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Resumen



Los microtúbulos son polímeros filamentososcomponentesdel citoesqueleto

involucradosennumerososprocesosen célulaseucariotas,entreellosladivisión celular.Por

esta razón, son el blancode numerosasdrogasantimitóticas,como la colchicinao el taxol.

Estánformadosfundamentalmentepor la unión no covalentede subunidadesde tubulina,

proteína heterodimérica que unenucleotido.Ademásde los microtúbulos,la tubulinaforma

polímeros laminares cuando se ensambla en presencia de Zn, que se han utilizado

recientementeparaobtenerun modelo de la estructuratridimensionalde la tubulina.

El taxolesunadrogaantitumoralqueinhibeladivisión celularmediantelasupresión

de la inestabilidaddinámicade los microtúbulos.Aunqueel taxol ha sido unade las drogas

antimitóticasmásestudiadas,el mecamsmoprecisoporel cualinducela polimerizaciónde

la tubulina y estabilizalos microtúbulospermanecedesconocido.En estesentido, unos

taxoidesmarcadosfluorescentementepuedenserunapoderosaherramientaparael estudiode

la interacciónde los microtúbulosy de la tubulinasolublecon el taxol. En estetrabajose

caracterizanlas interaccionesdeunaseriedederivadosfluorescentesdeltaxol conlatubulina

y los microtúbulosy seevalúasuutilidad comosondasdel sitio de unióndel taxol.

1.- Taxoidesfluorescentescomosondadel sitio de unióndeltaxol

.

1.1.- Interacciónde taxoidesfluorescentescon microtúbulos

.

El análogofluorescentedel taxol 7-O-[N-(Fluoresceín-4’-carbonil)-L-alanil]taxol

(Flutax)escapazdeinducirel ensamblaje tantode laGTP-tubulinacomodela GDP-tubulina,

que esla formainactivade lamolécula,con unaconstantede elongaciónaparenteigual a la

mitad de la del taxol y con una cinéticaalgomáslenta. Seune competitivamentecon laxo]

conunaestequiometríaigual a ladeéste(0.97±0.08).

La tubulinapolimerizadaconFlutaxuneun ión adicionalde Mg2~ conrelacióna la

polimerizadacon taxol. El efecto del pH esligeramentemenospronunciadocon Flutax,

mientrasque ladependenciade temperaturaesmayor.

Como control negativo de polimerización se ha usado el 2’-O-acetil 7-0-IIN-

(Fluoresceín-4’-carbonil)L-alanil]taxol(2’ acetilFlutax),enel quesehaacetiladolaposición

2 del taxol, queresultaesencialparasuactividaden lapolimerizaciónde microtúbulos.Se

ha probadoque el 2’acetil Flutax es incapazde inducir la polimerizaciónde la tubulina.

Tambiénseensayóel taxol unido a la fluoresceinaperomedianteun espaciadormás largo

(Hexaflutax).Estetaxoidefue incapazdepolimerizarla GDP tubulina.

Tambiénsehaestudiadoelanálogofluorescentedeltaxol7-O-[N-(tetrametilrodamin-

4-carbonil)-L-alanil]taxol(Rotax). Sehademostradoquetambiéninducelapolimerización

de GDP-tubulina,con unaconstantede elongaciónaparentecuatrovecesmenorque la del

taxol. Sin embargo,supequeñasolubilidadlimita sucaracterizaciónbioquímicadetallada.
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1.2.-Interaccióndemicrotúbulosconderivadosmássolublesy fotoestables de Flutax

.

Aunquela solubilidadde Flutaxesmuchomayorquela de Rotax,tambiénpresenta

unasolubilidadlimitadaenlas condicionesde trabajo,asociadaal estadode ionizacióndela

moléculade fluoresceína.Únicamentela formadianiónicade estefluoróforo(pKa= 6.33) es

soluble,por lo que en condicionesde ensamblajede tubulina, el Flutax se encuentra

parcialmenteen formamonoaniónicainsoluble.Parapaliaresteproblema,seusaronderivados

fluorescentesdel Flutax con un pKa parael dianión muy alejadodel pH de trabajo, en

concretoun derivadocondosátomosde E en lasposiciones2 y 7 de la fluoresceína(Flutax

2)y elmismoderivadodifluoradoconungruposulfónicoen lugardelgrupocarbonilo(Flutax

3). Amboscompuestossoncapacesde inducir la polimerizaciónde GDP-tubulinaconuna

constantede elongaciónaparentesimilara la deltaxol. Suestequiometriade uniónasusitio

específicoenlos microtúbulosesrespectivamentede 1.04±0.08 y de 1.14±0.08,igual a la

del taxol.

