicn que se localiza muy proximo al final de la cadena polipeptidica, y no se
rosuelven en la electroforésis los fragmentos intacto y digerido en esta posicién. En la a-
tubulina ensambinda en microtibulos de taxol ol fragmento TX-PAail, equivalente a PAc2,
si es reconocido por el anticuerpo 1A2, luego este punto de corte se protege durante la
polimerizacidn.

El sogundo punto do corte produce el fragmento PAal, pero no se observa ningin
péptido de bajo PM aparente que pueda ser complomentario de este corte. A partir del PM
aparente ¢l corte se produce en la regién 300-320,

Los dos puntos de corte intemos se mantienen accesibles en los microtibulos

inducidos por taxol.

Cadena fi:

La papaina digiere la f-tubulina en dos regiones.

La primera zona de corte so localiza en torno a la posicidén 170, secuencialmente
posterior al epltopo P(153-165). Se detecta un Gnico fragmento PAP3 que contiene la regién
carboxilo de Ia tubulina. Por ol contrario se detectan 3 fragmentos: PABG, PAR7 y PABS
potencialmento complementarios de PAP3. PAP8 es ol de menor PM aparente y el

mayoritario de los tres. Como estos tres fragmeontos conservan el extremo amino de la p-
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tubulina intacto ya que son reconocidos por el anticuerpo anti (1-13), debe existir tres
puntos de corte en esta region. La faftn de multiplicidad de PAP3 indica que los puntos de
corte en posiciones mis retrasadas se producen posteriormente a la primera digestion,

La segunda region sensible a papaina es la regién 290-330. Se observan dos puntos
de proteolisis que generan las siguientes parejas de fragmentos: PABI con PAPBS y PAB2 con
PAf.

Se observan cambios significativos en el mapa peptidico de la B-tubulina en la forma
ensamblada en microtabulos inducidos por taxol.

Se detecta un nuevo fragmento, TX-PAL, con PM aparente ligeramente inferior al
de la B~tubuling y que reacciona con los cuatro anticuerpos frente a f-tubulina empleados.
A partiv del peso molecular aparente corregido del fragmento el corte que lo produce se
locahiza en ta region 421-439. Por contener el epitopo B(412-431) se localiza con mayor
probabilidad entre lag posiciones 430-440.

Se observa un desdoblamiento de PAB3, también presente, en dos nuevos fragmentos:
TX-PAB2 y TX-PARY. Estos dos ragmentos s6lo reaccionan con el anticuerpo anti B(412-
431). Por analogia con ¢l origen de TX-PAPI, estos dos fragmentos se producen por sendos
cortes en lu region carboxilo terminal, en posiciones mis avanzadas al epltopo B(412-431)
cuyn integridad no comprometen,

Asinnismo aparecen los fragmentos TX-PAR4 de PM aparente ligeramente mayor que
PAM y PARS, y TX-PAPRS y TX-PAPG de PM aparente inferior. A causa del mayor PM
aparente de TN-PAA4 respecto a PAB4 debe haber a un desplazamiento hacia una posicién
secuencialmente anterior al corto en 290330 que lo origina PAP4. Este desplazamiento en
ln posicién del corte debe ser pequefio, ya que no hay varincion apreciable en la movilidad
clectrofordtica del fragmento complementario, PASL. TX-PARS y TX-PA[6 se generan por
uno o dos cortes proximos al extremo carboxilo de la f-tubuling, de forma andloga a TX-

PAN2 y TN-PAP3,
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Figura 29. Proteolisls limitada con papaina 1% de tubulina en forma dimérica (calles 1,
3,6,7, 0, 11,13, 15, 17 y 19) y ensamblada en microtibulos inducidos por taxol (calles
2, 4,6, 8,10, 12, 14, 16, 18 y 20) en tampdn 10 mM NaPi, 6 mM MgCl,, 1 mM GTP,
pH 6.7. (calles 1 y 2) tincién con azul de coomassie. (calles 3 a 20) iInmunodeteccién
con los anticuerpos: anli a-tubulina acelilada en Lys40 (calles 3 y 4), anti o(155-168)
(calles 5§ y 6), anti «1(214-226) {calles 7 y 8),anli «(415-443) (calles 9 y 10), antl a-
tubuling lirosinada (calles 11 y 12), anti f(1-13) (calles 13 'y 14), anli p(153-165) (calles
15 y 16), anli (3{241-256) (calles 17 y 18) y anli [}{412-431) (calles 18 y 20). A la

izquierda del panel se incica la posicion de los palrones de peso molecular, en kD.
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Figura 30. Esquama de los fragmentos producidos en la proteollsis limitada con papaina de
tubulina dimérica (A) y tubulina ensamblada en microtdbulos inducidos por taxol (B). Los

rectangulos sobre los fragmentos sefalan los epilopos de los anticuerpos que reconocen a

los fragmentos, rellenos cuando |a reaccidn es fuerle y vacios cuando es débil.



Tabla 18. Fragmenlos de proteolisis limitada de tubulina con Papaina 1% (p/p).

Resitltados

Nombre  PMap PMcor Secuencia Posicion PM tedrico
(kD) (kD) N-Terminal (D)
PAx1 39.641.4 34,4114 nad. 1 a 31210 n.d.
PA2 37.741.3  30.1#1.3  AVVEPY 179 a 44515 n.d.
PAK3 18.3:0.6 181406 n.d. 1a 179 19510
PAp1 37.7#1.3  35041.3 nd. 1a 31710 n.d.
PAp2 36.341.3  33.7%¢1.3  n.d. 1 a 30510 n.d,
PARI 35.4%1.2 306412  nd. 17649 a 445 n.d.
PAN4 22.8£0.8  17.240.8  n.d. 20516 a 445 n.d.
PARS 21.7:0.8 16108 n.d. 30515 a 445 n.d.
PANIG 19.820.7  18.540.7 n.d. 1a 17016 n.d.
PApB7 '18.8£0.7  17.6£0.7  n.d. 1 a 16246 n.d.
PAS 17.3£0.6  16.2#06 n.d. 1 a 15015 n.d,
TX-PAc1 37.7¢1.3  30.1%1.3  n.d. 179 a 451 30585
TX-PABt 52,0418  48.1%1.8 n.d. 1 a 43018 n.d.
TX-PAB2  33.8£1.2 289412 nd. 175+15 a 43029  n.d,
TX-PAP3  33.2£1.2 283412 nd 175¢15 a 422256  n.d,
TX-PAR4  23.4208  17.9:08 n.d. 28915 a 445 n.d,
TX-PABS  20.240.7 145207 n.d. 28915 a 44045  n.d,
TX-PAR6  18.9+0.7  13.120.7 n.d. 32645 a 44026  n.d,
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1.10. PROTEQLISIS LIMITADA CON SUBTILISINA.

Ll mapa proteolitico de ofi-tubuling, dimérica y ensamblada en microtiibulos
inducidos por taxol, producido por subtilising 0.7% (p/p) se muestra en la figura 31. La

interpretacion de los fragmentos producidos se muestra en la figura 32, y sus caracteristicas

se indican en la tabla 19.

Cadena o

La proteolisis de o-tubulina por subtilisina se produce en 3 regiones de la molécula.

El fragmento SBaul tiene un PM aparente ligeramente inferior al de a-t::bulina.
Reacciona con el anticuerpo anti o(415-443), luego conserva este epitopo, pero no con el
anticuerpo A2 especifico de la forma tirosinada del extremo carboxilo de la cadena o, Bl
corte que lo origina debe localizarse entre 1a regién 415-443, cuya integridad no compromete,
y ¢l extremo carboxilo.

La subulising digiere la region carboxilo terminal de la c-tubulina en al menos un
punto mayoritario, cuya localizacion varfa segiin las condiciones. Por un lado se ha descrito
que ln posicion del corte es sensible a concentraciones milimolares de cationes divalentes:
Co®', Mn*' y Mg (Lobert, Hennington et al. 1993). Se observan dos localizaciones distintas
de este punto mayoritario de proteolisis segin se realice en tampén fosfato y baja
concentracion de Mg*', o en tampén MES o en alta concentracién de Mg (~6 mM), En este
ultimo caso, sumilar al de este trabajo, el producto de la digestién es reconocido por los
anticuerpos anti-c(415-443) y anti-ot(430-443), proponiendo que la digestidn se produce entre
los residuos 1344 1-G442 o en sus proximidades (Arévalo y Andreu resultados sin publicar),
Esta resultado es compatible con el observado ol presente trabajo.

Redeker y col. han identificndo ¢l enlace D438-8439 como el punto de corte
mayoritario producido por subtilisina en c~tubulina de cerebro porcino, en tampén 100 mM
MES, 1 mM EGTA, 0.5 mM Mg*, | mM GTP (Redeker, Melki et al. 1992). Esta posicién
del corte también es compatible con los resultados de este trabajo, ya que la digestidon sélo
climinaria 7 residuos del epitopo 415-443, [o que supone que el 70% del mismo
permaneceria en el {ragmento SBal que justifica el ser reconocido por su anticuerpo

especifico.
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La digestién entre las posiciones A180-V181 origina los fragmentos SBa8 y los
complementarios SBa2 y SBad. El frapmento SBad se origina ademas por un segundo corte
en la region carboxilo terminal de o-tubulina, probablemente SBaid corresponde al fragmento
181-438. Se observa un fragmento minoritario, SBa6, de PM aparente ligeramente superior
a SBad, hay dos posibles explicaciones para su origen. Que el punto de corte que lo origina
este secuencialmente mas avanzado que A180-V181. O bien que SBa6 se origine en el corte
A180-VI81y consecuentemente exponga un segundo punto de corte secuencialmente anterior
que produzea y acumule el fragmento SBas8.

La region 290-300 también es sensible a esta proteasa. Se detecta un tinico fragmento
correspondiente al extremo amino de c-tubuling, SBo3. Por el contrario hay 3 f‘m:gmentos
con el extremo carboxito de o-tubuling, SBas, SBa7 y SBa9. Por la reactividad con el
anticuerpo tA2 se ha interpretado que SBaS y SBa7 se producen en el mismo corte interno,
y SBa7 también ha sido digerido cerca del extremo carboxilo. SBa9 se produce en un punto
de corte secuencialmente mas avanzado.

LI mapa peptidico producido por subtilisina es similar en la proteolisis limitada de
la tubulina polimerizada en microtiibulos inducidos por taxol. Es apreciable un aumento en
la intensidad de las bandas reconocidas por el anticuerpo 1A2, anti tubulina tirosinada. Hay

una proteccién del punto de corte localizado en la region carboxilo terminal de o-tubulina.

Cadena

La proteolisis limitada de la f«tubulina se produce en tres regiones.

En la regidn 165-180 existen tres puntos de corte que generan los siguientes pares de
fragmentos; SBA12 con SBAS, SBA1I con SBR7 y SBRY con SBRS,

En In region 280-300 existen dos puntos de corie. Uno origina los fragmenios SBf4
y su complementario SBA10. Otro produce el fragmento SBf6, no se detecta el fragmento
complementario. SB10 estd practicamente ausente en la muestra de la digestion de tubuling
ensamblada, indicando la proteccién del punto de corte que lo genera.

Iin las proximidades del extremo carboxilo existen al menos tres puntos sensibles a
subtilisina. El punto mayoritario de digestién en osta zona genera el fragmento SBB1. En las

condiciones ensayadas la proteolisis en este punto es total, y no se detecta presencia de p-
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tubulina intacta. Por lo tanto los fragmentos SBRS, SB[}7, SBB8 y SBP10, no conservan
integro el extremo carboxilo de B-tubulina. De acuerdo con la reactividad mmunolégica de
SB[}, T digestion se produce mas adelante de la posicién 431. A partir de la determinacién
del ntmero tirosinas perdidas en el corte por el fragmento de mayor peso molecular, se ha
propuesto que este se localiza entre los residuos E421-Y422 o en sus proximidades. La zona
B(412-421) restante justifica la roactividad con el anticuerpo anti-pf{412-431) (Arévalo y
Andreu, resultados sin publicar).

Redeker y col. han identificado en el enlace Q433-G434 el punto mayoritario de
digestion de f-tubuling de cerebro porcino por subtilisina. Esta localizacién también es
compatible con la propuesta para el punto de corte mayoritario observado en este lra‘bajo, ya
que no eliming el epitopo 3(412-431) del fragmento SB1, En las condiciones empleadas por
estos autores, 30° Cy 1% (p/p) subtilisina/tubulina, la digestion en esta posicién es completa
en Jos § primeros minutos de la reaccion (Redeker, Melki et al. 1992),

Con los anticuerpos anti B(1-13) y anti B(153-165) se detectan dos bandas
minoritarias: SB2 y SBA3, de M aparente ligeramente inferior a SBR1. Corresponden a
los {ragmentos originados por dos cortes en la regidn carboxilo secuencialmente més
retrasadas que ol que genera SBfL. Redcker vy col. (Redeker, Melki et al. 1992) han
identificado un punto de digestion minoritario entre las posiciones HM396-W397. La
multiplicidad en los fragmentos carboxilo-terminal, SBAS, SBA7, SBR8 y SBRIO, no se

detecta por carecer de los epitopos B(1-13) o B(153-165),
A parte de ln proteccion del punto de corte en la regién 280-300, el patrén de

proteolisis limitada de -tubulina digerida con subtilisina es similar para la proteina dimérica

y polimerizada en microtibulos inducidos por taxol,
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Figura 31. Proteolisis limitada con subtllisina 0,.7% de tubulina en forma dimérica (calles
1,38, 6,7, 9, 11,13, 15, 17 y 19) y ensamblada en microtibulos inducidos por taxol
(calles 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 y 20) en tampon 10 mM NaPi, 6 mM MgCl,, 1 mM
GTP, pH 8.7, (calles 1 y 2) tincién con azul de coomassie. (calles 3 a 20)
inmunodeateccién con los anticuerpos: anti a-tubulina acetilada en Lys40 (calles 3 y 4),
anli «(155-168) (calles 5 y 6), antl a(214-226) (calles 7 y 8),anti a(415-443) (calles 9 y
10), anll a~tubulina tirosinada (calles 11 y 12}, anti p(1-13) (cailes 13 y 14), antl ${153-
165) (calles 15 y 16), antl §(241-256) (calles 17 y 18) y anti p{412-431) (calles 19y 20).
A la izquierda del panel se indica la posicién de los patrones de peso molecular, en kD.
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Figura 32, Esquama de los fragmentos producldos en la proteolisis limitada con subtillsina de
tubulina dimérica (A) y tubulina ensamblada en microtdbulos inducidos por taxol (B). Los

rectangulos sobre los fragmentos sefalan los epitopos de los anticuerpos que reconocen a

los fragmentos, rellenos cuando la reaccion es fuerte y vacios cuando es débil.



Resultados

Tabla 19. Fragmentos de proteolisis limitada de tubulina con Subtilisina 0.7% (p/p).

Nombre  PMap PMcor Secuencia Posicién PM tedrico
(kD) (kD) N-Terminal (D)
SBat 57.042.0  47.742.0 n.d. 1 a 43010 48653
SBa2 386414  30.8£1.4 n.d. 181 a 451 30413
SBu3 36.84£1.3  32.3:1.3  'MRExIxxH 1 a 29248 n.d.
SBud 36.84£1.3 294413  '®ixxEPYNS! 181 a 44149 29009°
SBu5 19.920.7  16.240.7 n.d. 30616 a 451 nd.”
SBub 19.24¢0.7  18.840.7  n.d. 1817245 n.d.
SBa7 18.6£0.6  16.2408 n.d. 297418 a 435215  n.d.
SBug 18.2406  18.1t06 n.d. 1 a 16545 n.d.
$Bu9 17.740.6  14.5:06 n.d. 32046 a 451 n.d.
sBp 51.4¢1.8  47.611.8 n.d. 1 a 426110 48452°
SB2 48.2%1.7 446417 nd, 1 a 400410 n.d.
s8p3 45.141.6  418x16 n.d. 1 a 376410 n.d.
SBp4 39.1x1.4  36.3%1.4 n.d. 1 a 32848 n.d.
SBpS 39.1x1.4 345414  n.d. 124+10 a c.a.430 n.d.
SBf6 35.84¢1.3 332+1.3 n.d. 1 a 3019 n.d.
SBp7 32.4x11 274411  nd. 189410 a c.a.430 n.d,
SBj8 30.7x1.1 266411  n.d. 205410 a c.a.430 n.d.
$Bp9 19.430.7 181107 n.d. 1 a 16645 n.d.
SHp10 17.4:06 115106 n.d 3316 aca430 nd
sBp11 16.8:0.6 157406  n.d. 1814416 n.d.
SBp12  14.4:0.5 135405 n.d. 1a12345 n.d.,

* Suponiendo que SBul corresponde a «(1-438).
* Suponiendo que SBad corresponde a o(181-438).
° Suponiendo que SB(i1 correspondo a [}(1-433).
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Resultados

.11, PROTEOLISIS LIMITADA CON PROTEINASA K.

EI' mapa proteolitico de of-tubuling, dimérica y ensamblada en microtibulos
inducidos por taxol, preducido por proteinasa K 0.1% (p/p) se muestra en la figura 33. La

interpretacion de los fragmentos producidos se muestra en g figura 34, y sus caracteristicas

se indican en la tabla 20.

Cadena o

La protemasa K digicre la a-tubulina en tres puntos.

En la regidn 170-190 In digestién origina el fragmento Ka6 con dos fraémentos
complementarios: Ka2 y Ko, Estos dos tiltimos no son reconocidos por el anticuerpo anti
a(214-226). Puede ser que este epitopo se destruya con la digestion, se bien a partir de sus
PM aparentes el corte se localiza en una posicién anterior.

Un segundo punto de corte interno se produce en la regién 280-290. En él se origina
el fragmento Kexl y dos péptidos complementarios Kad y Kas.

La reactividad con el anticuerpo 1A2, anti o-tubulina tirosinada, pone de manifiesto
la naturaleza de las parejas Ka2/Kod y Kod/Kas. En ambos casos los segundos no son
reconocidos por 1A2, K3 y KatS han perdido el extremo carboxilo a causa de un corte que

no compromete la integridad del epitopo o(415-443).

Cadena [3:

La protemasa k digiere [a f-tubulina en tres regiones.

Se detecta un fragmento de PM aparente 52 kD, K1, ligeramente inferior al de la
P-tubulina sin digerir. Es reconocido por todos los anticuerpos frente a f-tubulina empleados.
Il corte que lo originn se localiza entre el epitopo P(412-431), cuya integridad no
compromete, y el extremo carboxilo de la protelna. La proteinasa K digiere preferentemente
enlaces peptidicos en los que el grupo carboxilo es aportado por un aminoacido hidrofébico
o aromdtico. El estudio de la secuencia de f-tubulina en la regién del corte pone de
manifiesto la presencia de un (nico residuo, Phed36, que satisface la especificidad de Ia
enzima (figura 35). En base a esta selectividad se ha localizado el punto de corte entre F436-

437, Este corte explica fa duplicidad de otras bandas (ver abajo).
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Resullados

Los fragmentos K33 y KBS de PM aparente 36.9 y 33.7 kD respectivamente, solo
reaccionan con ¢l anticuerpo frente a (412-431). De forma andloga a KB1, KBS ha sufrido
un corte cerca del oxtremo carboxilo, entre F436-E437. Luego Kf33 y K5 se originan por
el mismo corte localizado en la regién  160-170.

Una tercern zona de B-tubulina sensible a proteinasa K es 290-315. KB2 y KP4 son
dos fragmentos que conservan el extremo amino de B-tubulina, fuego debe existir dos puntos
de corte en la regidn propuecsta. Como fragmentos complementarios de estos cortes se
detectan dos: K36 y KP7. La presencia de dos bandas cotplementarias es compatible con
la existencia de dos puntos de corte en 290-315. El corte cerca del exiremo carboxilo deberin

producir unn duplicidad de las bandas Kp6 y KB7 que no se dotecta.

No se observan diferencias aprecinbles en el patrén de proteolisis limitada de a- o p-

tubulina cuando estin ensambladas en microtibulos inducidos por taxol,

410 420 430 440 445
Qe EAESNMNDLVSEYQQYQDATADEQGEFEEEGEEDEA

Figura 35. Secuencia de la regidn 410-445 de P-lubulina de cerebro porcino. Se ha
subrayado la regién correspondiente al epltopo p(412-431), En negrilla se Indican el
residuo de Phed36, potencial punto de digestion de la proteinasa K,
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Figura 33. Proteolisis limtada con proteinasa K 0.1% de tubulina en forma dimérica
(calles 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17 y 19) y ensamblada en microtlbulos inducidos por
taxol (calles 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 y 20) en tampdn 10 mM NaPi, 6 mM MgCl,,
1 mM GTPR, pH 6.7, (calles 1 y 2) tincién con azul de coomassie. (calles 3 a 20)
inmunodeteccion con los anticuerpos: anti a-lubulina acetilada en Lys40 (calles 3y 4),
anti «(155-168) (calles 5y 6), anli a(214-226) (calles 7 y 8),anti a(415-443) (calles 9 y
10), anti a-tubulina tirosinada (calles 11y 12), anti p(1-13) (calles 13 y 14), anti f(153-
165) (calles 15 y 16), anti j(241-2566) (calles 17 y 18) y anti B(412-431) (calles 19 y 20).

A la izquierda del panel se indica la posicién de los patrones de peso molecular, en kD.
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Figura 34, Esquema de los fragmentos producidos en la proteolisis limitada con protelnasa
K de tubulina dimérica (A) y tubulina ensamblada en microtbules inducidos por taxol (B). Los
rectangulos sobre los fragmentos sefialan los epitopos de los anticuerpos que reconocen a

los fragmentos, rellenos cuando la reaccion es fuerte y vacios cuando es débil.



Resuttados

Tabla 20. Fragmentos de proteolisis {imitada de tubulina con Proteinasa K 0.1% (p/p).