1.3.-Visualizaciónde microtúbulos

.

La observaciónpor microscopiaelectrónicade microtúbulos de GDP tubulina

inducidos por taxoides fluorescentes muestra que éstos presentanal menos dos

protofilamentosmásque los inducidospor taxol.

Estos derivados fluorescentesse ha utilizado tambiénpara visualizar mediante

microscopiade fluorescenciamicrotúbulos ensambladosin vitro. Se han observado

reproduciblementetantomicrotúbulosaisladoscomoentrecruzadosen formacionessimilares

aástereso en hacesdensosdemicrotúbulos.Tambiénsehaobservadoqueel Flutaxescapaz

deteñirmicrotúbulospreformadosenun tiempoinferioraunminuto,lo queindicaqueel sitio

de unióndel taxol seencuentrabastanteaccesibleal solvente.

1.4.-Medidade afinidadde taxoidesnorsusitio de uniónal microtúbulo

.

Sehamedidounauniónespecíficadetaxoidesfluorescentesal sitiodeunióndeltaxol

almicrotúbuloconconstantesde equilibriode disociacióndelordendemicromolar.Al mismo

tiempo,sehadetectadounauniónno específicaqueocurreaconcentracioneslibresde taxoide

porencimade 10 pM. Porotro lado,sehadiseñadoun ensayode competicióndedosligandos

asusitio deuniónalmicrotúbulo.Estosdostiposde experimentopermitenordenarlaafinidad

de los taxoidesdel modosiguiente:

Taxol =Flutax2 z Flutax3 =Rotax > Flutax > HexaFlutax

2.- Diferenciasen la uniónde sondasfluorescentesatubulinay amicrotúbulos

.

2.1.-Cambiosen el esnectrode absorciónde taxoidesfluorescentes

.

Cuandoestánunidos al microtúbulo,tanto el Flutax como sus dosderivadosmás

solublesexperimentanun cambioapreciableensuespectrode absorción.Todosellossufren

X



un desplazamientode 3-4 nm en la posiciónde sumáximo de absorcióncuandoestánen

presenciade microtúbulos.Al mismotiempo,elFlutaxexperimentaun desplazamientode

unas- 0.2 unidadesensupKaaparentecuandose uneal microtúbulo.Todo estoindica un

micro-entorno catiónico entorno a la sondafluorescenteen los microtúbulos,a la par que

sugiere cambios en el número y/o en la fuerza de los puentes de hidrógeno que forma la

fluoresceína.

Estoscambiossondiferentesa los quesufrenestassondasen presenciade tubulina

soluble.Laposicióndelmáximode absorcióndelFlutaxapenasvaría,peroel coeficientede

extinciónvariaen un 40%y supKaaparentede ionizaciónparael dianiónvaria en + 0.5

unidades.Los derivadosmássolublesdel Flutax sufrenun cambio en la posiciónde su

espectrode absorciónde 8 nm haciael rojo. Estoindicaun sitio de uniónal dímerodistinto

al del microtúbulo.

2.2.-Interaccióndetaxoidesfluorescentescon tubulina

.

Paraver si estas sondasse unen a la tubulina no ensambladase realizaron

experimentosdevelocidaddesedimentaciónde tubulinaenpresenciadetaxoides.Todoslos

derivadoscosedimentanen su mayorpartecon la tubulina, aunquecon un coeficientede

sedimentaciónalgo mayorque el de la proteína,y de formano desplazableporel taxoide

acromáticodocetaxel.Estoindicaqueseunenala tubulina,aunqueasitios deunióndistintos

al sitio deuniónalmicrotúbulo.Elanálisisdeladistribuciónde coeficientesde sedimentación

(g(s*)) muestraparala tubulina un pico asimétrico,que indicaheterogeneidad,y que los

taxoidesse unen a las especiescon un coeficientede sedimentaciónmayorque el del

heterodímerodea~-tubulina.

Sehamedidolaunióndel Flutaxy derivadostantoa latubulinasoluble.El hechode

que estaunión no seasaturableen nuestrascondicionesde trabajodificulta el análisis,pero

se observauna unión de los ligandos a múltiples sitios en la moléculade tubulina. La

comparaciónentrelauniónala tubulinay a los microtúbulosmuestraquelapolimerización

dificulta la unión de taxoidesfluorescentesa latubulina.
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1.-Introducción.

1.1.-Microtúbulos

.

Losmicrotúbulossonpolímerosfilamentososquecomponen,juntoconlos filamentos

de actinay los filamentosintermedios,el citoesqueletode célulaseucariotas(Amosy Amos,

1991),dondedesempeñanmúltiplesfunciones,como son:

- Motilidad celular,formandopartede los cilios y los flagelos(Songy Mandelkow, 1995)

- Transportede vesículasdel retículo endoplasmáticoal aparatode Golgi (Lippincott-

Schwartz,1998)y transportea lo largodel axón(Bloomy Goldstein,1998)

- Mantenimientode la forma celular (Matus, 1991) y crecimientodel axón en células

nerviosas (Baas, 1997).

- Segregaciónde cromosomasdurantelamitosis(Inouéy Salmon,1995;Hymany Karsenti,

1996;Watersy Salmon,1997;Joshi,1998;Walczaketal., 1998)formandoel husomitótico.

Precisamentepor estafUnción en la división celular,sonel blanco de numerosasdrogas

antimitóticas(Jordany Wilson, 1998),comola coichicina(Hastie,1991)y el taxol (J4orwitz,

1992).

Estánformadosprincipalmentepor la unión no covalentede heterodímerosde aP-
tubulina(Bryany Wilson,1971),queensamblande formaorientadaen 11-16protofilamentos

quesedisponendeformaparalelaformandoel microtúbulo(Desaiy Mitehison,1997;Wade

y Hyman,1997;Downingy Nogales,1 998a).Estaformaordenadade ensamblarsela tubulina

confiereuna polaridadintrínsecaal microtúbulo,de formaquepresentaun extremo(+) o

distaldecrecimientorápidoy unextremo(-) o proximalde crecimientolento. Estosextremos

del microtúbuloseorientanen el interior de la célulacucarióticade formaque el extremo

negativosesitúaen los centrosomas,quesonlos orgánuloscitoplasmáticosencargadosde

nuclearel ensamblajede los microtúbulos(Mitchison y Kirscbner, 1984a).En células en

interfase,el centrosomasesitúaenel centrode la célula,demodoquelos microtúbulosse

orientanformandounadisposiciónradialconelextremo(+) emanandodesdeel interiorhacia

la periferia (Joshi, 1998).Durantela mitosis,el centrosomaseduplica en dos,quemigran

haciapolosopuestosdelacélulaparaquelos microtúbulosestablezcanelhusomitótico,con

el extremonegativomáspróximo alos centrosomas(Karsentiet al., 1996).Encélulasque

carecende centrosomas,comolas plantasy muchossistemasmeióticos,la organizaciónde
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1.-Introducción.

los microtúbulosselleva acabopor los cinetocorosde los cromosomas(Watersy Salmon,

1997).Enlos axonesyencilios y flagelosel extremonegativosesitúahaciael cuerpocelular

y el extremopositivova alapartedistal (Baas,1997).

Asociadascon la tubulina,e interaccionandocon ésta,los microtúbulospresentan

otros tipos de proteínas(Mandelkowy Mandelkow, 1995)entrelas quedestacanlas MAPs,

o proteinasasociadasa microtúbulos(Lee, 1993;Hirokawa, 1994;Dreweselal., 1998) y las

proteínasmotoras(Walkery Sheetz,1993;Vale y Fletterick,1997;Hirokawaeta!., 1998).