Nombre PMap PMcor Secuencia  Posicion PM tedrico
(kD) (kD) N-Terminal (D)
Ka1 37.8£1.3 33.0£1.3 n.d. 1 a 29919 n.d.
Ka2 37.8%1.3 302413  n.d 18019 a 451 n.d.
Kad 36.041.3 28.8+1.3 n.d, 18818 a c.a. 445 n.d.
Ka4 20.120.7 16.410.7 n.d. 3045 a 451 n.d.
Kb 19.1£0.7  15640.7 n.d. 304145 a c.a. 445 n.d.
Ka6 17.74£0.6 17.7:0.6  n.d. 1 a 1625 n.d.
Kp1 52.0¢1.8  48.1%1.8 n.d. 18436 48779
Kp2 39.1+1.4 36.3x1.4 n.d. 1 a 32848 n.d.
Kp3 36.9+1.3 32.2+1.3 nd. 16147 a 445 n.d.
K4 36.0¢1.3 334113 'MREI 1 a 30248 n.d.
Kp5 33.7¢1.2 288412 nd 177115 a 436 n.d.
Kp6 18,7406  12.940.6  n.d. 318415 a 436 n.d.
Kp7 16.9406  11.0£0.6 n.d. 334115 a 436 n.d.
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Resultados

1.12. PROTEOLISIS LIMITADA CON ENDOPROTEINASA ASP-N.

El mapa proteolitico de af-tubuling, dimérica y ensamblada en microtibulos
inducidos por taxol, producido por endoproteinasa Asp-N 0.06% {p/p) se muestra en la figura

37. La interpretacion de los fragmentos producidos se muestra en la figura 38, y sus

caracter(sticas se indican en la tabla 21,

Esta proteasa no digiere [a o-tubulina en las condiciones empleadas. En la cadena de
B-tubuiina se genera un tnico fragmento de PM aparente ligeramente menor al de la cadena
intacta. Este fragmento es reconocido por todos los anticuerpos disponibles frente a f-
tubuling, por lo tanto tiene el extremo amino intacto y el corte debe producirse en posiciones
mas avanzadas del epitopo (412-431). Por la especificidad de la enzima, en el lado amino
de rostos de Asp, los posibles puntos de corte son: Q426-D427 y A430-D431, Estos dos
puntos de corte so encuoniran on el extremo final de la regidn reconocida por anti B(412-
43 1). Por comprometer en menor medida la integridad de este epitopo se ha propuesto que
el corte se produce entre A430-D431 (figura 36). Se ha descrito que la endoproteinasa Asp-N
digiere la -tubulina de axonema de Paramecium en el residuo Asp426 (Redeker, Levilliers
et al. 1994}, Este localizacion del ataque proteolitico no contradice el resultado observado
en el presonte trabajo ya que a diferencia del isotipo mayoritario de B-tubulina de cerebro
porcino, la f-tubulina do Paramecium no posee ofros residuos de Asp en esta region,
potencinles puntos do corte, Por otro lado las condiciones de proteolisis empleadas por
Redeker y col. son mas enédrgicas, 6 horas a 36° C, y justifican la posibilidad de digerir un
punto de corte con menor sensibilidad si éste es el tnico posible.

Este punto de corte es igualmente sensible en la tubulina ensamblada en microtibulos

inducidos por taxol.
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Figura 37. Proteolisis limitada con endoproteinasa Asp-N 0.06% de tubulina en forma
dimérica (calles 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13 y 15) y ensamblada en microtubulos inducidos por
taxo! {(calles 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 y 16) en tampén 10 mM NaPi, 6 mM MgCl,, 1 mM
GTP, pH 6.7. (calles 1 y 2) ftincion con azul de coomassie. {calles 3 a 16)
inmunodeteccidn con los anticuerpos: anti c(155-168) (calles 3 y 4), anti «.(214-226)
(calles 5 y 6),anli a{415-443) (calles 7 y 8), anti f(1-13) (calles 9 y 10), anti 3(153-165)
(calles 11 y 12), anti (241-256) (calles 13 y 14) y anli p(412-431) (calles 15 y 16). A

la izquierda del panel se indica la posicién de los pairones de peso molecular, en kD.
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Figura 38. Esquema de los fragmentos producidos en la proteolisis limitada con
endoproteinasa Asp-N de {ubulina dimérica (A) y tubulina ensamblada en microtdbulos

inducidos por taxol (B). Los rectangulos sobre los fragmentos sefalan los epitopos de los

anticuerpos que reconocen a fos fragmentos.



Rasultados

400 410 420 430 440
aa GEGMDEME FTEAESNMNDLVSEYQQYQDATADEQGEFEEEGEEDEA

Figura 36. Secuencia de la region 400-445 de p-ubulina de cerebro porcino. Se ha
subrayado la region correspondiente al epltopo f(412-431). En negrilla se indican los
residuos de Asp, potenciales puntos de proteolisis limitada de endoproteinasa Asp- N

Tabla 21. Fragmentos de proteclisis limitada de tubulina con Endoproteinasa Asp-N 0.06%

(plp).
Nombre PMap PMcor Secuencia Posicién PM tedrico
(kD) (kD) N-Terminal (D)
DNp1 51.0+41.8 47.2+1.8 nd 1 ac.a. 430 48246*

* Suponlendo que DNp1 corresponde a la region p(1-430).
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Rasultados

1.13. PROTEOLISIS LIMITADA CON BROMELAINA,

El mapa proteolitico de afi-tubulina, dimérica y ensamblada en microtubulos
inducidos por taxol, producido por bromelaina 5% (p/p) se muestra en la figura 39, La
interpretacion de los fragmentos producidos se muestra en la figura 40, y sus caracteristicas

se indican en la tabla 22.

Cadenna o

La bromelaina digiere la o-tubulina en tres regiones prefenciales.

Cerca del epitopo a(155-168) se detectan dos puntos de corte que producen las
parejas do fragmentos: BRa9 con BRod y BRa8 con BRaS. A partir de los pesos
moleculares aparentes corregidos de los fragmentos estos puntos de corte se localizan en las
regiones 140-170 y 152-188, respectivamente. Por la reactividad de estos fragmentos con el
anticuerpo anti ¢&t(135-168), estos dos puntos de corte se localizan secuencialmente avanzados
rospecto a dste opitopo.

Ein la rogion 290-330 se observan tres puntos de corte que originan los fragmentos
BRa2, BRad v BRa6, no detectdndose los fragmentos complementarios. Se descarta que
BRa3 y BRw6 so produzean a partir de BRa2 por digestién en la regién amino terminal, ya
que no se detectan los fragmentos de alto PM aparente producto de un {inico corte en esta
region.

La tercera zona de la ci-tubulina sensible a la digestién controlada con bromelaina se
localiza en el oxtremo carboxilo. El anticuerpo 1A2, que reconoce el extremo de la a-
tubulina tirosinado, no reacciona con ninguna banda de estas muestras (datos no mostrados).
El anticuerpo frente a o(415-443) reacciona débilmente con los fragmentos BRo4 y BRaS.
Este corle, que parece ser tnico, no compromete totalmente la integridad de éste epitopo,
pero reduce notablemente la afinidad del anticuarpo.

No hay cambios apreciables en el patrén de proteolisis limitada de la c-tubulina en

la forma polimerizada en microtibulos inducidos por taxol.

Cadena [
La bromelaina digiere la B-tubulina principalmente en tres regiones.
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Resultados

A partir de la secuencia amino terminal del fragmento BRPB2, se ha localizado el
primer punto de corte entre las posiciones G93-Q94. El otro fragmento producido en este
corte es BRPS, es reconocido por el anticuerpo B(1-13) y corresponde con el fragmento B(1-
a3).

Un segundo punto de corte so localiza entre las posiciones (G277-8278. En &l se
origina el fragmento BRA3 que conserva el extremo amino de fB-tubulina y corresponde a
B(1-277). BRP4 so produce por una doble digestion en G93-Q94 y G277-S278, y so
corresponde con [(94-277). Los fragmentos complementarios de BRP3 y BRB4 son: BRBS,
BR{6 y BRA7. Los tres se originan por el mismo corte ya que no hay multiplicidad del
fragmento BRP4, y difiecren en su extremo carboxilo (ver abajo). ’

En el extremo carboxilo existen al menos dos puntos de corte. A ellos se debe la
presencia de BR6 y BRP7, que se producen a partir de BRBS5. Estos puntos de corte
también originan ¢l frapmento BRB1 de PM aparente ligeramente inferior a la B-tubulina
intacta. La presencin de un tnico fragmento, BRBI1, frente al doblete BRf(36 y BRA7, se
explica por la falta de resolucién de la SDS-PAGE,

En la proteolisis limitada con bromelaina de la B-tubulina ensamblada en microtiibulos
inducidos por taxol destaca ln ausencia de BRPS y BRP6, asi como el aumento en la
intensidad de la banda correspondiente a BRP7. Segtin el origen propuesto para estas bandas,
la digestion en el extremo carboxilo en Ia forma ensamblada es més intensa en ¢l corte miés
mterno, de los dos propuestos, que en ¢l dimero, Esto provoca la acumulacién del fragmento
de menor tamafio, BRA7, producido en este corte.

Iiste efecto se aprecia con menor claridad en las bandas BR1 y BRP2. Se observa
una mayor definiciéon de las bandas en la forma ensamblada, Esto es compatible con la
presencia de tres especies, no distinguibles en SDS-PAGE, en cada banda BRB1 y BRp2,
correspondientes al extremo carboxilo intacto y digerido en dos puntos. En la forma
ensamblada la digestion controlada con bromelalna acumula una tUnica especie de forma
andloga a como ocurre con BR{3S, BRB6 y BRP7Z, que explica el aspecto de las bandas en
la SDS-PAGE.

La digestién en los puntos internos de corte se produce con similar intensidad en la

f-tubulina ensamblada en microtibulos inducidos por taxol.
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Figura 39. Proteolisis imitada con bromelaina 5% de tubulina en forma dimérica (calles
1, 3,5, 7,9, 11, 13, 156y 17) y ensamblada en microtlbulos inducidos por taxo!l (calles
2, 4,6, 8,10, 12, 14, 16 y 18) en lampén 10 mM NaPi, 6 mM MgCl,, 1 mM GTP, pH
6.7. {calles 1y 2) tinclén con azul de coomassle. (calles 3 a 18) inmunodeteccion con
los anticuerpos: antl a~tubulina acetilada en Lys40 (calles 3 y 4), anti «(165-168) (calles
5y 6), anli «(214-226) (calles 7y 8),anti «(415-443) (calles 9 y 10), anti p(1-13) (calles
11y 12), anli p(163-165) (calles 13 y 14), anti (241-256) (calles 15y 18) y anti (412~
431) (calles 17 y 18). A la izquierda del panel se indica la posicién de los patrones de

peso molecular, en kD.
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Figura 40. Esquema de los fragmentos producidos en la proteolisis limitada con bromelalna
de tubulina dimérica (A) y tubulina ensamblada en microtlbulos inducides por taxol (B). Los
rectangulos sobre los fragmentos sefialan los epitopos de los anticuerpos que reconocen a

los fragmentlos, rellenos cuando la reaccién es fuerte y vacios cuando es débil,



Resultados

Tabla 22. Fragmenlos de proteolisis limitada de tubulina con Bromelaina 5% (P/p).

Nombre  PMap PMcor Secuencia Posicion PM tedrico
(kD) (kD) N-Terminal (D)
BRa1 58.3£2,0 487320 n.d. 14439110 n.d.
BRa2 41.9¢1.5  36.2x1.5 n.d. 1 a327+10 n.d.
BRu3 39.6+14 344314  n.d 12311210 n.d.
BRa4 39.6+1.4 316114 n.d, 156419 a 439410 n.d..
BRab 37.7¢1.3 301413 n.d. 170£18 a 43910 n.d.
BRu6 36.0¢1.3 316413 n.d. 1 a 28648 n.d.
BRo7 29.4:1.0 266410 n.d. n.d.
BRoB 19.320.7  18.9+0.7 n.d. 1a 17245 n.d.
BRw9 16.0£0.6  16.4£0.6 n.d. 1a 15145 n.d.
BR} 1 54.0£1.¢  50.0x1.9 n.d. 1aca 440 n.d.
BRp2 51.041.8 . 47.121.8  MQxGAGNNxA 94 a c.a. 445 39529
BRN3 39.0¢1.4 36114 nd. 1a277 30454
BRp4 25409 237409 nd. 94 a 277 20128
BRAS 22.0£0.8  16.4£0.8 n.d. 278 a 445 19419
BRA6 21.0£0.7  153£0.7 n.d. 278 a 41015 n.d.
BRp7 20.0£0.7  14.310.7  Y*SQQYRA 278 a 40145 n.d.
BR[8 11.0£0.4  10.4404 n.d 1a93 10344
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Resultados

2. PROTEOLISIS LIMITADA COMPARADA DE TUBULINA
DIMERICA Y HOJAS DE TUBULINA INDUCIDAS POR Zn*,

2.1 CARACTERIZACION DE LAS HOJAS DE TUBULINA INDUCIDAS POR Zn®*,

Para obtener polimeros laminares de tubulina inducidos por Zn* ha sido necesario
incorporar 0.1 mM MgCl, en el tampén ya que sin 8l la tubulina una vez equilibrada retiene
una concentracion total residual de magnesio c.a. 0.03 mM a la cual la protefna no es estable,
mientras que con la inclusion de 0.1 mM MgCl, se obtiene una concentracién total residual
de c.n. 0144 mM que garantiza la estabilidad y funcionalidad de la tubulina durante ol
ensayo (datos no presentnclos y G. Rivas comunicacién personal).

El ensamblaje de las hojas de tubulina-Zn* en ausencia de glicerol (figura 41A), a
la concentracion de proteina empleada, alcanza un maximo de turbidez antes de 30 min,
Estos polimeros son estables a 25° C pero despolimerizan a 4° C (figura 42). La
concentracion critica del ensamblaje de estos polimeros es de 0.680.15 mg/ml, esto supone
que u las concentraciones de tubulina emplendas, c.a. 2.0 mg/ml, aproximadamente el 34%
de la proteina estd en In forma no ensamblada. Esto introduce una ambigtiedad en la
interpretacion de los efectos del estado de agregacian sobre la proteolisis limitada.

Con el fin de reducir la fraccion de tubulina no polimerizada se estudié el efecto del
glicerol en la formacion de las hojas de tubulina-Zn®" (figura 41B), S¢ empled el tampén 100
mM MIZS, 3.4 M glicerol, 0.1 mM MgCl,, 1 mM GTP, 0.3 mM ZnCl,, pH 6.5 (NaOH). A
las concentraciones de tubulina empleadas, la polimerizacion a 37° C alcanza un méximo,
segan medidas de turbidez, en los primeros 30 minutos. Estos polimeros son estables a 25°
Cy la depolimerizacion en frio estd muy reducida (figura 43). La concentracion critica en
estas condiciones fue 0.17:0.03 mg/ml. Esto implica que la fraccién de tubulina no
polimerizada es menor del 10% y a efectos pricticos se puede considerar que los resultados

de proteolisis limitada se deben a la polimerizacién,
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Figura 41. Micrografias electrénicas de hojas de tubulina inducidas por Zn** en los
tampones: (panel A) 100 mM MES, 0.1 mM MgCl;, 0.3 mM ZnCl,, 1 mM GTP, pH 6.5
y (pane! B) 100 mM MES, 3.4 M glicerol, 0.1 mM MgCl,, 0.3 mM ZnCl,, 1 mM GTP, pH

6.5. La barra corresponde a 200 nm.
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Figura 42. Curso de tlempo turbidimétrico del ensamblaje /nn vitro de tubulina 2.0 mg/iml
en tampdn 100 mM MES, 0.1 mM MgCl, 1 mM GTP, pH 6.5, La reaccidn se inicié
calentando la muesira de 4° C a 37° C. (a) ensamblaje con 0.3 mM ZnCl,, la flecha
indica el enfriamiento de la muestra a 25° C o a 4° C (curva b). {c) muestra sin ZnCl,.
Inserto: cuantificacion de la polimerizacién de tubulina in vitro inducido por Zn* a 37°
C. (@) concentracién de tubulina polimerizada. (O) concentracion de {ubulina dimérica.
(linea de trazo continuo) recla de regresion lineal de la concentracion de tubulina
polimerizada frente a concentracién total de tubulina. (linea de trazo discontinuo) valor

medio de la concentracién de tubulina no polimerizada.
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Figura 43. Curso de tiempo turbldimétrico del ensamblaje in vitro de tubulina 2.0 mg/ml
en tampdn 100 mM MES, 3.4 M glicerol, 0.1 mM MgCl,, 1 mM GTP, pH 6.5. La reaccién
se inicié calentando la muestra de 4° C a 37° C. {a) ensamblaje con 0.3 mM ZnCl,, la
flecha indica el enfriamiento de la muestra a 25° C 0 a 4° C (curva b). (c) muestra sin
ZnCl,. Inserto: cuantificacién de la polimerizacién de tubulina in vitro Inducido por Zn?
y glicerol a 37° C. (@) concentracién de tubulina polimerizada, (O) concentracion de
tubulina dimérica. (linea de trazo conlinuo) recta de regresion lineal de la concentracién
de tubulina polimerizada frente a concentracién lotal de tubulina. (linea de trazo

discontinuo) valor medio de {a concentracién de tubulina no polimerizada.



Resultados

2.2, CAMBIO CONFORMACIONAL ASOCIADO A LA UNION DE Zn™,

Los resultados de proteolisis limitada de tubulina polimerizada en hojas de Zn*'-
glicerol deben compararse con los de tubulina dimérica en presencia de Zn*', para evaluar
el efecto del estado de agregacion sobre la sensibilidad a las proteasas y no la influencia del
catién sobre su actividad,

Comeo condicion en la que la tubulina-Zn* no polimeriza se empled el tampén: 10
mM MES, 3.4 M ghcerol, 0.1 mM MgCl,, 1| mM GTP, 0.3 mM ZnCl,, pH 6.5,

I espectro de dicroismo circular, en la region del ultravioleta lejano, de la tubulina
fueron similares on este tampén (para las medidas se ampleé 0.1 mM GTP)
independientemente de la prosencia del Zn*. Se obtuvo un espectro igual, dentro del error
experimental, cuando la tubulina se equilibré en tampén 100 mM MES, 3.4 M glicerol, 0.1
mM MgCly, 0.1 mM GTP, pl 6.5 en ausencia de Zn*, Se observé un cambio significativo
en da region 200-210 nm del espectro de la tubulina en este tampén en presencia de 0.3 mM
ZnCly (figura 44). Con el fin de prevenir la polimerizacién en éste Gltimo caso, todas las
medidas se realizaron a 5° C.

El cambio en el espectro de dicroismo no se debe exclusivamente a la naturnleza y
concentracion del tnmpén: MES 100 mM. El espectro de dicroismo circular en este tampén,
en ausencia de glicerol, es igual dentro del error experimental al observado en tampén fosfato
neutro (figura 435). Este resultado es coincidente con el observado por Lee y Timasheff, que
no observaron diferencia entre el espectro de la tubuling en tampén 10 mM MES y 10 mM
fosfato, considerado este Gltimo como estado de referencia (Lee y Timasheff 1977). El
glicerol adicionado al tampdn 100 mM MES tampoco induce el cambio conformacional en
ta tubuling en ausencia de Zn*". Esto concuerda con lo descrito en tampén fosfato neutro (Lee
y TumashelT 1977).

Se observo una dependencia del cambio conformacional de tubulina detectado por
dicroismo circular con la concentracion de MES del tampdn, en presencia de una
concentracion de Zn** constante (figura 46). El efecto sobre la sefial de dicroismo no se
detecta a concentraciones de MES iguales o inferiores a S0 mM. Hasta la concentracion de
150 mM MES estudiada no se observd una estabilizacidn del efecto.

Se estudid la dependencia con la concentracion de Zn*" del cambio en la sefial de
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Figura 44. Espectros de dicroismo clrcular de tubullna en tampén 10 mM MES, 3.4 M
glicerol, 0.1 mM MgCl,, 0.1 mM GTP en ausencia (a) y en presencia de 0.3 mM ZnCl,
(a), y en tampdn 100 mM MES, 3.4 M dlicerol, 0.1 mM MgCl,, 0.1 mM GTP en ausencia
0.3 mM ZnCl, (a), y en tampoén 100 mM MES, 3.4 M glicerol, 0.1 mM MgCl, 0.1 mM
GTP en presencia de 0.3 mM ZnCl, (b). Las medidas se realizaron a 5° C.
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Figura 45. Espectros de dlcrolsmo clrcular de tubulina en tampén: 10 mM NaPi, 0.1 mM
MgCl,, 0.1 mM GTP, pH 7.0; y en tampén: 100 mM MES, 0.1 mM MgCl,, 0.1 mM GTP,
pH 6.5 (trazo conlinuo). Y en tampdén 100 mM MES, 3.4 M glicerol, 0.1 mM MgCi,, 0.1
mM GTP, pH 6.5 (trazo de puntos). l.as medidas se realizaron a 26° C. Los especlros

son coincidentes dentro del error experimental,
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Figura 46. Espectros de dicrolsmo clrcular de tubulina en tampén 10 mM MES, 3.4 M
giicerol, 0.1 mM MgCl,, 0.1 mM GTP (trazo continuo), y en tampones similares en los
que la concentracién de MES fue: 40 mM (frazo discontinuo largo), §6 mM (trazo
discontinuo mediano), 70 mM (trazo discontinuo corto), 100 mM (trazo punteado) y 150
mM (trazo alterno). Lag medidas se realizaron a 5§° C. Inserto: valores de elipticidad
molar por residuc medio de tubulina a 203 nm (Q), 210 nm (A) ¥y 222 nm ({J) en funcién
de la concentracién total de MES.
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Figura 47. Espectros de dicrolsmo circular de tubulina en tampdn 100 mM MES, 3.4 M
glicerol, 0.1 mM MgCl,, 0.1 mM GTP (trazo continuo), y en el mismo tampon con
concentraciones totales de Zn* crecientes: 0.1 mM (trazo discontinuo largo), 0.2 mM
(razo discontinuo mediano), 0.3 mM (lrazo discontinuo corto) y 0.5 mM (trazo
punteado). Las medidas se realizaron a 5° C. Inserto; valores de elipticidad molar por
residuo medio de tubulina a 203 nm (O}, 210 nm (A) ¥ 222 nm ((J) en funcion de la

concenltracion total de Zn®.



Resultados

dicroismo. Se aprecia una transicién brusea entre 0.1 mM y 0.2 mM de concentracidn total
de Zn*" (figura 47). A 1.0 mM Zn* Ia tubulina precipita en estas condiciones.

Con el fin de descartar un posible proceso de agregacién inducido por Zn*' en estas
condiciones, incluso a baja temperatura, se determing el coeficiente de sedimentacion de la
tubuling ¢a. 2 mg/ml en tampén 100 mM MES, 3.4 M glicerol, 0.1 mM MgCl,, 0.1 mM
GTP, pl1 6.5 en presencia de cantidades crecientes de ZnCl,. Los resultados se muestran en
la tabla 23. Como se aprecia, no hay un aumento significativo del coeficiente de
sedimentacion en presencia de Zn®' especialmente entre 0.1 y 0.2 mM, concentraciones en
las que se aprecia la transicion en la seiial de dicroismo. Se puede descartar que este cambio

sea debido a un procesoe de agregacion.

Se eligio la tubulina en tampon 10 mM MES, 3.4 M glicerol, 0.1 mM MgCl,, | mM
GTP, 0.3 mM ZnCly, pH 6.5, como estado de referencia en los experimentos de proteolisis
limitada: Como consecuencia del cambio conformacional observado en la forma compelente
para el ensamblaje, las diferencias en la proteolisis limitada de la proteina polimerizada en
hojas de tubulina-Zn*'-glicerol pueden deberse a la orientacién del dimero dentro del

polfmere o al cambio conformacional que le acompaa.