Las MAPs sonmoléculasque se asociana la tubulina estabilizandoy promoviendoel

ensamblajede los microtúbulos. Las proteínasmotorasson proteínasque transportan

orgánulos,vesículaso macromoléculasenel citoplasma,utilizando los microtúbuloscomo

“raíles” parallevar a caboel transporte.Además,la célulapresentaunaseriede proteínas

reguladorasde la dinámicade los microtúbulos,comola estatmina(Jourdainel al., 1997)y

la catanina(Shíinaetal., 1995).

1.2.-Tubulinas

.

Lastubulinassonunasuperfamiliadeproteínascompuestaporlas ay f3 tubulinas,que

forman el heterodímerode c¿-f3-tubulina,subunidadestructuralbásicade los microtúbulos

(Monasterio el al., 1995),y las y-tubulinas,que seencuentranenel centrosomaformando

núcleosde polimerización (Joshi et al., 1994). Recientementeseha descritoun análogo

procariotade la tubulina,laFtsz(¡ilcaneníationlemperaturesensítiveZ), que es una proteína

implicadaen ladivisión de bacteriasy arqueobacterias(Lutkenhausy Addinal, 1997).

1.2.1.-ay~tubulinas

Las a y ¡3 tubulinas son una famila de proteínas de ca. 450 residuos que unen

nucleotido(Carlier, 1991)y seencuentranmuyconservadasen la evolución.Se presentanen

célulaseucariotascomo isotiposdiferencialmenteexpresadosen distintostejidos, aunque

todavía no está totalmenteestablecidosi los isotipos tienen significado funcional. En

mamífierossehandescrito6 isotiposparacc-tubulinay 7 paraf3-tubulina(Sullivan, 1988,

3



1 .-JntrodwcióL

Ludueña,1998). La tubulinatambiénsufrenumerosasmodificacionespostraduccionales,

comosonla tirosinacióny detirosinaciónde a-tubulina,la acetilacióny deacetilacióndea-

tubulina,la fosforilaciónde determinadosisotiposde ¡3-tubulina,lapoliglutamilacióndea-

y ¡3-tubulina, la poliglicilación en axonemasde cilios y flagelosde Para¡neciumy otras

especies,y la generaciónde a-tubulinasin susdosúltimos residuos,y portanto incapazde

sufrir tirosinación/detirosinación(McRae eí al, 1997, Ludueña, 1998). Todas estas

modificaciones,exceptola acetilación,se localizanen el extremocarboxiloterminalde la

molécula,Estehecho,unidoaque los últimos residuosde la secuenciatambiénsonlos de

mayorvariabilidadentreisotipos,(Redekeretal. 1992),y aqueel extremocarboxiloterminal

sehapropuestocomositio de uniónde las MAPs (Serranoetal., 1984; ChauetaL, 1999) y

de motorescitoplasmáticos(Paschalet al., 1989; Marya et al., 1994; Larcherel al., 1996)

sugiereunpapelfuncionalparael extremocarboxiloterminalde la tubulina(de Peredael al.,

1996;Jiménez eta!., 1999).

Ambas subunidadespresentanun sitio de unión de nucleotido, que es no

intercambiableen la subunidada (sitio N, Spiegelmanel al., 1977)e intercambiableen la

subunidad1~ (sitio E, Weisenibergel al., 1968).El GTPunidoa lasubunidad¡3 sehidroliza

irreversiblementea 0DB duranteel procesodeensamblajea microtóbulos(Angelastroy

Purich, 1990). La tubulina con el sitio de unión de nueleotido de la subunidad ¡3

completamenteintercambiadoporGDP (0DB tubulina) y a altasconcentracionesde Mg24

ensamblaen estructurasanulares(anillos de tubulina,Díaz eta!.,1994).

Paraensamblaren microtúbulos,la tubulinanecesitade la presenciade ionesMg24

(Leey Timasheff,1977).La tubulinapresentadossitiosde altaafinidadparaelmagnesio:uno

enel sitio E de la ¡3-tubulina,asociadoalOIP, queseliberaal mediojuntoconel fostatotras

lahidrólisisdelnucleotido(Correiaetal.,1987),y otro enel sitioN, asociadoalaestabilidad

deldímerode la tubulina(Menéndezeta!., 1998).

1.2.2.-Estructuratridimensionalde a- y ~-tubulinas.

Se ha propuestoun modelo de estructuratridimensionalde la tubulina a 3,7 Á de

resoluciónapartir de cristalografiade electronessobrehojasdeZn, polímeroslaminaresque
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seobtienencuandolatubulinaseencuentraenpresenciade ionesZn2~ (Nogaleseta?,1998).

Enestaestructuraseobservaunnúcleoformadopordosláminas 3 flanqueadaspordocea-

hélices.Se puedendistinguirtresdominiosdistintos(ver figura 1.1):

- Un dominio N terminal,

estructuralmentehomólogo al sitio de

unión de nucleotidode Ras y de otras

proteínas G (Erickson, 1998),

constituidopor láminasbetaparalelas

quealternancona-hélices.

- Un dominiointermedioquecontieneel

sitio de unión del taxol en la subunidad

¡3.

- Un dominio carboxilo terminal, que

contiene dos a-hélices que pueden

contenerel sitio de unión de MAPs y de

motores,unidaspor un giro que puede

estar involucrado en la unión con el

siguiente monómero a lo largo del

microtúbulo.

En este modelo de estructura

tridimensionalnoserecogenlosúltimos

residuosdelextremocarboxiloterminal

Figura1.1.-Modelodeestructuratridimensionalde la de la tubulina, correspondientesa la
tubulina (Nogales el al., 1998). La orientación región hipervariable entre isotipos
correspondeaproximadamentea unavista del dímero
desdeel interior de un microtúbulo que estaría en (Redekeretal., 1992).
sentidoverticaly conel extremopositivoenlapartede
arriba de la figura. Las doshélicesC-terminal de la Recientementeseha descritoun
tubulinano seobservanenla figuraal encontrarseenla
parte de atrás de la molécula. Se muestranlos homólogoprocariotade la tubulina, la
diagramasdebolasde las moléculasde GTPy GDP,>’ FtsZ, una proteína de bacterias y
del docetaxel(ver apartado7.1 de estaIndroducción)
enel sitio de unióndel taxol. arqucobacteriasque interviene en la

división celular (Braruhilí, 1997, Lutkenhaus y Addinal, 1997).Estaproteínaensamblaen

5



1.-Introducción.

formadepolímerosfilamentosossimilaresa microtúbulosen presenciade GTP de forma

dependientede Mg2~(Mukherjeey Lutkenhaus,1998).Laestructuratridimensionalde laFtsZ

tambiénhasidoresueltarecientemente(Lówey Amos,1998).A pesardesuescasahomología

de secuencia,lacomparaciónentrelos dosmodelosmuestraquetienenunnúcleoestructural

común de plegamientoidéntico, lo que confirma la idea de la homologíaentre las dos

proteínas.Sin embargo,laFtsZ tieneunaextensiónaminotenninalausenteen la tubulina,

mientrasque las doshélicescarboxiloterminalesdea y ¡3-tubulina no seencuentranen la

proteínaprocariota.Estasobservacionessugierenqueambasproteínashanevolucionadode

un precursorancestralde FtsZ(Egelman,1998,Faguyy Doolittle, 1998).

1.2.3.-y-tubulina.s.

Lasy-tubulinasseexpresanen la célulaen unacantidadmuchomenorquelas ay ¡3

tubulinas,con lasquepresentanunahomologíade entreel 28 y el 35%.Estánpresentesen

el materialpericentriolardel centrosoma,aunquetambiénseencuentranen centriolos,y en

el cuerpobasalde cilios y flagelos(Oakley,1992; Joshi, 1994).En el centrosomaforman

partedecomplejosanularesformadospordiezomásunidadesdey-tubulinay otrasproteínas

asociadas,quesirvendepuntodenucleaciónparalos microtúbulos(Moritz el al, 1995;Zheng

eí al., 1995). Ericksony Stofler (1996)hanpropuestoun modelo en el quelas y-tubulinas

formanunaespiral queseprolongatangencialmenteen un protofilamentorectoqueserviría

de núcleodepolimerizaciónal queseañadiríansubunidadesde «-I3tubulinaparaformarel

microtúbulo.Curiosamente,sehademostradorecientementequelas y-tubulinastambiénse

expresanenla célulacomo formasisotípicas(Ludueña,1998).