Tabla 23. Coeficientes de sedimentacién de tubulina, 2.0 mg/ml, en 100 mM MES, 3.4 M
glicerol, 0.1 mM MgCl,, 0.1 mM GTP, 0.3 mM ZnCl,, pH 6.5, a 8° C.

[Zn2+] Total (mM) st
0.0 112
0.1 1.20
0.2 1.20

" Cosficientes de sedimentacién no corregidos
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Resultados

2.3. PROTEOLISIS LIMITADA CON TRIPSINA.

Bl mapa protealitico de of-tubuling, dimérica y polimerizada en hojas inducidas por
Zn™", producido por tripsina 1% (p/p) se muestra en la figura 48. La interpretacién de los
fragmentos producidos se muestra en la figura 49, y sus caracteristicas se indican en Ia tabla

24.

Cadena o

En la forma dimérica la tripsina digiere la c-tubulina en el punto de corte K339-8340,
ya deserito, )

Lin Ia a-tubuling polimerizada en hojas de tubulina-Zn-glicerol este punto de corte estd
protegido. No se observa la aparicion de nuevos fragmentos en [a proteolisis limitada de la

forma ensamblada.

Cadena &

b principal punto de corte se locliza entre las posiciones K174-V175. Este punto
de corte sigue siende sensible en In tubulina polimerizada en hojas inducidas por Zn* y
ghicerol.

El corte abservado en la proteolisis limitada de Ja forma dimérica que se localiza en
la region 300-330, es minoritario en presencia de Zn*',

Se observa un fragmento minoritario de alto peso molecular aparente, Z-TRal, Se
produce por un corte en la region 360-380, No se observa el fragmento complementario

producido en este corte. Este punto de corte se protege en la forma polimerizada.
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Figura 48. Proteolfsis limitada con tripsina TPCK 1% (p/p) de tubulina-Zn*" en forma no
ensamblada (calles 1, 3, 5, 7, 8, 11, 13, 15, 17 y 19) en tampén 10 mM MES, 3.4 M
glicerol, 0.1 mM MgCl,, 0.3 mM ZnCl,, 1 mM GTP, pH 6.5y polimerizada en hojas
inducidas por Zn* -glicerol (calles 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 y 20) en tampdn 100 mM
MES, 3.4 M glicerol, 0.1 mM MgCl,, 0.3 mM ZnCl,, 1 mM GTP, pH 6.5. (calles 1y 2)
tincién con azul de coomassie. {calles 3 a 20) inmunodeteccién con los anticuerpos: anti
a-tubulina acetilada en Lys40 (calles 3 y 4), anti «(155-168) (calles § y 6), anli a(214-
226) (calles 7 y 8),anti a(415-443) (caltes 8 y 10}, anti a-tubulina tirosinada (calles 11
y 12), anti 3(1-13) (calles 13 y 14), anti B(1.53—165) {calles 15 y 18), antl B(241-256)
(calles 17 y 18) y anti p(412-431) (calles 19 y 20). A la izquierda del panel se indica la

posicion de los palrones de peso molecular, en KD.
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Figura 49. Esquema de los fragmentos producldos en la proteollsls limitada con tripsina-TPCK
de tubulina-Zn®" dimérica (A) y tubulina polimerizada en hojas inducidas por Zn*' y glicerol (B).
l.os rectangulos sobre los fragmentos serialan los epitopos de los anticuerpos que reconocen

a los fragmenlos, rellenos cuando la reaccion es fuerle y vacios cuando es débil.



Resultados

Tabla 24. Fragmentos de proteolisis limitada de tubulina-Zn-glicerol con Tripsina-TPCK

1%(p/p).

Nombre PMap PMcor Secuencia  Posicion PM tedrico

(kD) (kD) N-Terminai (D)
TRat 40.041.4 34.741.4 n.d. 1a 339 37620
TRa2 17.040.6 14.020.6 n.d. 340 a 451 12576
Z-TRM 44 0316 40.811.5 n.d. 1 a 368x10 n.d. ‘
TR 40.0x1.4 350.541.4 n.d. 175 a 445 30887
TR[}2 35.141.2 35.741.2 n.d. 1 a 32548 n.d.
TRB3 22.0+0.0 16.410.8 n.d. 30919 a 4456 n.d.

15 5+0.5 14.640.5 n.d. 1a174 18986

TR[}4
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Resultados

24. PROTEOLISIS LIMITADA CON QUIMOTRIPSINA.

El mapa proteolitico de afi-tubuling, dimdrica y polimerizada en hojas inducidas por
Zn™", producido por quimotripsing 2% (b/p) sc muestra en la figura 50. La interpretacion de
los frapmentos producidos se muestra en [a figura 51, y sus caracteristicas se indican en la

tabla 25.

Cadena
La qumotripsing digiere la tubulina en un punto de corte, entre las posiciones F169-
S170. La sensibilidad de este punto es menor en log hojas de tubulina inducidas por Zn*'-

glicerol.

Cadena [}

El principal punto de corte en la P-tubulina se localiza entre las posiciones Y281-
R282. Este punto de corte se protege en la forma ensamblada,

xisten dos puntos de corte que generan los fragmentos de bajo PM aparente; el
minoritario CHA3 y CHP4. Segin ¢l peso molecular aparente corregido estos puntos de corte
se localizan en la regidn 130-155. Sin embargo ambos son réednocidos por ¢l anticuerpo
frente a B(153-165), localizandose en posiciones ligeramente més avanzadas a este epitopo.
Por la especificidad de In quimotripsina la potencial ubicacion de estos puntos de corte es:
FI68-S169 y Y183-N184. Estos puntos de corte no se protegen en la tubulina polimerizada

en hojas inducidas por Zn*-glicerol.
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Figura 50. Proteclisis limitada con quimotrpsina TLCK 2% (p/p) de tubulina-Zn* en
forma no ensamblada (calles 1, 3, 8, 7, 9, 11, 13, 15, 17 y 18) en tampdn 10 mM MES,
3.4 M glicerot, 0.1 mM MgCl,, 0.3 mM ZnCl,, 1 mM GTP, pH 6.5 y polimerizada en hojas
inducidas por Zn*-glicerol (calles 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18y 20} en tampén 100 mM
MES, 3.4 M glicerol, 0.1 mM MgCl,, 0.3 mM ZnCl,, 1 mM GTP, pH 6.5. {calles 1y 2)
tincién con azul de coomassie, (calles 3 a 20) inmunodeteccion con los anticuerpos: anti
a-tubulina acetilada en Lys40 (calles 3 y 4), anti «(165-168) (calles 5 y 6), anti a(214-
226) (calles 7 y 8),antl a(415-443) (calles 9 y 10), anti a-tubulina tirosinada (calles 11
y 12), anti {3(1-13) (calles 13 y 14}, anti p(153-165) (calles 15 y 16), anti §(241-256)
(calles 17 y 18) y anti p(412-431) (calles 19 y 20). A la Ilzquierda del panel se indica la

posicién de los patrones de peso molecular, en kD.
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Figura 51. Esquema de los fragmentos producidos en la proteolisis limitada con quimotripsina
de tubulina-Zn®* dimérica (A) y tubulina polimerizada en hojas inducidas por Zn?*' y glicerol (B).
Los rectangulos sobre los fragmentos sefialan los epitopos de los anticuerpos que reconocen

8 los fragmentos, rellenos cuando la reaccién es fuerte y vacios cuando es débil.



Resultados

Tabla 25. Fragmentos de proteolisis limitada de tubulina-Zn®-glicerol con Quimotripsina-
TLCK 2% {p/p).

Nombre  PMap PMcor Secuencia Posicidén PM tedrico
(kD) (kD) N-Terminal

CHuel 40.01‘1‘4. 31.941.4 "SIYPAPQVS 170 a 451 31529

CHu2 17.020.6 171206 n.d. 1a 169 18567

CHJ 37.0£1.3 34.31£1.3 n.d. 1a 281 3096-0

CHp2 22.040.8  16.4:0.8  "ALTVPxL 282 a 445 18873

CHp3 17.0£06 159406 n.d. 1 a 14619 n.d.

CHpd 16.040.6 15,0606  n.d. 1a138x9 n.d.
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Resultados

2.5, PROTEOLISIS LIMITADA CON ELASTASA,

El mapa proteclitico de afi-tubuling, dimérica y polimerizada en hojas inducidas por
Zn*', producido por elastasa 2% (p/p) se muestra en la figura 52. La interpretacion de los
frapmentos producidos se muestra en la figura 53, y sus caracteristicas se indican en la tabla
26,

Cadena o

La elastasa digiere la a-tubuling en tres puntos.

La digeston entre las posiciones S178-T179 origina el fragmento ELou; y dos
frapmentos complementarios: ELal y Z-ELol,

La digestién entre las posiciones A294-C295 origina el fragmento ELo2 y dos
fragmentos complementarios: ELad y Z-ELo2.

La duphiedad de ELal/Z-ELal y BELo3/Z-ELo2 se debe a un fercer punte de corte
situado en la regidn carboxilo terminal de la a-tubuling. Z-ELexl y Z-EL02 son reconocidos
por ¢l anticuerpo anti «(415-443) pero no por el anticuerpo 1A2, especifico de la forma
trrosinada en el extremo carboxilo de a-tubuling, Este punto de corte se localiza entre el
epitopo a(415-443) y ¢l extremo carboxilo (Tyr 451). La elastasa hidroliza preferentemente
enlaces peptidicas en los que el grupo carbonilo es corresponde a un aminodcido si carga y

no aromdtico. Los posibles puntos de corte son: G442-E443, G444-E445 y G448-1E449,
Cadena 3
La proteolisis de ta B-tubulina se produce en un dnico punto de corte localizado entre

C351-Diss

Todos los puntos de proteolisis limitada son igualmente sensibles en la tubulina

polimertzada en hojas inducidas por Zn**-glicerol.
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Figura 52. Proteolisis limitada con elastasa 2% (p/p) de tubulina-Zn* en forma no
ensamblada (calles 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17 y 19) en tampdén 10. mM MES, 3.4 M
glicerel, 0.1 mM MgCl,, 0.3 mM ZnCl,, 1 mM GTP, pH 6.5 y polimerizada en hojas
inducidas por Zn*'-glicerol (calles 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 y 20) en tampén 100 mM
MES, 3.4 M glicerol, 0.1 mM MgCl,, 0.3 mM ZnCl,, 1 mM GTP, pH 6.5, (calles 1y 2)
tincidn con azul de coomassie. (calies 3 a 20) inmunodeteccion con los anticuerpos: anti
a-tubulina acetilada en Lys40 {(calles 3 y 4), anli «(155-168) (calles 5 y 6), anti a(214-
226) (calles 7 y 8),anti a{415-443) (calles 9y 10), anli a-tubulina tirosinada (calles 11
y 12), anti p(1-13) (calles 13 y 14), anti p(153-165) (calles 15 y 16), anti p(241-256)
(calles 17 y 18) y anti p(412-431) (calles 19 y 20). A la izquierda del panel se indica la

posicién de los patrones de peso melecular, en kD.
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Figura 53. Esquema de los fragmentos producldos en la proteolisis limitada con elastasa de
tubulina-Zn* dimérica {A) y tubulina polimerizada en hojas inducidas por Zn* y glicerol (B).
Los rectangulos sobre los fragmentos sefialan los epltopos de los anticuerpos que reconocen

a los fragmentos.



Resultados

Tabla 26. Fragmentos de proteolisis limitada de tubulina-Zn*'-glicerol con Elastasa 2% (p/p).

Nombre PMap PMcor Secuencia Posicion PM tedrico
(kD) (kD) N-Terminal (D)
WELM 41.3¢1.4 329314  'ITAW 178 a 451 30585
Z-Elat  30.4x14 312214 nd 179 a ~445 n.d.
ELa2 39.141.4  34.0£14 nd 1 a 294 32481
ELad 20.840.7  17.0£0.7  *xFEPANQMVK 295 a 451 17615
Z-ELu2  19.5:0.7 159207 n.d. 295 a 43648  n.d.
ELad 18.640.6  18.4x06 n.d. 1a 178 19510
EL{ 40.3x1.4  37.4x1.4 'MREIV 1 a 354 39326
19.6:0.7  13.8£0.7  **DIPPXGLK 355 a 445 10547

ELp2
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2,6. PROTEOLISIS LIMITADA CON ENDOPROTEINASA LYS-C.

El mapa proteolitico de afi-tubulina, dimérica y polimerizada en hojas inducidas por
Zne, producido por endoproteinasa Lys-C 0.5 Ufml s¢ muestra en la figura 54. La

interpretacion de los {ragmentos producidos se muestra en la figura 55, y sus caracteristicag

se indtcan en la tabla 27

Cadena ¢

La digestion controlada de o-tubuling por endloproteinasa Lys-C se produce en dos
puntos de corte mayoritarios. La digestion entre los aminoAcidos K40-T41 geﬁera los
fragmentos 1.Cal v LCoo. La proteolisis entre K280-A28) genera los fragmentos LCa2 y
LCas La combmacion de ambos origina el fragmento LCo.3.

Un tercer punto de corte minoritario genera el fragmento LCad. Las potenciales
posiciones en las que se localiza este punte de corte son: K60-H61, K96-E97, K112-13113
y K124-1.125,

En Ta tubulia polimerizada en hojas inducidas por Zn*"~glicerol se protege el punto

de corte K280-A281, mientrns que K40-T41 sigue siendo sensible al ataque de esta proteasa.

Cadena [}

Esta proteasa produce una débil digestion de {a B-tubuling en tres puntos de corte,

Dos de estos puntos de corte se localizan en la region 290-330. En la digestion en
estos puntos  se  producen los fragmenios LCP1 y LCP2, no detectdndose los
complementarios. La formacién de estos fragmentos se reduce en la proteolisis limitada de
lus hojas de tubuhina inducidas por Zn*-glicerol.

Un tercer punto de corte se localiza en la regidn 35-70, probablemente entre los
residuos KSR-Y'S9 va que es el finico residuo de Lys en esta region, Este corte origina los
fragmentos LAY v LOP4 a partir de LCP1 y LCP2 respectivamente. Este punto de corte se

protege totalmente en la forma polimerizada,
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Figura 54. Proteolisis limitada con endoproteinasa Lys-C 0.5 U/ml de tubulina-Zn® en
forma no ensamblada (calles 1, 3, 5,7, 9, 11, 13, 15, 17 y 19) en tamp6n 10. mM MES,
3.4 M gliceral, 0.1 mM MgCl,, 0.3 mM ZnCl,, 1 mM GTP, pH 6.5 y polimerizada en hojas
inducidas por Zn*-glicerol (calles 2, 4, 8, 8, 10, 12, 14, 16, 18y 20) en tampon 100 mM
MES, 3.4 M glicerol, 0.1 mM MgCl,, 0.3 mM ZnCl,, 1 mM GTP, pH 8.5. (calles 1y 2)
tincién con azul de coomassie. (calles 3 a 20) inmunodeteccion con los anticuerpos: anti
a-tubulina acetilada en Lys40 (calles 3 y 4), anli «(155-168) (calles 5 y 6), anti o{214-
226) (calles 7 y 8),anti «u(415-443) (calles 9 y 10), anti a-tubulina tirosinada (calles 11
y 12), anli p(1-13) (calles 13 y 14), anti p(153-165) (calles 15 y 16), anti p(241-256)
(calles 17 y 18) y anti [5(412-431) (calles 19 y 20), A la Izquierda del panel se indica la

posicidn de los patrones de paso molecular, en KD.
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Figura 55, Esquema de los fragmentos producldos en la proteolisis limitada con
éndoprotelnasa Lys-C de tubulina-Zn? dimérica (A) y tubulina polimerizada en hojas inducidas
por Zn*' y glicerol (B). l.os recténgulos sobre los fragmentos sefialan los epitopos de los

anticuerpos que reconocen a los fragmentos, rellenos cuando la reaccion es fuerte y vacios

cuando es débil.



Resultados

Tabla 27. Fragmentos de proteclisis limilada de tubulina-Zn*-glicerol con Endoproleinasa

Lys-C 0.5 Uiml.

Nombire  PMap PMcor Secuencia Posicién PM tedrico
(kD) (kD) N-Terminal )
LCa1 56.0£1.3 44.3+1.3  “TIGGGDDS 41 a 451 45679
LCu2 38.7¢14  33.7+14  'MREXISI 1a280 30953
LCud 34.74%1.2 30.7x1.2  TIGGGDDS 41 a 280 285585
LCud4 33.1£1.2 29.441.2 n.d. ca. 60 a 280 n.d.‘
LCub 22.0+0.8 17.9£0.8  ®'AYXEQLxXVAEI 281 a 451 19143
LCuB 18.140.6 18.0£0.6 n.d. 1a40 4416
LCP1 3B7x1.4  359x14 nd 1 a 325410 n.d.
LCp2 359413 33.31£1.3 n.d. 1 a 30210 n.d.
LCp3 33.1+1.2 30712 nd 47415 a 325¢10 n.d.
LCp4 28.941.0 26.9¢1.0 nd ~B7+16 a 302410 n.d

bt i
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Rasultados

2.7. PROTEOLISIS LIMITADA CON SUBTILISINA.

El mapa proteolitico de afi-tubulina, dimérica y polimerizada en hojas inducidas por
Zn*, producido por subtilisina 0.7% (p/p) se muestra en fa figura 56. La interpretacién de

los fragmentos producidos se muestra en la figura 57, y sus caracteristicas se indican en la

tabla 28,

Cadena o

La proteolisis limitada se produce en tres regiones.

Entre las posiciones A180-V181 existe un punto de corte, En posiciones cercanas a
dste existe un segundo punto de corte minoritario, Por la reduccién de la intensidad de las
bandas de los fragmentos SBa6 y SBog, estos puntos de corte se protegen apreciablemente
en las hojas inducidas por Zn*'-glicerol.

En la regién 290-300 existe otros dos puntos de corte que origina los fragmentos
SBad y los complementarios SBas, SBa7 y el fragmento minoritario SBai9. Se observa una
reduccion apreciable en Ia prosoncia de SBa5 y SBa7, y no se detecta el fragmento SBa9,
en la muestra polimerizada en hojas inducidas por Zn*'-glicerol.

Por Gltimo en la region carboxilo terminal existe al menos un punto de corte. A él se
debe la presencia de SBal, SBad y SBa7. A partir de la reactividad con el anticuerpo 1A2,
frente a tubulina tirosinada, la digestion en esta zona es total en {a tubulina dimérica pero se

reduce significativamente en la proteolisis limitada de la tubulina polimerizada,

Cadena 3:

La proteolisis limitada de la f-tubulina se produce en tres regiones de forma anéloga
a como ocurre en la a-tubulina. En la cadena f se observan mas puntos de corte.

Lin la region 165-180 exisien tres puntos de corte. La presencia de los fragmentos
SB7, SBPS, SBRY, SBPII y SBP12, producidos en la digestién en esta regidn, estd
reducida apreciablemente en la muestra polimerizada. Estos puntos de corte se protegen

parcialnente en las hojas inducidas por Zn*".

En la region 280-300 existen dos puntos de corte, en los que se generan los

fragmenios SBf4, SBR6, SBPIO y Z-SBPL. La produccién de estos dos ultimos, en la
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Resultados

digestion de las hojas inducidas por Zn™, estd significativamente reducida, lo cual indica que
la pohimerizacion protege del ataque proteolitico estas posiciones.

Lin 1a regidn carboxilo terminal existen al menos dos puntos de corte. Producto de la
digestion exclusiva en esta regién son los fragmentos SB1y el fragmento minoritario SBf33.
La digestion en esta regidn es pricticamente total en la forma dimérica. En la tubulina
polimerizada en hojas inducidas por Zn*-glicerol la proteolisis en estos puntos se protege

parcialmente; se detecta B-tubulina sin digerir.
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Figura 56. Proteolisis Imitada con subtilisina 0.7% (p/p) de tubulina-Zn* en forma no
ensamblada (calles 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17 y 19) en tampdén 10 mM MES, 34 M
glicarol, 0.1 mM MgCl,, 0.3 mM ZnCl,, 1 mM GTP, pH 6.5 y polimerizada en hojas
inducidas por Zn*'-gliceral (calles 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 y 20) en tampdn 100 mM
MES, 3.4 M glicerol, 0.1 mM MgCl,, 0.3 mM ZnCl,, 1 mM GTP, pH 6.5. (calles 1y 2)
tincién con azul de coomassie. {calles 3 a 20) inmunodeteccion con los anticuerpos: anti
a-tubulina acetilada en Lys40 (calles 3 y 4), anti «(155-168) (calles 5 y 6), antl a(214-
226) (calles 7 y 8),anti a(415-443) (calles 9y 10), anti a~tubulina tirosinada (calles 11
y 12), anti p{1-13) (calles 13 y 14), anti p(153-165) (calles 15 y 16), anti (241-256)
(calles 17 y 18} y anti p{412-431) (calles 19 y 20). A la izquierda del panel se indica la

posicién de los patrones de peso molecular, en kD.
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Figura 57, Esquema de los fragmentos producidos en la proteolisis limitada con subtilisina de

tubulina-Zn® dimérica {A) y tubulina polimerizada en hojas Inducidas por Zn* y glicerol (B).

Los rectangulos sobre los fragmentos seiialan los epitopos de los anticuerpos que reconocen

a los fragmentos, rellencs cuando fa reaccion es fuerte y vacios cuando es débil.



Resultados

Tabla 28. Fragmentos de proteolisis limitada de tubulina-Zn®-glicerol con Subtilisina 0.7%

(pip).

Nombre  PMap PMcor Secuencia Posicidn PM tedrico

(kD) (kD) N-Terminal (D)
SBa1 57.242.0 47,8420 n.d. 1a 430%12 n.d.
SBa2 37.8£1.3  30.2#1.3  n.d. 181 a 451 30413
SBa3 37.8+1.3  33.041.3  'MRExixxH 1 a 29910 n.d.
8B4 36.1+1.3  28.941.3  "'xxEPYNSI 181 a 438410 nd. _
SBab 20.5+0.7  16.740.7  n.d. 30017 a 451 n.d.
SBub 19.8+0.7  19.3:0.7 n.d. 1817747 n.d.
SBa? 18.610.6 152406  n.d. 29945 a ca. 435  n.d,
SBu8 18.6£0.6 18406 n.d. 1 a 16815 n.d.
SBa9 18.1£0.6  14.8£0.6  n.d. 31715 a 451 n.d.
SB[} 53.8+1.8  49.8#1.8 n.d. 1 a 438%7 n.d.
SBf3 491217  455%1.7  nd. 1 a 40712 n.d,
SsSB4 39.741.4  36.8£1.4  nd. 1 a 331£10 n.d,
sSBps5 37.841.3 331213  n.d. 146415 a 438+7  n.d.
SBp6 36.941.3 342413  nd. 1 a 310£10 n.d.
sBp7 34.5¢1.2  29.6#1.2 nd. 178415 a 438+7  n.d.
SBp8 32.2¢1.1  27.2¢1.1  nd. 200£15 a 4387  n.d.
SBp9Y 21.1+0.7 197207  nd. 1 a 18125 n.d.
SBR10 198207 141207  n.d. 316115 a 43817  n.d.
SBf11 18.640.6  17.4+0.6 n.d. 1 a 1605 n.d.
2-SBp1 17.9x05  12,1£05 n.d. 33445 a 43847 n.d,
sBp12  16.520.5  14.6£0.5 nd. 1 & 13345 n.d.
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2.8, PROTEOLISIS LIMITADA CON PROTEINASA K.

Ll mapa proteolitico de af-tubutina, dimérica y polimerizada en hojas inducidas por
Zn”', producido por proteinasa K 0.1% se muestra en la figura 58, La interpretacion de los

fragmentos producidos se muestra en la figura 59, y sus caracteristicas se indican en la tabla

29,

Cadena o

La proteinasa K digiere la a-tubulina en tres puntos.

Un corte en la region 170-190 genera en la proteolisis de la forma dimérica los
fragmentos Koo y Kad.

Un segundo punto de corte en Ia region 280-290 origina los fragmentos Kal y Kals,

Los fragmentos Kad y KatS no reaccionan con el anticuerpo 1A2, que reconoce la
forma tirosinada del extremo carboxilo. Existe un punto de corte en la regidn carboxilo
terminal entre ¢l epitopo o{415-443), que conservan estos fragmentos, y la TyrdS1 del
extremo carboxilo. En la o-tubulina polimerizada en hojas inducidas por Zn*'-glicerol se
detectan los frogmentos Ko2 y Kod. Corresponden a los fragmentos Kod y Kas
respectivamente, cuando no son digeridos en la regién carboxilo terminal y conservan este

extremo intacto. Hay una proteccién parcial de esta regién en la a-tubulina polimerizada.

Cadena [3;

La digestion de la f-tubulina se produce en {res regiones andlogas a las de la
proteotisis limitada de a-tubulina,

In la region 160«170 se localiza un punto de corte minoritario. Genera la pareja de
fragmentos K3 y KP5. A partir del peso molecular aparente corregido este punto de corte
deberia situarse en la regién 130-160. La falta de reactividad de KB3 y KB5 con el
anticuerpo anti B(153-165) indica que el punto de corte esta secuencialmente después de este
epitopo. No se detecta fragmento de la regién amino complementario.

En la regién 280-335 se localizan 2 puntos de corte que generan dos parejas de

fragmentos complementarios: K34 con KP6 y KB2 con Kf7.

[n la region carboxilo terminal se localiza un punto de proteolisis limitada. A él se
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Figura 58. Proteolisis limitada con proteinasa K 0.1% (p/p) de tubulina-Zn** en forma no
ensamblada (calles 1, 3, 5, 7, 8, 11, 13, 15,17 y 19) en tampén 100 mM MES, 34 M
glicerol, 0.1 mM MgCl,, 0.3 mM ZnCl,, 1 mM GTP, pH 6.5 y polimerizada en hojas
inducidas por Zn*'-glicerol (calles 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 y 20) en tampon 100 mM
MES, 3.4 M glicerol, 0.1 mM MgCl,, 0.3 mM ZnCl,, 1 mM GTP, pH 6.5, (calles 1y 2)
linclén con azul de coomassie. (calles 3 a 20) inmunodeteccién con los anticuerpos: anti
a-lubulina acetilada en Lys40 (calles 3 y 4), anti a(155-168) (calles 5 y 6), anti a{214-
226) (calles 7 y 8),anil «(415-443) (calles 9y 10), anti a-tubulina tirosinada (calles 11
y 12), anti p(1-13) (calles 13 y 14), anti p(1563-165) (calles 15 y 16), anli p(241-256)
(calles 17 y 18) y anti §(412-431) (calles 19 y 20). A la izquierda del panel se indica la

posicién de los patrones de peso molecular, en kD.
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Figura 59. Esquema de los fragmentos producidos en la proteolisis limitada con proteinasa
K de tubulina-Zn® dimérica (A) y tubulina polimerizada en hojas inducidas por Zn** y glicerol
(B). Los recldngulos sobre los fragmentos sefialan los epilopos de los anticuerpos que

reconocen a los fragmentos, rellenos cuando la reaccioén es fuerle y vacios cuando es debil.



Resultados

debe Ia presencia del fragmento KB1. El anticuerpo anti B(412-431) reconoce al fragmento
KP1 A pesar de la discrepancia con el peso molecular aparente, el punto de corte se situa
entre las posiciones 431 y 445, ya que no afecta a la integridad de este epitopo. En base a
la especificidad de la proteasa ¢l corte se produce entre D436-E437, Este corte explica la
presencia de Kf35 producido a partir de Kp3 por digestién en esta region, No se detecta
duplicidad en las bandas K36 y Kp7.

El patrén de proteolisis limitada de la -tubulina polimerizada en hojas inducidas por
Zn*'-glicerol es similar al de la forma dimérica. Los fragmentos K6 y KP7 se detectan muy

débilmente, sin embargo la presencia de sus complementarios KB4 y KB2 no se reduce.

Tabla 29. Fragmentos de proteolisis limitada de tubulina-Zn*-glicerol con Proteinasa K 0.1%

(pIp).
Nombre  PMap PMcor Secuencia Posicion PM tedrico
(kD) (kD) N-Terminal (D)
Kert 38.7£1.4 33.7x1.4 n.d. 1 a 304110 n.d.

« Ka2 37.6£1.3  20.9+1.3 n.d 183410 a 451 n.d.
Kad 36.9¢1.3  29.5¢1.3  n.d. 180115 a ca. 445 n.d.
Kad 19.7+0.7 16.1£0.7 n.d. 30748 a 451 n.d.
Kb 18.8+0.7 16.420.7 n.d. 206+15 a ca. 445 n.d.
Kab 18.2+0.6 18.1£0.6  n.d. 1 a 16648 n.d.
Kp 48.5+1.7 44.9£1.7 nd. 1a436 48779
K2 38.7+1.3  359+1.3 nd 1 a 32510 n.d.
Kp3 38.1+1.3 33.541.3 n.d. 149412 a 445 n.d.
K4 35.841.2 33.2£1.2  nd. 1 a 301+10 n.d.
Kps 34.6+1.2 29.84£1.2  nd. 138415 a 436 n.d.
Kp6 18.8+0.7 13.0£0.7 n.d. 289410 a 436 n.d,
Kp7 16.8+0.6 10,9406  n.d. 307110 a 436 n.d.
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2.9. PROTEOLISIS LIMITADA CON ENDOPROTEINASA ASP-N.

LIl mapa proteolitico de P-tubulina, dimérica y polimerizada en hojas inducidas por
Zn*', producido por endoproteinasa Asp-N 0.06% se muestra en la figura 60. La
interpretacion de los fragmentos producidos se muesira en la figura 61, y sus caracteristicas
se indican en la tabla 30.

La proteolisis limitada de tubulina con endoproteinasa Asp-N produce un tnico
fragmento, detectado en SDS-PAGE, de fi-tubulina, El corte que lo origina se localiza en la
proximidad del extremo carboxilo. Existen dos posibles localizaciones: Q426-D427 y A430-
D431, siendo mds probable la segunda (ver antes). Este punto de corte en sensible en la

forma dimérica y en la tubulina polimerizada en hojas inducidas por Zn*'-glicerol.

Tabla 30. Fragmenios de proteolisis limitada de tubulina-Zn*-glicerol con Endoproteasa Asp-

N 0.06% (p/p).

Nombre PMap PMcor Secuencia Poslcién PM tedrico
(kD) (kD) N-Terminal (D)
DNp1 51.3x1.8 47.5¢1.8 n.d. i a c.a. 430 48246*

* Suponiendo que DNB1 corresponde a la region p(1-430).
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Figura 60. Proteollsis limitada con endoproteinasa Asp-N 0.06% (p/p) de tubulina-Zn*
on forma no ensamblada (calles 1, 3, 5, 7 y 9) en tamp6n 10 mM MES, 3.4 M glicerol,
0.1 mM MgCl,, 0.3 mM ZnCl,, 1 mM GTP, pH 6.6 y polimerizada en hojas inducidas por
Zn*-glicerol (calles 2, 4, 6, 8 y 10} en tampon 100 mM MES, 3.4 M glicerol, 0.1 mM
MgCl,, 0.3 mM ZnCl,, 1 mM GTP, pH 6.5, (calles 1y 2) tincidn con azul de coomassie.
(calles 3 a 10) Inmunodeteccién cen los anticuerpos: anti p(1-13) (calles 3 y 4), anti
N(163-165) (calles 5 y 6), antl 3(241-256) (calles 7y 8) y antl p(412-431) (calles 9 y 10).
A la izquierda del panel se indica la posicion de los patrones de peso molecular, en kD.
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Figura 61. Esquema de los fragmentes producidos en la proteollsis limitada con
endoprotelnasa Asp-N de tubulina-Zn** dimérica (A) y tubulina polimerizada en hojas

inducidas por Zn*' y glicerol (B). Los rectangulos sobre los fragmentos sedialan los epitopos

de los anticuerpos que reconocen a los fragmentos,



Resultados

3. PREDICCION DE ESTRUCTURA DE TUBULINAS.

No se ha detectado ninguna proteina, de estructura tridimensional conocida, con
suficiente semejanza de secuencia con las tubulinas, que permita fa prediccidn de la
estructura de éstas mediante hormologa,

La prediccién de estructura secundaria por el método PHD se ha realizado a partir del
alineamiento multiple de 177 secuencias de tubulinas. La prediccion tiene un grado de
confianza superior al 82% para el 66.1% de los residuos de oi-tubulina y para el 62.3% de
los de [-tubulina,

Ll contenido estimado de cada tipo de estructura secundaria en c-tubulina es: 32.8%
de hélice, 20.6% de lamina f y 46.6% de bucles. En B-tubulina; 35.7% de hélice, 21.6% de
limina [} y 42.7% de giros y bucles. El contenido medio de ambas cadenas es: 34.3% de
hélice, 21.1% de lamina By 44.6% de giros. Seglin estos valores las tubulinas se clasifican

como proteinas tipo o/p.

3.1. PREDICCION DE ESTRUCTURA DE a-TUBULINA.

Ein a-tubulina se ha estimado la presencia de 11 hélices y 15 segmentos extendidos
de lamina . Estos elementos se alternan a lo largo de la secuencia, si bien la hélices se
localizan mas abundantemente en la segunda mitad de la cadena (figura 62), Los elementos
de estructura secundaria, su extension y dimensiones tedricas, se enumeran en la tabla 31.

En las hélices y laminas f3, las posiciones para {as que el grado de confianza de la
prediceion es menor del 82% se localizan en los extremos de las mismas. La ambigtiedad se
limita a la extension de los elementos de estructura sccundaria, pero no a su integridad.

Frecuentemente las o-hélices son anfipéticas, presentando predominantemente las
cadenas apolares en un lado del cilindro de la hélice y las polares en el lado opuesto, El
carficter anfipatico de las hélices de o-tubulina se ha estudiado mediante dos métodos. La
estimaciéon del momento hidrofébico para un Angulo de rotacién en torno a 100° da
informacion cuantitativa sobre la anfipaticidad de una secuencia que adopte este tipo de

estructura (figura 63). Segin los valores calculados del momento hidrofdbico, los segmentos
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Figura 62. Prediccién de estructura secundaria y de accesibilidad al solvente de a-tubulina de cerebro porcino. (Naa) numeracién de los residuos.
(AA} secuencia de aminoacidos. (PHD sec) prediccién de estructura secundaria. (Rel sec) indice del grado de confianza de la prediccion para cada

residuo normalizado de 1 a 9. (prH sec) probabilidad de asignar estructura de hélice a cada residuc. (prE sec) probabilidad de asignar estructura de

lamina extendida a cada residuo. (prL sec) probabilidad de asignar estructura de bucle a cada residuo.

(SUB sec) prediccion para los residuos en

los que el grado de confianza esperado es superior al 82%. (D_3 acc) prediccion de accesibilidad del splvente segiin un modelo de 3 estados. (PHD
acc) prediccién de accesibilidad del solvente segin un modelo de 10 estados. {Rel acc) indice del grado de confianza de la prediccion para cada
residuo normalizado de 1 a 8. (SUB acc) prediccion para los residuos en los que el grado de confianza esperado es superior al 82%.



Tabla 31

N a-tubulina de cerebro porcino,

Elemento estructural  Nombrs Posicidn® Longltud® (A)
Bucle 1-2

Lamina | o 3.7(8) 16.5 (19.8)
Bucle 9-14

Hélico w« aH1 (15)18-22(25) 7.5 (16.5)
Bucle (26)28-46(47)

Lémina |3 «E2 (48)49-54(55) 19.8 (26.4)
Bucle 56-61(63)

Lamina [} B3 (64)65-68(69) 13.2 (19.8)
Bucle 70-108

Hélice « aH2 (109)111-125(126) 22.5 (27.0)
Bucle (127)128-130(133)

Lamina 3 aE4 (134)135-139(140) 16.5 (23.1)
Bucle (141)142-143(144)

Hélico « aH3 {(145)146-160 2252400 .
Bucle 161-163(164)

Lamina p oES (165)166-172 23.1 (26.4)
Bucle 173-178(179)

Léamina 3 «E6 (180)181-183 9.9 (13.2)
Bucle {184)185-186(187)

Lémina 3 «E7 (188-191) 13.2
Lamina ji «E8 (193)195(196) 13.2

Bucie (197)198-199

Lamina 3 oEg (200)201-202(204) 6.6 (16.5)
Hélice « eeH4 (206)207-215 13.5 (15,0
Bucle (216)218-224(225)

Hélice o M5 (226)227-233(234) 10.5 (13.5)
Lémina oE10 (235)239-243 16.5 (29.7)
Bucle (244)245-248

Hélice w o6 249-258 15.0

Bucle (258)260-263(266)

Léamina (i wE11 (267-270) (13.2)
Bucle (271-288)

Hélice «w oH7 289-295 10.5

Bucle 296-297(298)

Hélice « H8 299-300(303) 3.0 (7.5)
Bucle (304)306-308(313)

Lamina p aE12 (314)315-318(319) 13.2 (19.8)
Bucle (320)323-324

Hélice « oH9 (325)326-338 16,5 (18.0)
Bucle 337-340

Lamina f§ oaE13 (341)342-346 16.5 (19.8)
Bucle (347)348(353-357)367(370)

Laimina i wE14 (371)372-378 23.1 (26.4)
Bucle (379)-380

Hélico o aH10 (381)382-402(404) 31.5 (36.0)
Lamina jA aE15 (405-408) 13.2

Bucle (409)412-414

Héllce o aH11A 415-436 33.0
Hélico o aH11B (437-441) (7.5)
Bucle (442)444(446-448)451

" Enlre pardniasis sé indican 1as posiclones en 1as quie se extiendsn 10s slementos estructurales cuya

pradiccian tiene un grado de confianza inferior al 82%.
! Extension de la region de los elementos estructurales cuya prediceién tlene un grado de confianza

superlor al 82%. Entre paréntesis se indica la extension total.



Resultados

con prediccton de estructura de hélice o se pueden clasificar en grupos;

(a) Helices o con un valor del momento hidrofdbico significativamente elevado, por
encima del valor medio de toda la proteina, a lo largo de toda su extensién. Son hélices
potencialmente anfipiticas. En este grupo se incluyen: o2 y oHS.

(b) Helices o con un valor del momento hidrofébico elevado solamente en una parte
de su extension, Incluye: o1, oH3, oH4, oH6, o7, cH10 y oIl 1A,

(¢} Iélices o con un valor del momento hidrofébico bajo. Son hélices claramente no
anfipdticas, y se incluyen en este grupo: allI8 y oH9,

Como segunda aproximacién al estudio de la anfipaticidad de las hélices, y de forma
mis general su grado de exposicion al solvente, se ha empleado un método grx’\ﬁc‘b. Se ha
representado ta proyeccion de los aminodceidos sobre un plano perpendicular al eje de la
hélice, y se¢ ha estudindo o distribucién de 1a accesibilidad del solvente a los residuos (figura

04).

Hilice a1,
A pesar de no tener un valor de momento hidrofébico claro, presenta una distribucion
asimétrica de la accesibilidad de los aminodcicdos al solvente. Es una hélice potencialments

anfipatica, con predominio del cardcter octutdo de sus residuos.

Héliee o2,
La region 109-126 presenta una fuerte prediccién de hélice, que tiene entre 4 y 5
vueltas. Tiene un elevado valor del momento hidrofébico a lo largo de toda su extension.

Graficamente se aprecin un cardcter anfipdtico, con predominio de los residuos expuestos.

Hilice olld.

Estn hélice se localiza tras la regién rica en Gly caracteristica de las tubulinas, de la
cual contiene el final. Los 10 primeros aminodcidos, 145-154, estdn ocluidos potencialmente
y tienen un valor del momento hidrofdbico significativamente elevado. Los 6 Oltimos, 155~
160, estan predominantementoe expuestos y en ellos el momento hidrofébico decae. La hélice

esta orientada con la regién amino hacia el interior y con el final carboxilo hacia la

superficie,
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Nimero de Residug

Numero de Residuo

Figura 63. Momento hidrofébico (i1,,) de la secuencia de a-tubulina de cerebro porcino, calculado para un éngulo de rotacién entre 95° y

105° correspondiente a una estructura de helice o. Las cajas indican la posicién de los elementos de hélice a predichos para esta

secuencia. La linea de puntos indica el valor medio observado.
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Figura 64, Segmentos de a-tubulina para los que se predice estructura helicoidal (ver
tabla 31). Se representan los residuos proyeclados en el plano perpendicular af eje de
la hélice. Los residuos se indican con el cddigo de una letra; los puntos junto a ciertos

residuos indican que estan expuestos al solvente segln la prediccion de accesibilidad.



Figura 64 (continuacién). Segmentos de a-tubulina para los que se predice estructura
helicoldal (ver tabla 31). Se representan los residuos proyectados en el plano
perpendicular al eje de la hélice. Los residuos se indican con el codigo de una letra; los

puntos junto a clertos residuos indican que estan expuestos al solvente segln la

prediccion de accesibilidad.



Resultados

Hélice alld,

Los aminodcidos de esta hélice estin mayoritariamente ocluidos. La hélice se localiza

en el interior de la proteina.

Hdlice olls,
Esta hélice se localiza en una zons con elevado valor de momento hidrofébico. Sin
embargo al igual que o4, predomina el cardcter ocluido en la prediccion de accesibilidad,

En base a esta tltima esta hélice estd ocluida en el interior de la protefna.

Hilice oll6.
La accesibilidad de los residuos de esta hélice esta distribuida asimétricamente, pero
no tiene un marcado cardcter anfipatico. La Thr257 y Asn258, que esté ocluidos, se [ocalizan

en ln cara expuesta de la hélice.

Hélice o117,
Esta hélice de 2 vueltas tiene un marcado carfcter anfipatico. Se sitia en la superficie

exterior de la proteina,

Hélice allB.
Iis una pequeifa hélice con valores de momento hidrofébico bajos, en la que no se

aprecia un cardcter anfipdtico.

Hélice all9.
Predomina el cardcter expuesto al solvente de sus residuos, lo que la sitia en la
superficie de la proteing. Los valores de momento hidrofébico asignados son bajos, a pesar

de ello los pocos residuos ocluidos se localizan en la misma cara de la hélice, definiendo una

pequefia zona hidrofdbica de contacto.
Hélice alll0,

Esta regién, 381-404, tiene una marcada prediccién helicoidal y corresponde a una

hélice de 6 a 7 vueltas. No se detecta ningin punto interior en el que la prediccion de hélice
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Resultados

sea menor y en el que pudiera dividirse. Bl momento hidrofébico es significativamente
elevado en la primera mitad y tiene un maximo marcado en los ultimos 5 residuos. Asimismo

hay una cierta asimeltria en la distribucion espacial de las accesibilidad, pero no presenta un

marcado cardeter anfipitico.

Hélice o111,

La region 415-441, es el segmento mas largo con prediccién de hélice. Se distinguen
dos regiones: a1 1A y al11B. aH11A se extiende de 315 a 436, El momento hidrofébico
de esta primera zona, sin ser muy elevado, presenta dos méximos significativos. Es una zona
rica en residuos deidos, Asp y Glu, con elevada accesibilidad del solvente, pero se observan
residuos con baja accesibilidad que estén agrupados en el mismo lado de la hélice,
confirmando un cardcter anfipatico. aH11B se extiende de 437 a 442, en esta zona el

potencial de hélice o es menor, y en ella todos los residuos estin expuestos.

3.2, PREDICCION DE ESTRUCTURA DE p-TUBULINA.,

La prediceidn de estructura secundaria de B-tubulina indica la presencia de 12 hélices
y 18 regiones de limina {} exlenciicla. En conjunto la prediccion de estruciura secundaria de
fi-tubulina es similar a la de a-tubulina (figura 65). Los elementos de estructura secundaria,
su extension y dimensiones tedricas, se enumeran en la tabla 32,

En pB-tubulina se aprecia una hélice més que en ¢. La regidn en o-tubulina homologa
& la de la hélice P9, formada por 4 residuos, es una zona desordenada que une la hélice
cH8 con el segmento extendido olii2,

Respecto a a-tubuling, se predicen 3 nuevos segmentos con estructura extendida de
tamina f3: 14, PES y BE16. Son pequeiias regiones de 3 residuos de extension. En las zonas
homdlogas en o-tubulina se observan residuos aislados a los que se asigna estructura
extendida con baja probabilidad. En p-tubulina hay un aumento de la probabilidad de
encontrar lamina B en estas 3 regiones, que ya tenian este cardcter estructural en a-tubulina,

aunque poco definido.
De forma andloga a como se ha hecho con la cadena ., se ha estudiado con detalle
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Tabla 32. Elementos de estructura secundarla an f-tubulina de cerebro porcina.

Elamento estructural Nombre Posicidn® Longitud® (&)
Bucle 1

Lamina {i HE1 (2)3-8(9) 19.8(26.4)
Bucte (9)10-11(13)

Hélice w H1 (14)18-23(26) 9.0 (19.5)
Bucle (27)28-44(45)

Lamina pE2 (46)47-52(53) 19.8(26.4)
Buclo 54-58(61)

Lamina § pE3 (62)63-66(67) 13.2(19.8)
Bucie 68(74-77)81(82)

Lamina ) [fE4 (83-85) (9.9)
Bucle 86-88(89)

Léamina b PES (90-92) {9.9)
Bugia (93)94(98)(101){103)104(118)

Hélice « jH2 (108)110-123(124) 21.0 (24.0) -
Bucle (125)126-127(131)

Lamina 8 fE6 (132)133137(138) 16.5(23.1)
Bucla (139)140-141{142)

Hélice « HH3 (143)144-158 22.5 (24.0)
Bucle 156162

Laming {i PE7 (163)164-170 23.1(26.4)
Buclo (1711 72176(178)

Lamina p BES 178-180(182) 6.6(13.2)
Bucle 183-184(185)

Lamina AEQ (186)188(189) (13.2)
Bucle (180)

Lamina j BE10 (191)192-193(194) 8.6(13.2)
Bucle (195)196-197

Lamina {i PE11 198-201(202) 13.2(16.5)
Bucio {203-204)

Héflico o [H4 205213 13.5

Bucle (214)215-222(223)

Hélico « {{HS (224)225-231(234) 10.5 (16.5)
Lamina pE12 (235)237-240 13.2(19.8)
Bucle (242)243-245(246)

Hélice « [iH6 247-258 15.0

Blicle (257)258-262(264)

LLamtna PE13 (265-268) {13.2)
Bucle (269)271(272-274)276(286)

Hélice o {{H7 (287)288-293 9.0 (10.5)
Bucle (294)285(296)

Héllco « {iH8 297-298(301) 3.0 (7.5)
Bucle (302)304-306(308)

Hélice o [Hg (309-312) 6.0
Lamina 3 PE14 (313)314-316(317) 8.9(18.5)
Bucie (318)322

Hélice « pH10 (323)324-333(334) 15.0 (18.0)

“Fhire paroniesis s madican las posiciones en las qus se axtlenden l0s elamentos estructurales cuya

prediccién tiene un grado de
® Extonsion de fa reglén de los elemen

conflanza infarlor al 82%.

tos estructurales cuya predicci6n tiene un grado de confianza
superior al 82%. Entre paréntesls se indlca ia extension total,



Tabla 32 (continuacion). Elementos de estructura secundaria en p-tubulina de cerebro porcino.

Elemento estructural Nombre Posicién® Longitud® (A)
Bucle 335-338

Lamina i fE15 (3391340-344 16.5(19.8)
Bucle (345)346-349(350)

Lamina i BE16 (351-353) (5.9)

Bucle (354)357-359(363)

Lamina {i (E17 (364)365-368(369) 13.2(19.8)
Bucle 370

Héiice w pH11 (371)372-392(394) 31.5 (36.0)
Lamina }} E18 (395-400) (19.8)
Bucle (401)402-403(404)

Hélice « H12A 405(4Q7-408)427(429) (37.5)
Hélico o H128 (430-428) (13.5)
Bucle (439)443-445

*Enlre parénlesis se Indican Tas posiclones en las que se extienden los elementos eslruciurales cuya
prediccion tene un grado de conflanza infetior al 82%.

b Extensién de la regién de los elementos estructurales cuya prediccion tiene un grado de conflanza
superior al §2%. Enlre paréniesis se Indica la extension total.



Resultados

la exposicion al solvente y la anfipaticidad potencial de las hélices o potenciales, En el
estudio del momento hidrofébico, caiculade para una conformacion helicoidal, destaca la
poca conservacion entre los resultados obtenidos para o y B-tubulina (figura 66). Si parecen
estar mas conservados los valores de accesibilidad del solvente y su patrén de repeticion,
indicando este altimo el cardcter anfipatico de ciertas estructuras (figura 67). Seguidamente

se detallan las caracteristicas de las zonas de B-tubulina con estructura helicoidal,

Hélice 1L

Presenta unos valores de momento hidrofébico superiores a su equivalente de la
cadena o, «lil, pero como en esta decaen al final de esta zona. Coincide con oH1 en
presentar una distribucion asimétrica de la accesibilidad del solvente y por lo tanto presenta

cardcter anfipatco.

Hélive P12,

El valor del momento hidrofdbico calculado para esta hélice es elevado, pero a
diferencia de su equivalente abl2, este valor decae en su segunda mitad, Sin embargo
graficamente se aprecia una clara presencia de dos lados en la hélice, con opuesta

accesibilidad, lo cual indica un marcado cardcter anfipatico,

Hélice U3,

El valor del momento hidrofdbico para esta zona es bajo en la primera mitad y
elevado en In segunda. En la representacion grafica tampoco se aprecia una clara asimetria
en la disiribucién espacial de la accesibilidad del solvente. En cambio se detecta asimetria
en la distribucion secuencial de la accesibilidad, Los 10 primeros residuos tienen un caracter
oculto v en los 6 Oltimos predomina el cardcter expuesto. Segin esto la hélice BH3 esta

orientada con el extremo amino en el interior de la proteina y el carboxilo en la superficie,

Hélice (114,
Hay un predominio de valores bajos de accesibilidad del solvente asignado a los
residuos de esta hélice. Los valores de momento hidrofdbico son poco elevados en la primera

mitad y decaen bruscamente en la segunda, Potencialmente se localiza en el interior de la
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Figura 66. Momento hidrofébico (u,) de fa secuencia de B-tubulina de cerebro porcino, calculado para un angulo de rotacién entre 85° y

105° correspondiente a una estructura de hélice a. Las cajas indican la posicidon de los elementos de hélice o predichos para esta
secuencia. La linea de puntos indica el valor medio observado.



Figura 67. Segmentos de p-tubulina para los que se predice estructura helicoidal (ver
tabla 32). Se representan los residuos proyectados en el plano perpendicular al eje de
la hélice. Los residuos se indican con el cddigo de una letra; los puntos junto a cierlos

residuos indican que estan expuestos al solvente segln la prediccion de accesibilidad.



pH8

Figura 67 (continuacién). Segmentos de p-tubulina para los que se predice estructura
helicoldal (ver tabla 32). Se representan los residuos proyeclados en el plano
perpendicular al eje de la hélice. Los residuos se indican con el codigo de una letra; los

punlos junto a ciertos residuos indican que estan expuestos al solvente segln la

prediccién de accesibilidad.



Figura 67 {continuacién). Segmentos de p-tubulina para los que se predice estructura
helicoidal (ver tabla 32), Se representan los residuos proyectados en el plano
perpendicular al eje de la hélice. Los residuos se indican con el cédigo de una letra; los
puntos junto a ciertos residuos indican que estan expuestos al solvente segin la

prediccion de accesibilidad.



Resultados

proteina, protegida del solvente.

Hélice IS,
El momento hidrofébico de esta hélice es intermedio, a diferencia de su equivalente
alls. La prediccion de accesibilidad del solvente para los aminoécidos de la hélice PHS es

similar a los de BH4. Como aquella BHS parece estar oculta al solvente en el interior de la

proteina,

Hélice PIT6.
Tiene muy bajos valores de momento hidrofébico y no presenta una clara distribucién

asiméltrica de la accesibilidad del solvente asignada a los residuos de esta hélice.

Hélice {H7.

Aunque decae al final el valor de momento hidrofébico de esta pequefia hélice es
elevado. Grificamente se observa una regién con predominio de residuos expuestos y otra
ocluidos. Los valores de accesibilidad del solvente a los residuos ocluidos no son

marcadamente bajos. Presenta carfcter anfipético.

Hélices U8 y 319,
Son dos pequefias hélices que apenas completan una vuelta, BHS tiene 5 aminoécidos

y H9 tiene 4.

Hélice BHI0.
Aunque el momento hidrofébico para esta hélice no es elevado, se observan dos lados.

Una cara poco accesible al solvente y olra cara, mas extensa, rica en residuos cargados

expuesta al solvente,

Hélice PHI 1,
Esta regién tiene una marcada prediccién de estructura secundaria de hélice. El
momento hidrofébico es elevado en una primera parte. Luego al igual que en su equivalente

de la cadena o, al10, aparece un valle marcado y termina en un maximo. Graficamente se
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Resultados

observa una cierta asimetria en la distribucién de los valores de la prediccién de accesibilidad

del solvente, La cara oculta al solvente estd mds definida que la expuesta, En ésta 0ltima se

intercalan residuos ocultos.

Hélice H12.

La hélice BH12 abarca una extensa regién de 34 residuos cerca del extremo carboxilo.,
Se distinguen dos regiones y se subdivide en BH12A y BH12B.

BHIZA se extiende desde la posicion 405 a 429. Se caracteriza por una fuerte
prediccion de hélice. Hay un predominio del caracter expuesto de los residuos de esta region.
En su parte central el momento hidrofébico es elevado y los pocos residucs conhbaja
accesibilidad se localizan espacialmente en un lado de la hélice dandole un cardcter
anfipético.

BH12B sc extiendo entre la posiciones 430 a 438 en la que predominan los residuos
dcidos y polares. La probabilidad de adoptar estructura de hélice es menor que en SHI2A.
Todos los residuos ticnen altos valores de accesibilidad al solvente y el momento hidrofébico

toma valores discretos en esta zona.
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Resullados

4, PREDICCION DE ESTRUCTURA DE FisZ.

Para la prediccién de estructura secundaria y accesibilidad de FtsZ por los métodos
PHDsec y PHDace, basados en el analisis de miltiples secuencias, se emplearon las
secuencias de FtsZ de Escherichia coli (Yiy Lutkenhaus 19835), Bacillus subiilis (Beall, Lowe
et al. 1988) y Rhizobium meliloti (Margolin, Corbo et al. 1991), Gnicas secuencias de esta
proteina disponibles en la base de datos SWISSPROT (versién 31,0, febrero 1995), La
homologia entre FisZ y tubulina oscila entre el 5-15% (tabla 33), y no se detectd ninguna
otra proteina con un identidad de secuencia igual o superior al 30%, que es el nivel_minimo
de similitud de secuencia suficiente para existir homologia estructural en proteinas de mas
de 100 residuos (Sander y Schneider 1991). Por emplear un alineamiento multiple con sélo
3 secuencins, In calidad de la prediccién de la estructura secundaria y accesibilidad del
solvente de FtsZ es inferior al dplimo previsto por los métodos PHDsec y PHDacc (ver

materiales y métodos).

Tabla 33. Porcentajes de Identidad de secuencia de protelnas FisZ entre sfy con tubulinas.

FisZ Tubulina
E.cofl B, subllls R.melioti | o B v
E. coll 46% 2%  542%  7-15%  8-10%
Fls2 B. subtllis 3%  611%  B14%  7-10%
R. melilotf 5-10% 4-13% 8-10%

La prediccion de estructura secundaria (figura 61) indica el siguiente contenido de
cada una de las estructuras: 44.4% de hélice, 15.4% de ldmina B y 40.2% de bucles.
Proporcionalmente hay un mayor contenido de hélice que en las tubulinas, y una menor

presencia de ldmina B. En Ia tabla 34 se enumeran los elementos de estructura secundaria

previstos.
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Tabla 34. Elementos de esiructura sacundasia-en-FisZ-de-Escharichi coli

Elemento estructural ~ Nombre  Posicign® Longitud® (A)
Bucle 1-12

Lamina [} zE1 13-17 16.5
Bucle 18-22

Héllce zH1 (23)24-33(34) 15.0(18.0)
Bucle 35-36

Lamina ]\ 2E2 (37)38-41(42) 13.2(19.8)
Bugle 4345

Hélice « zH2 46-52(53) 10.5(12.0)
Bucle 54-55

L&mina [} zE3 (56)58-60(61) 9.9(19.8)
Hélice w zH3 (62)63-65(66) 4.5(7.5)
Bucle 67-74

Hélice « zH4 (75)78-92(93) 22.5(28.5)
Bucloe 94.96

Lémina p zE4 97-102 19.8 -7
Bucle 103-106

Hélico w zHS (107)108-121(122) 19.5(24.0)
Buicle 123-125

Ldmina |} zE5 126-132 23.1
Bucle 133-139

Héllco o ZHB (140)142-156(159) 22.5(30.0)
Lamina 2E8 {160)161-162 6.6(9.9)
Bucle 163-165

Hélico w ZH? (166)167-171(172) 7.5(10.5)
Buclo 173177 _

Hélice zH8 178-200(201) 34,5(36.0)
Bucle 202-211

Hélico « zZHY (212)213-223 16.5(18.0)
Bucle 224-232

Hélice ZH10 233-244 18.0
Bucle 245-24% =

Hélico «o zH1 (250)261-252(257) 3.0(12.0)
Bucle 258

Lémina |} 287 (259)260-264(265) 16.5(23.1)
Buclo 266-272

Hélica « zH12 (73)274-285 18.0(19.5)
Bucle 286-280

Lamina [} zEB 291-295 16.5
Buclo 206299

Hélico « zH13 (300-302) 4.5
Buclo 303-304

LAmina ZE9 (305)306-312(313) 23.1(29.7)
Buclo 314-353

Hélico w ZH14 (354-357) (6.0
Buclo 358-374

Hélice o zH15 375-379(380) 7.5(9.0)
Bucle 381-383

" Entre paréntesls se Indican las poslclones en las que se extienden los elementos estructurales cuya

prediccidn tiene un grado de confianza inferior al 82%. .
" Extensién de la reglén de los elementos estructurales cuya prediccion tiene un grado de confianza

suparor al 82%. Entre paréntesls se Indica la extensién total.



Rasultados

En la prediccion de accesibilidad del solvente destaca la baja accesibilidad general,
con presencin de grandes regiones con marcado cardcter ocluido. Tan sdlo en la region
carboxilo terminal se observa un predominio de residuos potencialmente expuestos. Los bajos
valores de accesibilidad al solvente pueden estar relacionados con una potencial interaccion
de FtsZ con Ia membrana plasmatica en base a su funcién y localizacién durante la division
bacteriana, si bien no se han descrito evidencias de esta interaceién, En la secuencia de FtsZ

no se observa ninguna regidn con estructura potencial de hélice transmembrana (resultados

no presentados),

Las hélicos ot de FtsZ se caracterizan por ol predominio del cardcter ocluido de sus
residuos, a excepcion de zH4. Bl estudio del momento hidrofébico caleulado para un Angulo
de ca. 100° indica la posibilidad de que al menos las hélices: zH1, zH6, zH8 y zH12,
presenten caracteristicas anfipdticas (figura 69). Complementariamente se analizé de modo
grafico la presencina de un patrén de repeticion de la accesibilidad caracteristico de estructuras
anfipaticas (figura 70). En todas las hélices, a excepcién de zI4, se observa en estas zonas
un homogéneo cardctor ocluldo. En zH4 hay unos pocos residuos expuestos potencialmente
al solvente, que se localizan en un mismo lado de la hélice, definen un pequeiio lado

hidrofitico y dan un cardcter anfipdtico a la hélice.

5. COMPARACION DE ESTRUCTURA SECUNDARIA DE TUBULINA Y FisZ.

Se alinoaron simultdneamente las secuencias de FisZ de E. coli, B. subfilis, R.
meliloti, con las de ooy fB-tubulina de cerebro porcino y la y-tubulina humana. Se utilizé el
programu PILEUP empleando como valores de penalizacién de creacidn y extension de
huecos de 3.0 y 0.1 respectivamente. A partir del alineamiento de secuencias se compararon
las predicciones de estructura secundaria y accesibilidad del solvente (figura 71),

La mayor rogién con homologia de estructura secundaria comprende los segmentos
98-178 de P-tubulina y 66-140 de FtsZ. Los potenciales elementos de estructura secundaria
de esta regidn son: un bucle, una hélice o potencialmente anfipatica, un bucle, un segmento

de lamina f ocluido, un bucle, una hélice o, un bucle, un segmento de lamina B y un bucle,
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Figura 69. Momento hidrofébico (u,) de la secuencia de FtsZ de Escherichia coli, calculado para un angulo de rotacién entre 95° y 105°

correspondiente a una estructura de hélice «. Las cajas indican la posicién de los elementos de hélice o predichos para esta secuencia.
La linea de puntos indica el valor medio observado.



Figura 70. Segmentos de FtsZ para los que se predice estructura helicoidal (ver tabla
33). Se represenlan los residuos proyeclados en el plano perpendicular al eje de la
hélice. Los residuos se Indican con el codigo de una letra; los puntos junto a ciertos

residuos indican que estan expuestos al solvente segun la prediccién de accesibilidad.



Figura 70 (continuaclén). Segmentos de FisZ para los que se predice estructura
helicoidal (ver tabla 33). Se representan los residuos proyectados en el plano
perpendicular al eje de la hélice. Los residuos se indican con el cédigo de una letra; los

punios junto a clerlos residuos indican que estan expuestos al solvente segin la

prediccion de accesibilidad.
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Figura 70 (continuacién). Segmentos de FisZ para los que se predice estructura
helicoidal (ver tabla 33). Se representan los residuos proyectados en el plano
perpendicular al eje de la hélice, Los residuos se indican con el cédigo de una letra; los

puntos junto a cierlos residuos indican que estan expuestos al solvente segln la

prediccién de accesibilidad.



Resultados

L esta region con homologia de estructura secundaria se localizan dos regiones con
homaelogia de secuencin con motivos de wién de nucleotido,

Al principio de estas regiones se localizan lag secuencias supuestamente equivalentes,
aungue invertidas, con el bucle de unién de fosfato en GTPasas. Aunque los motivos de
ambas proteinas no se encuentran secuencinlmento alineados, el entorno estructural es similar
en ambos casos. Se localizan en bucles potencialmente ocluidos, anteriores a sendas hélices
con carieter anfipatico (fH2 y 2114).

La region rica en Gly caracteristica de tubulinas B(140-146) y de FtsZ (105-112), se
localiza en un bucle octuido y se prolonga en una hélice (BH3 y zHS).

Tras este potencial bloque estructural no se observa ningin otro segmento
significativo de alineamiento de estructura secundaria. Las terceras regiones con homologia
con motivos de umon de nucleotido presente en tubulinas, p-PTYGD™, y FtsZ,
VDEAD™, (vor introduccion) no se aparean en el alineamiento multiple de secuencias
realizado. Ll andhisis de la prediccion de estructura secundaria de ambas proteinas en el
entorne de estos motivos reveln cierta homologia estructural, En los dos casos estas regiones
se localizan en la parte fina! de un bucle que une dos hélices potencialmente ocluidas: entre
BILEy HS en B-tubuling y entre 2118 y 219 en FtsZ. Sin embargo hay discrepancias en la
prediceion de accesibilidad de estos bucles en B-tubulina y en FtsZ, expuesto y ocluldo
respectivamente,

Entre ¢l primer bloque estructural y éste segundo motivo (hélice-bucle-hélice) se
extienden regiones sin homologla de estructura secundaria, En B-tubulina hay una region de
ca. 23 residuos con bajo potencial de estructura secundaria en el que se predice la presencia
de pequeiios segmentos de lamina f. En FtsZ estd regién de enlace es més extensa, ca, 40
residuos, y se predice la presencia de hélices.

A partir del residuo 235 de B-tubulina y del 224 de FtsZ no se detecta ninguna zona

con homologin de secuencia o estructura secundaria significativa.
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1. LA PROTEOLISIS LIMITADA FACILITA INFORMACION ESTRUCTURAL.

1.1, ENLACES PEPTIDICOS HIDROLIZADOS.

La proteolisis limitada es una técnica clésica en el abordaje de la relacién estructura-
funcién de protelnas (por ejemplo (Wilson 1991; Plyte y Kneale 1994)). Se ha empleado
extensamente para obicner informacién sobre la estructura terciaria, organizacién de
complejos supramoleculares, cambios conformacionales, estados intermedios de plegamiento,
etc. Los enzimas proteoliticos no digieren enlaces que no sean accesibles, Sin embargo atn
en proteinas de pequefio tamaflo esto implica que ta digestién podria ocurric en numerosos
puntos de Ia secuencia. Pero la experiencia muestra que Ia digestién s6lo se produce en unos
pocos de los enlaces accesibles. Dos factores condicionan la localizacién de los sitios de
ataque proteolitico.

Lis obvio que la especificidad de a protensa es un prerequisito que reduce el niimero
de enlaces accesibles susceptibles de ser digeridos. Sin embargo la especificidad no es el
principal determinnnte del ataque proteolitico. Por ejemplo la tripsina digiere en enlaces con
resicduos de Arg o Lys. Estos aminoécidos polares tienen propension a localizarse expuestos
al solvente, por lo tanto sepin la accesibilidad se esperaria la presencia de numerosos puntos
de digestion controlada con tripsina, sin embargo tipicamente se detecta un nlimero muy
limitacdo (e.g. este trabajo).

El segundo y principal factor que determina la sensibilidad de los puntos de corte
engloba fas caracteristicas estructurales del entorno. La digestién limitada se produce en
regiones accesibles con slevada movilidad. Existe una correlacién entre posiciones de ataque
proteolitico y flexibilidad, entendida esta Oltima por ejemplo como la falta de estructura
definida (e.g. (Fontana, Fassina et al. 1986)). En el reconocimento de substratos por serin
proteasas son necesarios grandes cambios conformacionales en los primeros a tres niveles:
orientacion de las cadenas laterales, modificaciones en los angulos ¢ y W y movimientos
relativos de elementos estructurales. Este reconocimiento, proteasa-substrato, se ha explicado
como un modelo de "ajuste inducido”. La alteracién radical de la conformacién del substrato

asi como los grandes movimientos relativos del mismo, necesarios frecuentemente para la
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digestién, hacen que la proteolisis controlada se limite a regiones accesibles, flexibles y
preferentemente proyectadas hacia el solvente (Hubbard, Campbell et al. 1991). Dentro de
estos tipos de estructuras se incluyen las regiones "bisagra", bucles proyectados sobre la
superficie o, de forma general, segmentos expuestos carentes de estructura secundaria
definida.

Las regiones "puente” entre dominios estructurales son un ejemplo tipico de regiones
senstbles a la digestion. Esto ha llevado erréneamente a considerar los fragmentos producidos
en la proteolisis limitada como dominios estructurales incluso en casos en los que los
fragmentos no se separan, Es més correcto referirse a las regiones secuenciales. de una
proteina en tas que no so localizan puntos de proteolisis limitada como "fragmentos
proteoliticos”. Por ejemplo la proteolisis limitada de G-actina con tripsina se produce en las
posiciones 62-63 y 68-69, y con quimotripsina entre 67-68 (Jacobson y Rosenbusch 1976).
Lista region sensible a la digestién se encuentra en el subdominio 2 de la estructura de la
actina y no es una zona de enlace entre dominios o subdominios estructurales (Kabsch,
Mannherz et al. 1990). Es un ejemplo en el que no hay correspondencia entre "fragmentos

proteoliticos" y "dominios estructurales".

1.2, INTERPRETACION DE LOS PUNTOS POTENCIALES DE PROTEOLISIS
LIMITADA QUE NO SON DIGERIROS,

Como se ha indicado anteriormente de los enlaces que satisfacen la especificidad de
Ias proteasas, In proteolisis sélo se produce en aquellos que tienen una determinada
flexibilidad y accesibilidad. Resta la interpretacién de los puntos potenciales de corte en los
que no se produce digestidn enzimatica.

o Es correcto deducir que los puntos potenciales de corte no digeridos se localizan en
regiones inaccesibles de la proteina?, La utilizacidén de varias proteasas, que comparten
parcial o totalmente la selectividad de substrato, permite distinguir tres casos. La situacion
més general incluye los puntos potenciales de corte que no son digeridos por ninguna
proteasn con esa especificidad. o y B-tubulina contienen respectivamente 24 y 21 residuos

de Asp, fuera del extremo carboxilo. Fuera de esta zona sélo se han observado un posible
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punto de proteolisis en un residuo de Asp producido por la proteasa V8 y ninguno por
endoproteinasa Asp-N.

Un segundo grupo lo consiituyen puntos potenciales de corte no digeridos pero que
se localizan en regiones sensibles a proteolisis limitada, préximos a otros puntos de corte.
Endoproteinasa Lys-C digiere el enlace K280-A281 de a-tubulina, sin embargo el punto
adyacente Y282-1283 no es digerido por quimotripsina, a pesar de ser un punto de corte
potencial de esta proleasa. Ademés quimotripsina s digiere la B-tubulina entre Y281-R282,
equivalente a Y282-H283 de la cadena o, no sensible.

El tercer grupo lo constituyen los puntos de corte que son digeridos por-una
determinada proteasa pero no por otra que comparte igual especificidad. Por gjemplo la
endoproteinasa Lys-C digiere la o-tubulina en los puntos K40-T41 y K280-A281. Sin
embargo estos dos puntos, potencialimente sensibles a tripsina, no son digeridos por esta
proteasa.

En conclusion, si se puede afirmar que los residuos de la proteina no accesibles estfn
protegidos de la digestién. Pero no es correcto suponer que todos los posibles puntos de corte

que no son sensibles a las proteasas se localicen en regiones inaccesibles de la protelna.

2. REGIONES DEFINIDAS SENSIBLES A PROTEOLISIS LIMITADA EN o Y -
TUBULINA,

Los puntos de proteclisis limitada de la tubulina no se distribuyen homogéneamente
a lo largo de ambas secuencias, Al contrario, la digestiéon se concentra en zonas definidas y
delimitadas, como se muestra en las figuras 72 y 73, La utilizacién de una amplia gama de
proteasas, con diforentes especificidades, refuerza el significado estructural de estas regiones.
L.a acumulacién de los puntos de corte en regiones definidas no se debe a la concentracién
de un cierto tipo de puntos sensibles, sino a las caracteristicas estructurales de las zonas en
que se producen. La proteolisis limitada se produce preferentemente en zonas de la proteina
flexibles y accesibles, Con anterioridad se han descrito tres zonas sensibles a proteasas en
o y B-tubulina (de la Vifia, Andreu et al. 1988). En el presente trabajo se han definido con

mayor precisién estas y ofras zonas gracias a un andlisis exhaustivo de los productos de la
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Figura 72. Mapa de proteolisis limitada de a-tubulina por 12 proteasas. Cualitativamente se
distinguen dos tipos de puntos de corte: en trazo grueso se indican los cortes mayoritarios
y en lrazo fino los minoritarios. Los nimeros junto a las flechas indican la posicion del primer
residuo tras el corle, se Indican enire corcheles las posiciones asignadas putativamente,
Junto a cada flecha se indica entre paréntesis si el punto de corte es sensible en la tubulina
polimerizada en microtdbulos inducidos por taxol (s), si se protege en el polimero (p) o si
sélo se observa en la digestion de la forma polimerizada (M). Los paréntesis a los lados de
las flechas represenlan la zona de incertidumbre en la ublcacion de los puntos de corte. Se
han localizado a partir del peso molecular aparente corregido y la reactividad con los
anticuerpos monoespecificos indicados como rectangulos negros en la parte inferior. Los

rectangulos en la parle superior (A, B, C Y D) marcan la extensién aproximada de las

regiones sensibles en proteolisis limitada.
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Figura 73. Mapa de proteolisis limkada de f-tubulina por 12 proteasas. Cualitativamente se

distinguen dos tipos de puntos de corte: en trazo grueso se indican los cortes mayoritarios

y en trazo fino los minoritarios, Los niimeros junto a las flechas indican la posicién del primer

residuo tras el corte, se indican entre corchetes las posiciones asignadas putativamente,

Junlo a cada flecha se Indica entre paréntesis si el punto de corle es sensible en |a tubulina
polimerizada en microtibulos inducidos por taxol (s), si se protege en el polimero (p) o si
sélo se observa en |a digestién de la forma polimerizada (M). Se han localizado a partir del

peso molecular aparente corregido y la reactividad con los anticuerpos monoespecificos

indicados como recléngulos negros en la parte inferior, Los rectangulos en la parte superior

(A, B, C y D) marcan la extensién aproximada de las regiones sensibles en proteolisis

limitada.
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digestion. Se ha determinado la localizacién exacta de 18 puntos de corte mediante
secuenciacion N-terminal de 25 fragmentos. Los fragmentos de tubulina asi identificados se
han empleado posteriormente como un conjunto nuevo y completo de estandares internos de
peso molecular en la determinacion realista de los pesos moleculares aparentes de los 94
fragmentos no secuenciados y que no son complementarios de otros identificados. Esta
determinacién precisa del tamafio aparente de los productos de la digestion, combinada con
¢l andlisis de In reactividad frente a un extenso panel de anticuerpos con especificidad de
secuencia, ha contribuido a la mejor definicién de las regiones de ataque proteolitico
preferencial. Se ha observado la presencia de una cuarta regién sensible a la proteolisis
limitada, no descrita con anterioridad, presente en ambas cadenas. Las regiones se denominan

A, B, Cy D, en orden de localizacién a lo largo de las secuencias.

La region A es la que contiene el menor nimero de puntos de corte. A diferencia de
las otras regiones, su localizacién puede ser distinta en o y B-tubulina (figura 74). En la
cadena o esta regidn se extiende desde la posicion 40 hasta aproximadamente la 61. El grupo
g-amino de la Lysd40 de ln cadena o es un punto de acetilacién post-traduccional. Este
residuo se localiza en la superficie de la proteina, es accesible a la tubulina acetil transferasa
asi como a anticuerpos especificos de esta modificacion (Greer, Maruta et al. 1985; LeDizet
y Piperno 1991). La prediccidn de estructura secundaria indica un alte potencial de bucle y
una elevada accesibilidad del solvente para la regién 26-47 de o~tubulina. El tercer punto de
corte en esta region se localiza presumiblemente entre las posiciones 60-61, en una regién
con prediccién de bucle expuesto. La regidn 65-97 de la secuencia de o-tubulina en el estado
no ensamblado es reconocida por el anticuerpo monoclonal TU-01 (Grim, Breitling et al.
1987; Driber, Driberovd et al. 1989). Los dos bucles potenciales en los que se produce la
digestion se encuentran a ambos lados del segmento con prediccidn de lamina B, oE2.

En la cadena [} esta region esta definida por tan sélo dos puntos de corte entre las
posiciones 58-59 y 93-94, La ausencia de puntos de proteolisis en P-tubulina-en las
posiciones equivalentes a la regién A de la cadena o puede deberse simplemente a las
diferencias de secuencia entre ambas cadenas. Por gjemplo en la region 27-45, con prediccién
de bucle expuesto no existe ningln punto potencialmente sensible a endoproteinasa Lys-C.

Sin embargo la localizacidn superficial de esta region estd apoyada experimentalmente por
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Figura 74. Region A de a- y fi-tubulina sensible a proteolisis limitada. (aa o/B) regiones 36-
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la accesibilidad de la region $(28-38) a anticuerpos especificos en la proteina nativa
heterodimérica (Chéne, Mazarguil et al. 1992). Tras el extremo carboxilo, esta es la regién
de la secuencia de tubulina con mayor variabilidad, que contiene secuencias caracteristicas

de isotipos (Sullivan y Cleveland 1986),

La region B se localiza sobre y en las posiciones inmediatamente posteriores a los
epitopos a(155-168) y 3(153-165), que estén expuestos en [a proteina nativa (Arévalo, Nisto
et al. 1990). Se extiende aproximadamente en las mismas posiciones de ot y B-tubulina, entre
los residuos 160 y 190 (figura 75), La mayor parte de los puntos de corte se locatizan en
regiones con prediccion de estructura de bucle y en menor medida sobre los segmentos de
l[amina 3, aliS y BE7, equivalentes en ambas cadenas. La accesibilidad de las regiones B
apoya la hipotesis de que los segmentos con prediceidn de hélice, aH3 y BH3, que contienen
el final de la regidn rica en Gly, estén orientados con el extremo amino hacia el interior de
la proteina, posiblemente participando en el sitio de unidén de nucleotido, y el carboxilo hacia
In superficie (figura 83). En el factor de elongacién Tu, la secuencia correspondiente al
motivo GxxxxGK(S/T) que interacciona con los fosfatos del nucleotido unido, enlaza un
segmento de ldmina f§ con una hélice que se dirige del bolsillo de unién del nucleotido hacia
la superficie, dando paso a una regién accesible al solvente (la Cour, Nyborg et al. 1985;
Kjeldganrd, Nissen et al. 1993). Un anticuerpo monoespecifico frente a la secuencia de
tubulina P(154-165), préxima a la regidn B, inhibe el intercambio de nucleotido y el

ensamblaje (Hesse, Thierauf et al. 1987).

La regidn C contiene el mayor niimero de puntos de corte y se extiende a lo largo del
segmento de mayor tamaiio. Su localizacion es aproximadamente igual en o y B-tubulina.
Aproximadamente comprende las regiones 260-340 y 275-360 de oy 3 respectivamente, Los
puntos de corte de esta region identificados con exactitud se concentran en dos subregiones
definidas, C, y C, (figura 76).

En la cadena o se localizan 3 puntos de corte definidos en la regién 280-295, que
definen la subregion C,. Tripsina y clostripaina digieren entre las posiciones 339-340 de o-
tubulina, en torno a este punto de corte se localiza la subregién C;. La prediccion de

estructura secundaria para la subregién C, de ot-tubulina comprende parte del bucle que
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p(153-165). Las flechas Indican los puntos de digestion controlada. Las lineas discontinuas
son las zonas de probable localizacién de los puntos de corle a que acompafian. (s) puntos
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digestién protegidos en la forma pofimerizada. (M) puntos de digestién observados sélamente en la forma ensamblada.
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enlaza el segmento de lamina B oE11 con la hélice anfipatica aH7. El bucle presenta dos
regiones con prediceion de accesibilidad del solvente marcada y diferente, hasta la posicién
277 predomina el caracter ocluido, a partir deo esta posicidn la accesibilidad asignada es
elevada. El punto de corte se localiza en la fraccién potencialmente accesible del bucle. Los
dos puntos de corte, 290-291 y 294-295, localizados en la hélice o7, estan espacialmente
orientados hacia el mismo lado de la hélice, En la figura 77 se ilustra la posible estructura
seeundaria de la subregion C,. La subregién Cy se localiza aproximadamente entre las
posiciones 337-340, para las que se predice una estructura de bucle con altos valores de
accesibilidad del solvente, en concordancia con los resultados experimentales. Este bucle une
fa hélice all9, con cardceter anfipatico y predominio de la superficie expuesta al solvente, con
el segmento de lamina B, oE13.

En la cadena [} Ia subregién C, se extiende aproximadamente entre las posiciones 275
y 283, Para esta subregidén se predice una estructura secundaria flexible y elevada
accesibilidad del solvente., Al igual que ocurre en o-tubuling, tras este bucle aparece una
potencial hélice o, BH7, con cardcter anfipdtico. A diferencia de 1a cadena o, no se han
localizado puntos de proteolisis limitada en este hipotético elemento estructural. Por similitud
de secuencia y potencial de estructura secundaria y accesibilidad, se supone que esta
subregion adopta una estructura espacial similar en ambas proteinas (figura 77). La subregién
Cp de B-tubulina se localiza en las inmediaciones del punto de corte 354-355 producido por
elastasn, Esta region presenta bajo potencial de estructura secundaria. La sensibilidad a las
proteasas sugiere que ¢l pequefio segmento de lamina P, BELG, en cuyas proximidades se
produce ln digestién con elastasa, puede ser en realidad una regién con escasa rigidez
estructural.

El resto de los puntos de corfe de la region C de o y B-tubulina se han ubicado
aproximadaments, a partir del peso molecular aparente corregido de los fragmentos que

producen, ehtre ambas subregiones, Es posible que estos puntos se localicen concentrados en

torno a las dos subregiones,

La regién carboxilo terminal es sensible al ataque de diversas proteasas y constituye
la regién D (figura 78). Se extiende aproximadamente por los 20 Gltimos residuos de o

tubulina y los 50 Gltimos residuos de B-tubulina, El nimero de puntos de proteolisis limitada
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Figura 78. Regién D de o~ y fi-tubulina sensible a proteolisis limitada. (aa «/p) reglones 390-451 y
380-445 de «- y P-tubulina de cerebro porcino respectivamente. {(sec «/f) elementos de estructura
secundana aslgnados seg(n el métedo PHDsec. (hum o/f) numeracién de los residuos, Se han
subrrayado las sacuenclas correspondientes a los epitopos ou(415-443) y p(412-431). Cada abreviatura
de una proteasa corresponde a un punto de corts, las flachas indican su localizacién mas probable.
Las lineas dlscontinuas son las zonas de probable localizaclén de los puntos de corte a que
acompafan. (s) punlos de digestién sensibles en la proteina ensamblada en microtibulos Inducidos
por taxol, (p) puntos de digestion protegidos en la forma polimerizada. (M) puntos de digestién

observados sélamente en la forma ensamblada.
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es mayor en la region D de la cadena B, 10 puntos, que en la cadena o, 4 puntos, De lo
anterior se deduce una diferencia de sensibilidad entre los extremos carboxilo de ambas
proteinns, tanto en extonsion de la region como en su susceptibilidad al ataque proteolitico,
Con anterioridad se ha descrito que la subtilisina digiere la subunidad B en el extremo
carboxilo con una velocidad 3 a 4 veces superior que la subunidad o (Bhattacharyya, Sackeit
et al. 1985; Sackett y Wollf 1986; Paschal, Obar et al. 1989; Melki, Kerjan et al. 1991;
Redeker, Melki et al. 1992).

Lstd comimmente aceptado que los extremos carboxilo de o y B-tubulina son regiones
altamente flexibles y expuestas al solvente. Son regiones implicadas en las interacciones con
MATDs y molores microtubulares, y son accesibles a enzimas implicadas en la modificacién
post-traduccional de tubulings, que se producen mayoritariamente en esta regién, Epitopos
localizados cerca de los extremos carboxilo son reconocidos por anticuerpos especificos en
la tubulina heterodimérica y en formas polimerizadas de la misma (Breitling y Little 1986;
de la Viiia, Andreu ct al. 1988; Arévalo, Nieto et al. 1990; de Inés 1995). Se ha propuesto
que la accestbitidad de los extremos carboxilo se debe a ser regiones que estructuralmente
se prayectan sobre la superficie de la proteina hacia el solvente (Sackett y Wolff 1986), si
bien la extension de esta alirmacién debe ser matizada.

La prediccion de estructura secundlaria indica la presencia de sendas hélices, olil]
y 12, en el extremo carboxilo de las dos cadenas. Tras las hélices se extienden dos
pequedins regiones terminales con bajo potencial de estructura secundaria, de 10 y 7 residuos
en la o y la f-tubulina respectivamente. El estudio por dicroismo circular de la estructura
secundaria de péptidos de expresion y de sintesis correspondientes a las regiones carboxilo
terminal indica una baja contribucidn de estructura c-hélice en tampén acuoso neutro, pero
confirma un elevado potencial de estructura o-hélice (Reed, Hull et al. 1992, E.vangelio
1995).

Los puntos de ataque proieolitico en la cadena o se localizan en la porcion final de
la hélice olli 1, on ta cual el potencial helicoidal decae. La ausencia de cortes en posiciones
de Ia secuencin mds internas confirma la rigidez estructural de la regién con prediccién de
estructura helicoidal, & pesar de predominar el carécter expuesto al solvente de sus residuos.

En f-tubulina la digestién se produce mayoritariamente en el final de ia hélice

potencial PH12, con elevada prediccién de accesibilidad del solvente. Dos puntos de corte,
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producidos por subtilisina y la proteasa V8 respectivamente, se localizan en el interior de la
hélice BHI2. La presencia de cortes en el interior del segmento BH12 puede indicar que no
se trata de una Gnica hélice de gran tamailo, con una longitud total entre 3.5 y 5.0 nm, sino
de al menos dos hélices unidas por un pequefio bucle sensible a la proteolisis, Otros dos
puntos producidos por las mismas proteasas se localizan en torno a la posicién 400, en el
bucle que precede a la hélice o sobre ol segmento de 1dmina extendida BE1S5.

El estudio de la accesibilidad del solvente indica un predominio del carécter expuesto
en las regiones de las hélices oH11 y PHI12. Asl mismo se aprecia un cardcter anfipatico en
aproximadamente los dos primeros tercios de ambas hélices, con un lado minoritario de la
hélice con residuos ocluidos. IIn consecuencia las hélices podrian interaccionar con el resto
de la proteina a través de la pequefia cara ocluida, y no estarian totalmente proyectadas fuera
de la misma hacia el solvente. Esta interaccidn explicaria la estabilizacién de la estructura
de a-hélice, a penns observada en los fragmentos en solucidn (Reed, Hull et al, 1992;
Evangelio 1995). Al menos hasta las posiciones a435 y 430, las regiones carboxilo estan
significativamente estructuradas. Las posibles regiones con alta movilidad y proyectadas hacia

el solvente se {imitarian a aproximadamente los Gltimos 15 residuos de ambas cadenas.

3. PROTEOLISIS LIMITADA DE MICROTUBULOS INDUCIDOS POR TAXOL.
3.1, CONSECUENCIAS ESTRUCTURALES DEL ENSAMBLAJE,

In el ensamblaje de tubulina en microtibulos inducidos por taxol hay 3 causas
potenciales de modificacion de la accesibilidad en las moléculas de tubulina: la oclusién de
superficies debida a contactos intermoleculares, cambios en la estructura consecuentes al

ensamblaje y el efecto directo de la unién del ligando,

Una diferencia substancial enire la tubulina heterodimérica y ensamblada en
microtibulos es la extension de la superficie de la proteina accesible al solvente y a sondas
como anlicuerpos y proteasas. El ensamblaje de los microtibulos conlleva la oclusion de 3

tipos de areas, relacionada cada una con una hipotética etapa de ensamblaje: formacidn de
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protefilamentos, agregacion lateral de los mismos y cierre de la estructura cilindrica.

En las interacciones a lo largo de un mismo protofilamento se ocluyen la regiones
implicadas en los contactos longitudinales entre heterodimeros. Por analogia se puede
establecer que la regién de ct-tubuling implicada en estas interacciones longitudinales es
equivalente a la regidn de fi-fubulina implicada en los contactos entre mondmeros de tubulina
en el heterodimero afl y viceversa (Arévalo, Nieto et al. 1990).

In las interacciones entre protofilamentos se ocluyen dos caras de la molécula de
tubulina. En el modelo de estructura de microtibulos inducidos por taxol en solucién, el
contacto entre moldeulas de protofilamentos adyacentes no es uniforme. Existen dos
cavidades en In densidad elecirdnica entre protofilamentos, una desde la luz del microtabulo
y otra mis profunda desde ol exterior, que originan el contraste entre protofilamentos
(Andreu, Bordas et al, 1992). Sin embargo a efectos de accesibilidad de las proteasas, debido
al impedimento estérico las superficies de interaccién lateral se pueden considerar como
acluldas (figurn 79).

La tercera superficie de la molécula de tubulina cuya accesibilidad se ve afectada por
el ensamblajo cs la orientada hacia la luz del microtibulo. La accesibilidad de una
determinada sondn a esta superficic estd condicionada por su capacidad de difundir por el
lumen, y ésta es funcion de las dimensiones de la sonda. En el-estudio de accesibilidad de
anticuerpos monaespecificos a la tubuling ensamblada en microtibulos se supuso que el
tumen no es accesible. La difusion de las moléeulas de inmunoglobulina-G, cada uno de
cuyos [ragmentos Fab tiene aproximadamente igual masa que los monémeros de tubulina,
en ol lumen estarla itpedida estéricamente (Arévalo, Nieto et al. 1990},

Con el fin de determinar la accesibilidad de las proteasas empleadas al interior de los
microtibulos se puede estimar la dimensién aproximada de las proteasas, suponiendo
simplemente simetria esférica, Bl radio de la esfera equivalente hidratada (R;;) tiene en cuenta

las moléculas de agua unidas a ln proteina. Suponiendo simetria esférica el valor de Ry, en

cm, es funcién de la masa molecular (M) (Tanford 1963 ):
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{ 3M s — VY

Donde N, es el nimero de Avogadro, 6.02x10%, 0, es el volumen especifico parcial
de la proteina, se puede asignar un valor promedio de 0.73 em g' & es el grado de
hidratacion, se puede tomar como valor comiin para la mayorfa de proteinas 0.35 g H,0 por
g proteinn. Oy os el inverso de la densidad del agua. Se ha calculado el radio de hidratacién

de las dos proteasas de mayor y menor masa molecular (tabla 35).

Tabla 35. Radios do slokes y do hidralacién calculados para papaina y termolisina.

Proteasa Peso Molecular (kD) Radlo de hidratacién (nm)
Papalna 23.0 2.14
Termolisina KYR 2.52

Siendo el radio interior (R} de los microtiibulos inducidos por taxol ca. 7 nm, debido
al impedimento estérico las proteasas podrin ocupar un cilindro cuyo radio (Ry) es la
diferencia entre el radio del lumen y el radio de Ia proteasa (Ry):

Rar = Ry - Ry

Segin los Ry caleulados (tabla 35), el Ry varia entre 4.5 y 4.9 nm. Como se observa
estas dimensiones son del mismo orden del propio tamafio de las particulas que se supone
han de difundir por é1. De forma cualitativa podemos suponer que la difusién de las proteasas
en Ia luz del microtibulo estd impedida. En resumen hemos supuesto que la superficie de la
tubulina orientada hacia el interior de los microtiibulos no se ve sometida a la accidn de las

proteasas, o i & cnso Jo esth en mucha menor medida que la superficie externa,
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Figura 79. Representacion esquematica de las reglones de tubulina accesibles y ocluidas en
ol modelo propuesto por Andreu y col, {(1992) de los microtibulos Inducidos por taxol en
solucién, a partir de datos de dispersidn de rayos-X. (a) Contorno de la estructura de la mitad
de un microltbulo en seccidén transversal en la que se distihnguen 6 mondmeros. A la
resolucion del modslo no se aprecian diferencias estructurales entre los monémeros de o-
y f-tubulina. En la representacién se ha supuesio que todos los mondmeros se sitdan en el
mismo plano como simplificacion grafica, y su utllizacion se limita a llustrar las posibles areas
de localizacién de los residuos segun la accesibilidad de las sondas a los mismos. El
tamario de la circunferencia que se muestra junto a la cavidad externa entre protofilamentos
corresponde al tamario (hidratado) equivalente de una proteina con el pese molecular de la
papaina (la menor de las proteasas ulilizadas); da una idea de la superficle del microttibulo
explorada por las proteasas. Se distinguen 3 tipos de éreas: las zonas | indican una posible
localizacién de las regiones que participan de los contactos laterales entre protofilamentos
y se encueniran proximas a la superficie del microtibulo, definida esta dltima por la
accesibilidad de las sondas. Las zonas {| comprenden la superficie accesible proximas a las
anteriores de contaclos laterales. La zona ill es la superficie exlerna central. (b} Contorne
de 3 protofilamentos adyacentes de la pared de un microtubulo, visualizados desde el
exterior y desarrollados sobre el plano, se muestran 12 mondmeros de tubulina « o p. En
esla reprasentacién no se presupone un lipo de hélice A o B. Las areas |, Il y il
corresponden a las Indicadas en la parte superior de [a figura. La barra representa 4 nm.
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Un segundo efecto posible debido al ensamblaje es la modificacién estructural de la
proteina. La elasticidad de las cadenas polipeptidicas apunta a su modificaciéon como
consecuencia de interacciones intramoleculares, El sistema de actina es un ejemplo de cambio
conformacional ligado a la polimerizacién, Holmes y col. han propuesto un modelo de F-
nctina obtenido a partir del refinamiento del modelo de G-actina unida a DNAsa I, resuefto
por el mismo grupo. Entre otras 1110diﬁcac{0nes, en F-actina se observa una reorganizacién
de la zona de unién a DNAsa I en el subdominio 2 y del bucle 262-274 respecto al modelo
de G-actinn. Se ha propuesto que ambas zonas participan en contactos intramoleculares
(Kabsch, Mannherz et al. 1990; Lorenz, Popp et al. 1993). La alteracién conformacional
puede producir tanto proteccion de puntos de corte por oclusién, estabilizacién o aumento
de la rigidez, como exposicién de nuevos puntos de ataque proteolitico. Se puede suponer
simplificadnmente que los cambios estructurales afectan con mayor probabilidad a las
regiones implicadas en los contactos intermoleculares, y que se extienden menos a otras
partes de ln moléeula,

El estudio de ln estructura secundaria de tubulina mediante espectroscopia Raman
indica la existencin de una diferencia conformacional entre la forma heterodimérica y
ensamblada en microtiubulos, siendo la estructura de esta dltima muy parecida a la de
tubulina con GDP en el sitio de nucleotido intercambiable (tubulina-GDP) (Audenaert,
ITeremans et al. 1989). Los patrones de proteolisis limitada de tubulina-GDP son similares
a los observados para la forma GTP (datos no presentados). Suponiendo que la estructura de
la forma tubulin-GDP no ensamblada es equivalente a la de la tubulina ensamblada en
microtibulos, mayoritariamente constituido por tubulina-GDP, podemos deducir que las

diferencing de sensibilidad a proteasas no se deben a este presunto cambio estructural.

Un tercer proceso que puede afectar a la accesibilidad de las proteasas es la unién del
ligando por si mismo y no por Ia polimerizacién que induce. A su vez se pueden diferenciar
2 efectos derivados de la union del taxol. Por un lado el ligando podria obstaculizar la accién
de lns proteasas por impedimento estérico, Por otro lado la unién del taxol podria fijar una

conformaeion, reduciendo su flexibilidad y la consiguiente sensibilidad al ataque de las

proteasas.
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3.2, ZONAS SENSIBLES Al ATAQUE PROTEOLITICO EN MICROTUBULOS:
TOPOLOGIA DE LA SUPERFICIE EXTERNA DE LOS MICROTUBULOS.

Los puntos de digestion controlada de o~ y B-tubulina heterodiméricas localizados en
las regiones A y B, son igualmente sensibles al ataque proteolitico en la proteina ensamblada
en microtubulos inducidos por taxol.

La localizacion del punto de digestion de a~tubuling K40-T41, y su adyacente T41-
142, esth de acuerdo con la acetilacion de 1a tubulina ensamblada en el residuo oLys40, y la
unién a microtibulos de anticuerpos especificos de esta modificacién post-traduccional
(Greer, Maruta et al. 1985; LeDizet y Piperno 1991).

Anticuerpos especificos frente a la regién ci(155-168) no se fijan a microtiibulos
ensnmblados in vitro ni a microtibulos celulares, en cambio anticuerpos frente a la regién
homdloga B(153-165) si estd expuestos en los polimeros (Arévalo, Nieto et al. 1990), Estos
cpitopos se localizan adyacentes a las regiones proteoliticas B, Contrasta la accesibilidad de
los puntos de proteolisis limitada de la regién B de la o-tubulina, con la oclusién del epitopo
o{155-168}) en la forma ensamblada. Esta diferencia puede deberse al distinto tamafio de la
sonda. El fragmento Fab de los anticuerpos tiene un peso molecular préximo a 50 kDa
mientras que tas proteasas empléadas oscilan entre 23 y 37.5 kDa de peso molecular. Se ha
propuesto que el tamafio de las inmunoglobulinas impide su acceso a las cavidades de la
superficie de los microtitbulos (Arévalo, Nieto et al. 1990). El menor tamafio molecular de
las protensas permitiria una mayor penetracién de estas sondas en dichas cavidades. Hemos
supuesto que la superficie de la tubulina ensamblada explorada por las proteasas es mayor
que In accesible a las inmunoglobulinas, En el modelo de la estructura en solucidn de los
microtibulos inducidos por taxol, las cavidades de la superficie microtubular se localizan
entre las subunidades de tubulina (Andreu, Bordas et al. 1992). BEn consecuencia el epitopo
o(155-168) se sitiia en las inmediaciones de los contactos entre protofilamentos, pero no esta
totalmente ocluido por las interacciones laterales. Por analogla el epitopo P(153-165) se
localiza espacialmente en una region equivalente da la subunidad f3. Sin embargo bien por
estar més accesible o por ser distinta la naturaleza del anticuerpo ensayado, este epitopo es
reconocido en los microtibulos celulares y ensamblados in vifro (Arévalo, Nieto et al. 1990).

Mayoritariamente los puntos de corte de la region C de o- y B-tubulina son sensibles
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a la proteolisis en los microtibulos, y en consecuencia esta region se extiende principalmente
por la superficie de In proteina expuesta en la pared externa de los microtitbulos. Sin
embargo en esta region también se localizan todos los puntos de corte que se protegen con
el ensamblaje. Los S puntos protegidos se agrupan en dos regiones definidas y de extension
limitada. En la subregion C, el enlace K280-A281 de la cadena o, y los enlaces Y281-R282
y R282-A283 de [} estin protegidos en los microtibulos. Estos residuos se localizan en una
region con prediceidn de estructura de bucle, en concreto en una segunda mitad con
prediccion de elevado nivel de exposicién al solvente, La zona protegida del ataque
proteclitico esta muy limitada secuencinlmente, Hacia el extremo amino, en ia cadena f3 el
enlace G277-5278 es digerido por ta bromelaina en la forma ensamblada, Hacia el extremo
carboxilo, en la cadena o los puntos de corte E290-1291 y A294-C295, situados en una hélice
potencial anfipatica, son procesados en el polimero. La regién del bucle que se ocluye
durante ta polimerizacidn estd proyectada dentro de una de las zonas de contactos laterales
entre protofitamentos. Las regiones que las flanquéan se localizan en la superficie de los
mondmeros expuestos al solvente. Se puede descartar la participacién de este bucle en los
contactos longitudinales dentro de un mismo protofilamento, ya que la proteccién se produce
de forma equivalente entee las dos cadenas, o y P. Si participaran en los contactos
tongitudinales s6lo se ocluirla la regién de una de las cadenas, ya que por homologia
estructural y de orientacidén del mondmero la otra regién participaria en los contactos que se
establecen entre dos mondmeros de un mismo heterodimero. El otro punto de corte interno
protegido se localiza en la region C, de la cadena o, entre los residuos R339-T340. En la -
fubulina el enlace K336-N337 es un posible punto de proteolisis por endoproteinasa Lys-C,
st bien su asignacion no ¢s inequivoca (ver resultados). En la digestién con tripsina de o~
tubulina ensamblada ademas de protegerse el enlace R339-T340, aparece un nueve punto de
corte minoritario, probablemente localizado entre K326-D327 0 K336-T337. La oclusién de
un punto de corte y la aparicién de otro, cercano aunque minoritario, descarta que la
proteccion se produzea por localizacion del enlace o R339-T340 en el lumen del microtibulo
o en zonas muy profundas de su pared. En esta regién se localiza la hélice potencial cH9,

con una longitud méxima aproximada de 1.8 nm. Se sitta en una de las zonas de contacto

longitudinal o lateral, en la cunrta parte més externa de estas dreas.
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Il efecto del ensamblaje sobre la sensibilidad protealitica de las regiones carboxilo
terminal es chferente en o- y P-tubuling, El la cadena o la region D se extiende en los
ultimoas 15 a 20 aminodcidos de la proteina (ver antes). De los 5 puntos de ataque
observados, como consecucncin del ensamblaje se protegen 3 y otros 2 continfian accesibles
a las proteasas. Se observa cierta correlncién entre la proteccién a la digestion y la
localizacion propuesta de 2 de estos puntos, al final de la a-hélice H11, Por el contrario los
2 puntes de digestion no alterados por el ensamblaje se localizan en la cola carboxilo
terminal, de aproximadamente 10 residuos de extensién, con prediccion de estructura
secundaria desordenada y altamente expuesta al solvente, presuntamente proyectada-fuera de
la superficie de ln proteina.

La region I de la B-tubuling se extiende hasta posiciones més internas que la de la
cadena o (ver antes). Al contrario de la zona carboxilo terminal de la cadena o, en Ia forma
ensamblada aumenta la sensibilidad del extremo carboxile de B-tubulina. Sélo se observa un
unico punte de proteolisis (producido por bromelalna) aparentemente protegido durante la
polimerizacion. Renlmente no se puede asegurar que la disminucién de los fragmentos
debidos a este corte, observada en In digestién de la forma polimerizada (ver resultados), se
deba exclusivamento a una proteccidn de este enlace. Se podria explicar por un aumento de
ln sensibilidad del punto de corte quo esta misma proteasa produce en una posicién mas
interna. La digestién controlada con papaina presenta un comportamiento caracteristico sobre
la forma polimerizada; se detecta la presencia de al menos 2 puntos de digestién en la regién
[} de In 3-tubulina, no observados al digerir la protelna heterodimérica. Se concluye que Ia
regién carboxilo terminal de Ia f-tubulina no sélo mantiene su sensibilidad al ataque
proteolitico nl polimerizar en microtibulos inducidos por taxol, sino que ademds es mas
sensible a dicha digestion. Lste resultado es coincidente con el aumento de la sensibilidad
a subtilisina de al menos un sitio de digestion en el extremo carboxilo de B-tubulina
polimerizadn (Lobert y Correia 1992), y con el aumento en la diferencia de sensibilidad a
subtilisina del extremo carboxilo de las cadenas o y B, favoreciendo la proteolisis-de la 3

frente a la o, cuando Ia tubulina estd ensamblada en microtubulos (Melki, Kerjan et al. 1991),

La localizacién probable en los microtibulos de los residuos de la superficie de la

tubutina se resume en las tablas 36a y 36b.
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Tabla 3Ga. Localizacién de residuos superficlales de «-tubulina en los microttbulos

Residuos Accesibllidad"  Localizacién probable en los microtdbulos

K40, T41, 142 E Cara externa,

K89, HGO E Cara externa.

D160, Y161 £ Cara externa, posiblemente adyacentes a la zona de contacto
lataral,

E168, F169 E Cara externa, posiblemente adyacentes a la zona de contacto

S170 laleral,

S$176, T179 E Cara externa, posiblements adyacentes a la zona de contacto

A180, Vidi lateral. -

K280, A281 Q Zona de contacto entre protofilamentos, adyacente a la cara
extorna,

E290, 1291 E Cara exlerna, posiblemente adyacente a la zona de contacto

A293, C294 laloral,

R339, T340 o) Ocluido, en la fraccién mds externa de la pared del
microtibulo,

* Se han definldo dos lipos de residuos seg(n la sensibilidad de los enlaces en que particlpan:
axpuestos (E) si un enlace en el que Intervienen es sensible en los microtibulos y ocluido (O) si
astd prolagido.

Tabla 36h. Localizacidn de residuos superficlales de B-lubulina en fos microtibulos.

Roesiduos Accoesibilldad® Localizaclén probable en los microtibulos

K58, ‘359 E Cara exlerna.

G93, Q84 E Cara externa.

F167, S168 E Cara extorna.

K174, V175 £ Cara externa.

Y183, N184 54 Cara oxlerna.

G277, 5278 E Cara exlerna, adyacente a la zona de contacto lateral.
Y281, R282, Q Zona de contacto enlre protofilamentos, adyacente a la cara
A283 externa.

C385, D356 E Cara externa.

* Se han definldo dos tipos de residtos segln la sensibllidad de los enlaces en que participan:
expuestos (£) st un enlace en el que intervienen es sonsible en los microtlibulos y ocluido (Q) si

ostd protegido.
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4, PROTEOLISIS LIMITADA DE TUBULINA EN PRESENCIA DE Zn”.
4.1, CAMBIO CONFORMACIONAL INDUCIDO POR Zn?.

LE espectro de dicraismo circular, en el ultravioleta lejano, de tubulina en tampon 100
mM MLES, 3.4 M glicerol, 0.1 mM MgCl,, 0.1 mM GTP, 03 mM ZnCl,, pH 6.5, es
significativamente diferente del observado en tampén fosfato neutro, Se ha interpretado que
este efecto es consecuencia de un cambio en la estructura secundaria promedio de la tubulina,

En ausencin de Zn*', en tampén con 100 mM MES y 3.4 M glicerol, no se observa
este cambio. En presencia de Zn™ si se observa una dependencia del efecto en la presencia
de glicerol ¥ la concentracion de MES, siendo [a modificacidn apreciable por encima de 40
mM MES.

Melki y Carlier (Melki y Carlier 1993) han estudiado el equilibrio de unién de Zn*"
a tubulinn en unas condiciones similares a las empleadas en este trabajo: tampon 100 mM
MIS, 30% glicerol, pH 6.8, con una concentracién de GTP variable entre 5y 15 uM, v
ausencia de Mg?', si bien la concentracién residual de Mg®* no se especifica en dicho trabajo.
Han propuesto un modelo de unién a tubulina dimérica con 2 sitios de alta afinidad y 12
sitios de baja afinidad, con constantes de disociacion a 4° C Ky =5 uM y K;,,=400 uM,
respectivamente. Empleando estos valores de las constantes de disociacién para la union de
Zn*" o tubulina y la constante de disociacién de la unién del Zn* a GTP de 11 uM (Sigel

1977, Correin, Baty et al. 1987), se ha calculado I relacién entre la concentracién de Zn®

libre y total segin la siguiente ecuacion:

(2n) o= [2n] v (GTP) 4 —2 Ne[mB], i, o 2 ]
4B 1+
[Zn] [Zn]

i
T 1 —Rr2
L [ 2n]

En este modelo no se considera del Mg presente, que por su potencial unién al
e —_ " "
MES, la tubulinn y el GTP podria afectar significativamente los equilibrios de unién del Zn

con ¢stos dos ultimos. La unién al MES es despreciable en estas condiciones ya que la
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constante de disociacion de este equilibrio es ca. 158 mM (Good, Winget et al. 1966). A la
concentracion de Mg* total determinada, ca. 144 UM, la tubulina une aproximadamente 2
moles de Mg™ por mol de heterodimero af, correspondiente a los sitios de alta afinidad (G.
Rivas comunicacion personal). Como la concentracion de proteina es 20 uM, estaran unidos
co. 40 uM de My, El Zo* no desptaza al Mg* unido a los sitios de alta afinidad (Eagle,
Zombola et al. 1983). Por Gltimo queda estimar el efecto de 1a unién del Mg™ al GTP sobre
la union del Zn™ al nucleotido. El Mg® se une al GTP con una constante de disociacion ca,
35 mM (Correin, Baty et al. 1987), ¢s decir aproximadamente 3 érdenes de magnitud mas
débil que Tn union del Zn*'. La concentracion total de Mg?* empleada, ca. 100 pyM dedpués
de sustraer el Mg® unido a la tubulina, es del mismo orden de magnitud que el rango de
concentraciones de Zn* en el que se observa el cambio en la seftal de dicrolsmo circular. Al
menos parn concentraciones de Zn*' similares o mayores a las de Mg?, el desplazamiento
en la union del Zn* al GTP por ¢l Mg* puede despreciarse sin introducir un error
sipnificativo en el modelo.

La concentracion libre de Zn® presente en las condiciones en que se midié el
dicroismo circular, varié entre ca. 11 pM y ca. 280 uM, correspondientes a 0.1 y 0.5 mM
de Zn" total, respectivamente (figura 80a),

El estudio de [a dependencia del cambio en la sefial de dicroismo circular con la
concentracién de Zn** muestra una clara transicién entre 0.1 mM y 0.2 mM. A 0,1 mM de
Zn*" total le corresponde una concentracion fibre de ca, 11 uM a la cual estdn ocupados
aproximadamente ¢l 69% de los sitios de alta afinidad y menos del 3% de los de baja
afinidad (figura 80b). A 0.2 mM de Zn*" total la concentracién libre calculada es ca. 48 uM,
estin veupados aproximadamente el 91% de los sitios de alta afinidad y aproximadamente
el 11% de los de baja afinidad. El cambio confprmacional inducido por la unién de Zn*, en
presencin de MES y glicorol, parcce estar asociado con la unién del cation a unos pocos
sitios de baja afinidad,

A baja temperatura ¢l cambio detectado en la seial de dicrolsmo no esté relacionado
con un proceso do polimerizacién u oligomerizacién, al menos hasta 2 mM de Zn* total no
se ha detectado a presencia de especies de agregacién. Sin embargo Ia forma en presencia
de Zn*-MES-glicerol parece estar relacionada con la polimerizacion en hojas. Las hojas

. . 2+
inducidas por Zn®" no se forman en un rango bajo de concentraciones de Zn™ en el que el
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de dimero de tubulina (panel b). Se ha considerado un modelo con 2 sitios de union de alta

afinidad y 12 sitios da baja afinidad (Melki y Carlier, 1893).
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cation se une exclusivamente a los sitios de alta afinidad, por debajo de 150 uM Zn** total
(Melki y Carlier 1993). En ausencia de glicerol, condiciones en las que no se detecta cambio
en la seilal de dicroismo, si hay formacién de polimeros. Funcionalmente las hojas inducidas
por Zn®' en nusencia de glicerol son diferentes a las obtenidas en presencia de este
cosolvente. Sin glicerol la concentracidn critica es mayor y los polimeros son muy sensibles
a la despolimerizacion por frio. Podrin existir una diferencia estructural enire ambos tipos de
hojas inducidas por Zn*". Se ha descrito la formacién de dos tipos de polimeros de tubulina
en presencia de Zn*' segin las condiciones de polimerizacién (Wolf, Mosser et al, 1993).

s difiell precisar la naturaleza del cambio conformacional. El anélisis-de los
espectros de dicroismo circular mediante métodos de deconvolucién, tanto lineales como no
lineales, rindo resultados ambiguos y contradictorios seghin ¢l método empleado (datos no
presentados).

En ln hojas inducidas por Zn®', tras la hidrélisis del nucleotido se libera el fosfato ¥,
sin embargo, al contrario de los que ocurre en los microtiibulos, su sitio es inaccesible a los
andlogos AlLF, y BelF, . H,0. Se ha propuesto que de alguna forma, y al menos en el entorno
del sitio intercambiable de nucleotido [a conformacién de la tubuling en las hojas inducidas
por Zn*' ey diferente de In conformacion de la tubulina en los microtiibulos (Melki y Carlier
1993).

L.a existencia de un cambio conformacional concomitante con la polimerizacion en
hojas inducidas por Zn® puede plantear cierta ambigiiedad en la interpretacion de los
resultados de proteolisis limitada, sin embargo esta es sélo parcial. Se pueden distinguir 3
casos. (1) Aquellos puntos de corto quo son accesibles en la tubulina no polimerizada y en
las hojas, en este caso n pesar do poder existir una variacion en la estructura estos residuos
sabemos que se localizan en la superficie de la protelna accesible en el polimero, (2)
Aquellos puntos de corte que solo se observan en la digestién de la forma ensamblada, se
deduce que los residuos implicados en estos puntos hipotéticos también se localizan en la
superficie de In proteina nccesible en el polimero y ademas que estarian implicados o
afectados por el cambio en la estructura secundaria. (3) Aquellos puntos de corte que se
protegen en la digestion de la tubulina polimerizada; es el (mico caso que puede presentar
ambigiiedad en la interpretacion, ya que la proteccidn podria deberse a estar ocultos en una

de las zonns de interaccion latersl o longiludinal, o estar protegido por la modificacion

223



Discusidn

estructural. En este alime caso la combinacién de la informacidn proteolitica de fa tubulina
ensamblada en microtibulos inducidos por taxol permite suponer, si el punto de corte se
protege en umbos polimeros, su localizacion en las zonas de contacto longitudinal o lateral.
Esto no excluye que en las regiones de contacto pueda existir alteracién de la estructura entre
ambos polimeros (ver mas abajo la interpretacién de las consecuencias de la polimerizacién
en la accesibilidad).

La posible existencia de un cambio conformacional en la tubulina polimerizada en las
hojas inducidas por Zu* tiene implicaciones més alla del presente estudio. Aunque estos
polimeros no aparecen in vive, son utilizados frecuentemente para estudiar la estructura de
la tubulina (e, (Awos y Baker 1979; Arévalo, Nieto et al. 1990; Nogales, Wolf at al, 1995))
y sus interacciones con otras proleinas como los motores microtubulares (Kamimura y
Mandelkow 1992, Sanghamitra, Wolf et al. 1995). Aunque la estructura de la tubulina en
estos polimeros difiers, incluso significativamente, de la del heterodimero en solucién o
ensamblada en mierotitbulos, estos trabajos no estin invalidados; pero cualquier extrapolacién
de las conclusiones ostructurales deberia tener en cuenta que parece tratarse de estados

conformacionales distintos de la proteina,

4.2, PROTEOLISIS LIMITADA DE TUBULINA-Zn'*-GLICEROL NO POLIMERIZADA.

El patron de proteolisis de la o« y la P-tubulina, digeridas por aquellas proteasas que
conservan su actividad en presencia de Zn*, en tampon 10 mM MES, 3.4 M glicerol, 0.1
mM MgCl,, 1 mM GTP, 0.3 mM ZaCl,, pH 6.5 ¢s muy similar al observado en tampén
fosfato con 6 mM Mg®* en ausencin do Zn®' y glicerol. Se observan aproximadamente los
mismos sitios de corte, con igunl distribucion on 4 regiones de digestién preferencial (figura
81 y 82).

A pesar de ello es posible apreciar dos diferencias, en la digestion de las cadenas o
y B respectivamente. En ambos casos estas alteraciones se localizan en la regidn proteolitica
D, en el oxtremo carboxilo. En la digestién de o-tubuling con elastasa es caracteristica la
apariciéon de un nuevo punio de corie en esta region, En la P-tubulina, de los 3 puntos de

corte producidos por subtilising en Ia regién carboxilo terminal, sélo se detectan 2 en estas
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Cualitalivamente se dislinguen dos tipos de puntos de corte: en {razo grueso se indican los
cortes mayoritarios y en trazo fino los minoritarios. Los nimeros junto a las flechas indican
la posicidn del primer residuo tras el corte. Junto a cada flecha se ndica entre paréniesis si
el punto de corte es sensible an la lubulina polimerizada en hojas Inducidas por Zn* y

glicarol (s) o si se protege en el polimero (p). Los paréntesis a los lados de las flechas

represenian la zona de incerlidumbre en ia ubicacion de los puntos de corle. Se han

localizado a partir del paso molecular aparenle corregido y la reactividad con los anticuerpos

monoespecificos indicados como rectangulos negros en la parte inferior. Los rectangulos en
la parte suparior (A, B, C y D) marcan la extensién aproximada de las regiones sensibles en

proteolisis limitada.
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Figura 82, Mapa de proteolisls limitada de p-tubullna en presencla de Zn**, por 7 proteasas.
Cualitativamente se distinguen dos tipos de puntos de corte: en trazo grueso se indican los
cortes mayorilarios y en trazo fino los minorilarios. Los nimeros junto a las flechas indican
la posicidn del primer residuo tras el corte, se indican entre corchetes las posiciones
asignadas putativamente. Junlo a cada flecha se indica entre paréntesis si el punto de corte
as sensible en la tubulina polimerizada en hojas inducidas por Zn* y glicerol (s) o si se
prolege en el polimero (p). Los paréntesis a los lados de las flechas representan la zona de
incertidumbre en la ubicacién de los punios de corle. Se han localizado a partir del peso
molecular aparente corregido y la reactividad con los anticuerpos monoespecificos indicados
como recténgulos negros en la pare Inferior, Los rectangulos en la parte superior (A, B, C

y D) marcan la extensién aproximada de las regiones sensibles en proteolisis limitada,
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condiciones.

En la subregion Cy de -tubulina se observa un punto de corte minoritario producido
por tripsina en tarno a la posicion 368, sin embargo el fragmento Z-TBp1 producido en este
corte se detecta aunque con dificultad, en las muestras digeridas en tampén fosfato sin Zn®*
ni plicerol (datos no presentados).

La localizacion en el extremo carboxilo de las dos tnicas diferencias notables en la
digestion controlada de tubulina en presencia de Zn*, sugiere la existencia de una
modificacion de la estructural de esia region cuando interacciona con Zn®" respecto al estado
en presencia de Mg™. En esta repion es posible que se lacalice alguno de los tipos de sitios
de union de Zn®" observados (Lagle, Zombola et al. 1983; Melki y Carlier 1993). El extremo
carboxilo se ha propuesto como zona de localizacidn del sitio de unidn de otros cationes
divalentes como el Ca® (Serrano, Valencia et al. 1986). A partir del estudio de la fijacién
de “Zn n fragmentos de tubulina transferidos 2 membranas de nitrocelulosa, se ha propuesto
que ¢l primer tercio de la secuencia de «- y B-tubulina fijan este cation (Serrano, Dominguez
et al. 1988); este resultado, obtenido con tubulina y fragmentos desnaturalizados, no descarta
ln presencia de sitios de unidn de alta o baja afinidad en la regién carboxilo terminal.

Esta modificacion estructural de la regién carboxilo terminal por efecto del Zn* no
estd relacionada con ¢l cambio conformacional inducide por Zn®, detectado por un cambio
en of espeetro de dicroismo circular en la region del ultravioleta lgjano. El patrén
caracteristico de proteolisis del extremo carboxilo se observa en muestras digeridas en
tampon 10 mM MES, 3,4 M glicerol, 0.1 mM MgCl,, 1 mM GTP, pH 6.5, condiciones en

lag que el espectro de dicrolsmo circular de la tubulina es similar al obtenido en condiciones

estandar.

4.3, EFECTO DE LA POLIMERIZACION EN HOJAS SOBRE LA ACCESIBILIDAD A
PROTEASAS,

. [} + H H H H 2+
E] ofocto més directo de In polimerizacidn de la tubulina en hojas inducidas por Zn
es la oclusién de las superficies de las protefnas que participan el los contactos

intermoleculures del polimero. En estas estructuras el heterodimero off establece dos tipos
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de interacciones: longitudinales a lo largo de un mismo protofilamento y laterales en la
agregacion de estos.

La estructura de los protofilamentos de las hojas inducidas por Zn* es compatible con
la de los protofilamentos de los microtibulos, siendo las dimensiones de la unidad de
repeticion longitudinal 8 nm, asignada al heterodimero de aff (Amos y Baker 1979). A
efectos de accesibilidad a proteasas, las superficies ocluldas en los contactos longitudinales
se consideran equivalentes en los protofilamentos de ambas estructuras.

La ordenacion de los protofilamentos en las hojas inducidas por Zn® es
apreciablemente diferente a la de los microtibulos. En estos ultimos, todos los
protofilamentos tienen igual polaridad y de las dos superficies diferenciables que no
participan en los contaclos laterales, todos orientan las mismas superficies hacia el exterior
y el interior del microtibulo respectivamente. Sin embargo en las hojas inducidas por Zn*
los protofilamentos se disponen alternando la polaridad y la orientacion de sus superficies
diferenciaclas (interna y externa, por analogia con la disposicidon en los microtibulos), con
simetria P2, (Baker y Amos 1978). Consecuentemente en las hojas inducidas por Zn*' la
topologia de los contaclos inter-protofilamentos es diferente y en ella interaccionan distintas
regiones de la tubulina entre si, respecto a los microtibulos. A partir de estudios estructurales
a baja resolucion se acepta que las regiones implicadas en los contactos laterales son
similares en las dos estructuras (Amos y Baker 1979), y por lo tanto estan igualmente
ocluidas. Asimismo, la semejanza de los parémetros termodindmicos del ensamblaje de
microtibulos y hojas inducidas por Zn*" indlica que los contactos laterales hidrof6bicos tienen
dimensiones comparables en ambos polimeros (Melki y Carlier 1993).

Por ser las hojas inducidas por Zn*' redes bidimensionales, la superficie de los
protofilamentos equivalente a la orientada hacia el lumen en los microtibulos es accesible
a las proteasas. Muy simplificadamente, y exclusivamente a cfectos de discusién de la

accesibilidad a proteasas, las hojas inducidas por Zn?" se pueden considerar equivalentes a

microtibulos abiertos.
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4.4. PROTEOLISIS LIMITADA DE HOJAS INDUCIDAS POR Zn': COMPARACION
CON LOS MICROTUBULOS INDUCIDOS POR TAXOL,

La polimerizacion de la of) tubulina en hojas inducidas por Zn* conlleva la
proteccién de mas puntos de corte, proporcionalmente al nimero de proteasas, que el
ensamblaje en microtibulos inducidos por taxol.

En las regiones A se observa un comportamiento diferenciado en a- y p-tubulina. En
o-tubulina polimerizada esia regidn se mantiene expuesta y sensible. En la cadena B el punto
de digestion minoritario producido por la endoproteinasa Lys-C se protege al polimerizar.

De forma general las regiones B se protegen mas en las hojas inducidas por Zn*" que
en los microtibulos. La proteccion al ataque proteolitico no es homogénea ni total, en esta -
regidn, en ninguna de las dos proteinas, En la a-tubulina se protegen los enlaces 169-170 y
180-181, sin embargo el enlace 178-179 st es accesible a elastasa en el polimero. En B-
tubulina polimerizada s¢ protegen 3 puntos de corte producidos por subtilisina, pero se
mantienen sensibles los cortes con tripsina, quimotripsina y proteinasa K.

Hemos prapuesto con anterioridad que la regién preferencial de proteolisis B se
localiza en la cara externa de los microtibulos, muy proxima espacialmente a la zona de
contactos entre protofilamentos. Esta localizacién es compatible con los resultados observados
en las hojas inducidas por Zn*". El comportamiento diferente se explica por modificarse las
superficies de contacto entre los protofilamentos de ambas estructuras. El espaciado lateral
entre protofilamentos do las hojas de Zn® es 4.8-49 nm (Amos y Baker 1979},
apreciablemente inferior al espaciado entre protofilamentos en el radio helicoidal medio (10.8
nm) de la pared microtubular, de ¢a. 5.6 nm (Andreu, Bordas et al. 1992). Los polimeros
bidimensionales presentan un mayor grado de empaquetamiento lateral que un polimero
cilindrico. Una hendidura longitudinal enire protofilamentos, como la presente en la cara
externa de los microtibulos o equivalente, no se observa en las hojas inducidas por Zn*. En
consecuencia la superficie de la tubulina expuesta en la cara externa de los microtibulos se
ve ocluida parcinlmente en las hojas inducidas por Zn*, en las zonas limitrofes con las
superficies implicadas en los contactos laterales.

En la regién C sensible a proteasas de o-tubuling, la polimerizacién en hojas

inducidas por Zn*' protege los mismos enlaces que el ensamblaje en microtibulos. La
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proteolisis de cstos ltimos se caracteriza por la presencia en la subregion C, de un corte
minoritario, producido por tripsing, localizado ca. 10 a 15 residuos antes de Ia posicién 339,
En la digestion de las hojas inducidas por Zn*' no se detecta esta posicién de corte. Tal como
se ha propuesto esta regién se localiza en la superficie externa de los microttibulos, muy
proxima a la zona de interaccion lateral. La extensién de la zona ocluida en los contactos
laterales de las hojas de Zn*", respecto a fos microtibulos, explica su ausencia de sensibilidad
a la protensa por oclusion.

En lns hojas inducidas por Zn*' la subregion C, de B-tubulina se ocluye a las
proteasas en igual medida que en los microtibulos inducidos por taxol. Sin embargo se
observa una mayor proteccidén de la subregién C,, en concreto de los puntos de corte
producidos por endoproteinasa Lys-C y por subtilisina. Indica un paralelismo con la
proteolisis de la caclena o y apoya la hipdtesis de una extensién de la zona de contacto lateral

en los polimeros de tubulina con disposicidn plana de los protofilamentos.

Como hemos observado parece haber un cambio en la estructura secundaria de la
tubulina al unir Zn*' en presencin de MES y glicerol, condiciones en las que cominmente
se realiza la polimerizacién do hojas inducidas por este catién. Las zonas de la tubulina
sensibles & proteasas en csta forma ensamblada se localizan en la superficie de la proteina
y son accesibles en el polimero. Estos enlaces no se ocluyen en el proceso de polimerizacion
o en una posible reorganizacién estructural, independientemente de que esta ultima de

produzca.

Las hojas incducidas por Zn* han sido un atractivo objeto de atencién en estudios de
la estructura de tubulina ya que son polimeros con alto grado de ordenacion y pueden ser
considerados como cristales bidimensionales (eg. Erickson 1974; Baker y Amos 1978 ,Wolf
1993). El conjunto de residuos expuestos en las hojas inducidas por Zn*', determinados en
este trabajo, constituyen unas constricciones estructurales que han de ser satisfechas por
cualquier posible estudio estructural, basado en estos polimeros, en el que se intente trazar

la cadena polipeptidica (vor Nogales, Wolf et al. 1995).
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§. MODELO DE ESTRUCTURA DE LAS REGIONES «(103-172) Y §(93-170) DE
TUBULINA Y (66-139) DE FisZ,

n tubulinas estas dos regiones se extienden secuencialmente antes de las regiones
B de digestion preferencial. La informacién experimental disponible sobre estas regiones y
su entorno, combinada con los datos de prediccion de estructura, permite proponer un modelo
local de estructura supersecundaria (figura 83).

Iistas regiones contienen sccuencias directamente implicadas en la unién del
nucleotido. Por ser ¢l sitio do unién de nucleotido de la subunidad B intercambiable se
dispone de mayor imformacidn experimental sobre la regidén de esta cadena. Como se ha
descrito experimentalmente, los dos extremos de la secuencia B(93-170) se localizan en la
superficie de [a tubulina. Esta secuencia se corresponde con la regidn resistente a la digestion
controladn que se extiende entre las regiones sensibles A y B. En el lado amino el enlace
G93-Q94 es digerido por bromelaing, y en el lado carboxilo se localizan varios puntos de
corte {eg. quimotripsina digiere entre F167-S168). Que el final carboxilo de esta region esta
expuesto al solvente lo confirma la unién a tubulina nativa del anticuerpo anti-B(153-165)
(Ardvalo, Nieto ¢t al. 1990). Topolégicamente ambos estin orientados hacia la cara externa
de los microtubulos, por lo tanto la distancia méaxima entre los enlaces G93-Q9%4 y K174~
V175§ es aproximadamente 7 nm, correspondiente a la diagonal mayor de la superficie del
mondmero de tubulina externa en el microtibulo.

Se ha propuesto que ¢l segmento P(102-109) es equivalente al motivo de unién de
los fosfatos & y § del nucleotido en proteinas que unoen GTP, denomindndose “bucle-P
invertido", yn que su secuencin aparcce invertida en tubulinas (Sage, Davis et al, 1991;
Davis, Sage et al. 1994). La sccuencin P(140-146) es rica en Gly y se supone anfloga al
bucle de union del fosfato del nucleotido en proteinas que unen ATP/ADP (ver introduccion).
Por o tanto ambas regiones se localizan en el interior de la proteina. Por estar implicadas
en la unién de la cadena de fosfatos del nucleotido, ambos bucles se localizan proximos
espacialmente.

La prediccién de estructura secundaria para esta regién confirma la estructura de bucle
para las dos secuencins implicadas en Ia unién del nucleotido. La secuencia $(109-124) tiene

un marcado potencial de a-hélice (Bl12) y para p(132-138) se predice estructura de lamina
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las secuencias 93-94, 125-131 y 158-170.
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B (BEG). Estos dos elementos estan unidos por un bucle de 6 residuos. La longitud de ha
hélice L2 es aproximadamente 2.1 a 2.4 nm, y es muy similar a la extensién del segmento
de lamina IEG, entre 1.7y 2.3 nm. Por estar préximos espacialmente el bucle-P invertido y
la regidn rica en Gly, el extremo amino de la hélice deberia localizarse proximo al extremo
carboxilo de la lamina. La proximidad de los extremos de estos dos elementos indica una
disposicién paralela de los mismos y muy probablemente una interaceién entre ambos. La
hélice BH2 tiene cardcter anfipitico. La cara hidrofobica de esta hélice es Ia zona potencial
de contacto con el segmento LG, para el que se predice una baja accesibilidad del solvente.
La interaceidn entre estos 2 elementos implica una rigidez estructural del conjunto, la cual
explicarin In escasa sensibilidad a las proteasas del bucle P(124-132) a pesar de tener
asignada una prediccion de marcada exposicién al solvente. El tnico punto de corte
posiblemente localizado en csta zona es el enlace K122-E123 de B-tubulina; la clostripaina
parece digerir de forma minoritaria este enlace. Se ha estudiado la inmunoreactividad de esta
secuencia, que coincide con un maximo de antigenicidad segiin de la Vifia y col (de la Viiia,
Andreu et al. 1988). Segin el presente modelo este epitopo deberia ser reconocido en el
heterodimero de tubulina, y serfa de gran importancia determinar su grado de exposicion en
microtibulos y hojas inducidas por Zn* con el fin determinar mdis precisamente la
ordenacion espacial de los clementos de estructura secundaria existentes en la region B(93-
167). Sin embargo anticuerpos frente a péptidos homdlogos de las secuencias o(120-131) y
B(119-129) no renccionan ni con tubulina nativa ni desnaturalizada (Arévato, Nieto et al.
1990).

El segmento final de la regién rica en Gly y la secuencia siguiente tienen elevado
potencial de o-hélice (BH3). En ol extremo amino de esta hélice predomina el caricter
ocluldd y en el carboxilo ol expuesto, Esta polaridad es coincidente con una orientacién de
la hélice BH3 desde el sitio de unién del nucleotido, en el interior de la proteina, hacia la
superficie. Al ser la hélice un elemento relativamente rigido, se explica que un anticuerpo
frente a la rogion B(154-165) inhiba la incorporacién de GTP a la B-tubulina (Hesse, Thierauf
et al. 1987) por alteracién de la estructura del sitio de unién, transmitida a lo largo de la o
hélice.

Aunque PH3, y posiblemente la ldmina BE6, conectan el bucle de Gly en el sitio de

unién del nucleotido con la superficie de la protelna, y sus dimensiones son similares, no hay
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informacién que permita suponer una interaccion directa entre la a-hélice PH3 y la o-hélice
BH2 o el segmento do lamina BE6. Su disposicién relativa es a priori independiente.
Suponiendo, como hemos visto, que fH2 y BE6 pueden forman una estructura
relativamente compaeta, se puede definir un hipotético dngulo diédrico entre el bucle B(93-
102) y PH3. Su disposicién relativa estd restringida por localizarse los extremos de ambas
elementos en la superficie de la tubulina orientada hacia la cara externa de los microtibulos
(ver antes). Se pueden descartar valores cercanos a 180° para este hipotético angulo, ya que
una disposicién clongada no es compatible con los datos bioquimicos e inmunoquimicos.
Como ln region B se localiza en la cara externa de los microtibulos, proxima a la
superficio de contacto lateral entre protofilamentos (ver antes), y la longitud aproximada de
o~hélice BH3 es de 2.3 a 2.4 nm. Siendo el espesor de la pared de los microtibulos
aproximadamente 7 a 8 nm. Se deduce que el sitio de unidn de nucleotido de localiza en 1a

mitad exterior de la pared microtubular,

Por ser ¢l sitio de unién de nucleotido de la o-tubuling no intercambiable, no se
dispone do ovidencias experimentales sobre las secuencias implicadas en la unién del
nucleotido a esta cadena. Existen una serie de similitudes entre las regiones a(103-164) y
B(102-162) que indican una homologia estructural de estas regiones. Al igual que en la
cadena [}, tras la region c(103-164) se extiende una zona sensible a proteasas y el epitopo
o(153-165) es reconocido en la proteina nativa (Arévalo, Nieto et al. 1990); el final de esta
rogién se localiza en la superficic de la proteine. Los bucles implicados en la unién del
nucleotido, bucle-P invertido y bucle de glicinas, estin conservados en ambas subunidades.

Hay una gran homologla en la prediceién de estructura secundaria entre ambas cadenas.

La comparacion de Ia prediccion de estructura secundaria de I'tsZ y B-tubulina
muestra homologin estructural entre lns regiones (103-177) y FtsZ(66-139). La prediccién
de estructura secundaria para estas dos regiones se caracteriza por tener un elevado grado de
confianza, por lo que ambas regiones podrian formar parte de lo que parece constituir un
“niicleo predecible", aparentemento presente en las proteinas (Barton 1995). Esta elevada
fiabilidad de la prediccién puede reflejar una baja variabilidad de la estructura secundaria de

estas rogiones dentro de las respectivas familias de protelnas. Esta variabilidad es una
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caracteristica intrinseca de las familias de proteinas de estructura homéloga, y afecta
principalmente a la extension de los elementos estructurales (Chothia y Lesk 1986). En
resumen se puede inferir que los elementos ostructurales de estas regiones estan altamente
conservados, posiblemente debido a su importancia funcional ya que a ellos se debe la
correcta geometria de los dos bucles implicados presuntamente en la unidén ¢ hidrélisis del
nucleotido.

Un anticuerpo monoclonal que reconoce un epitopo en la secuencia 79-97 de FtsZ
reacciona con la proteina en condiciones nativas (Voskuil, Westerbeek et al. 1994). Esta zona
comprende la hélice o zH4 y el bucle siguiente. La presencia de un epitopo expuesto, que
probablomente incluya al bucle 94-96, es compatible con la homologia estructural con
tubulinas, ya que como hemos indicado anteriormente, ¢f bucle equivalente en tubulina
deberia locahizarse en la superficie de la proteina. De forma andloga es una idea estimulante
comprobar la sensibilidad a proteasas de la zona 123-140 de FtsZ, ya que en ella podemos
predecir la localizacion de puntos de corte. Estos resultados darfan importante informacion
sobro la posible localizacion superficial del segmento de lamina B zES, a pesar de tener una

marcada asignacidn oclulda (predominante en la secuencia de FisZ, ver antes).
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I- La proteolisis limitada de la aofftubulina heterodimérica se produce selectivamente en zonas
definidas de la secuencia. Las zonas o(40-43), a(60-61), a(160-181), 0(280-295), c(339-
340),0(430-451), P(58-59), (93-94), P(167-184), B(277-283), B(354-355) y B(400-445) se

localizan en la superficie del heterodimero y son accesibles al ataque de endoproteinasas.

2- Los puntos de ataque proteolitico se localizan mayoritariamente en zonas con prediccidn

de estructura secundaria de bucle o desordenada.

3- Los residuos de a-tubulina: K40-T41-142, K59-H60, D160-Y 161, E168-F169-8170, §178-
T179-A180-V 181, E290-1291 y A293-C294; y los de P: K58-Y 59, G93-Q94, F168-S169,
K174-V175, Y183-N18d4, G277-8278, C355-D356, se localizan en la superfice de los

microtibulos.

4- Los residuos de a-tubuling: K280-A281 y R339-T340; y los de : Y281-R282-A283 se
protegen en los microtibulos, localizandose posiblemente en la zona de contacto entre

protofilamentos.

5- La zonn carboxilo terminal de a-tubulina se protege parcialmente del ataque por proteasas
en los microtibulos. La zonn carboxilo terminal de f-tubulina aumenta su sensibilidad a las

proteasas como consecuencin del ensamblaje.

6- La tubulina en presencia do Zn™, glicerol y MES, sufre un cambio en su caracteristico
espectro de dicroismo circular en el ultravioleta lejano, indicativo de un cambio en la

estructura secundaria promedio.

7- El patrén de proteolisis controlada de tubulina en presencia de Zn* y concentracién
submilimolar de Mg® es similar al observado en tampén fosfato y 6mM Mg?*. Las tinicas

diferencins cunlitativamente significantes se tocalizan en la digestién del extremo carboxilo

de a- y f-tubulina,
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8- Los residuos de o-tubulina: K40, T41, §178, T179, A294 y C295, y los de B: K58, Y39,

F168, $169, K174, V175, Y183 y N184, se localizan en la superficie de las hojas inducidas
por Zn*'.

9- Hay una homologla entre la estructura secundaria de las tubulinas y la proteina de la
division bacteriana FisZ. El mayor segmento con homologia estructural comprende las
regiones (99-177) de f-tubulina de cerebro porcino y (67-139) de FisZ de Eschericliia cofi,
que incluyen dos motivos de secuencia implicados en la unién del nucleotido y para las que

se propone un modelo de plegamiento.
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