1.3.-Proteínasasociadasconmicrotúbulos

.

1.3. 1.-MAPs.

Sonunaclaseheterogéneadeproteínasqueestabilizany promuevenel ensamblaje de

microtúbulos, tanto in vivo como iii vitro (Drewes et al., 1998). Se puedenpurificar

6
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conjuntamenteconla tubulinatrasvanosciclosde ensamblajey desensamblaje.Al conjunto

de MAPsmás tubulina se le denomina proteína microtubular (MTP).

Las principalesMAPs identificadashastael momentosonMAP lA, iB, 2A, 2B, 2C,

MAP4 y tau. Las MAP2, (1828 aminoácidos),MAP4 (1072 aminoácidos)y tau (432

aminoácidos)estáncompuestasporunaregiónaminoterminaly unaregióncarboxiloterminal

quecontienede3 a4 regionesde 18 aminoácidosqueconstituyenel motivo deuniónde estas

MAPsamicrotúbulos(Gustkeel al., 1994;Coffeyy Purich, 1995).En la MAP lB estemotivo

estácompuestopor21 repeticionesde 4 aminoácidos(Lys, Lys, Gín, X, siendoX cualquier

residuo)cercadel centrode lamolécula(Noble eta!., 1989).

Las MAPspresentanunadiferentedistribuciónen los tejidos:MAP 1, MAP2 y tauson

específicasdetejidonervioso,mientrasqueMAP4 sedistribuyeentodoslos tejidos.Además,

MAP 1 seencuentraendendritasy axones,MAP2predominantementeendendritasy tausobre

todo en axones(Hirokawa, 1994).Estadistribuciónpreferencial,unidaal hechode quelas

MAPs soncomponentesdepuentesmolecularesentremicrotúbulosy entremicrotúbulosy

otrosorgánulos, hacepensarquelas MAPs puedenestarinvolucradasen la morfogénesis

neuronal(Matus,1991).

Las proteínastautienenimportanciaen la enfermedadde Alzheimer:en pacientes

afectadosporestademencianeurodegenerativa,tausehiperfosforila,perdiendola afinidad

porlos microtúbulosy formandofilamentoshelicoidalesaberrantesquesirvendemarcadores

indicativosde estaenfermedad(Mandelkowy Mandelkow, 1998).

1.3.2.-Proteínasmotoras.

Sonproteínasquetransportanorganuloso macromoléculasen el interiorde lacélula

mediantedeslizamientoa lo largo de los microtúbulos.Para desempeñarsu función,

interaccionancon la superficiede los microtúbulos,y transformanlaenergíade lahidrólisis

delATP en energíamecánicaqueproduceel desplazamiento.El transportemediadopor las

proteínasmotorasesdireccional,de formaquepuededirigirsehaciael extremo(+) o distal

de los microtúbulos(en estecasosedenominatransportecentnpetoo anterógrado)o haciael

extremo(-) o proximal (centrífugoo retrógrado)(Walkery Sheetz,1993,Hirokawaet al.,

7
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1998).

Los microtúbulosutilizan estasproteínasparaposicionarseen la célulay parala

separacióndelos centrosomashacialosdosextremosdelhusomitótico (Karsentieta!.,1996;

Walczaketa!.,1998).Enla figura 1.2 semuestracómolos centrosomasseseparanmediante

fuerzasde empujeejercidasportransportadoresquesedeslizanhaciael extremopositivode

microtúbulos que crecen desde

centrosomasopuestos,o porfUerzas

de arrastre de proteínasmotoras

dirigidas al extremo negativo

asociadas a la membrana. Los

motoresretrógradosasociadosa la

membrana nuclear también

colaboranenmanteneral centrosoma

~T
Trans~ pu,rtadores cercadel núcleo.La célulatambién

Cetttrosomaslacia e exíTemo -

poslino negativo utiliza las proteínasmotoras,junto
con fuerzas de crecimiento y

Figura 1.2.- Separaciónde los centrosomasy formacióndel decrecimientode los microtúbulos,
huso mitótico mediante fuerzas ejercidas por motores
citoplasmáticossobrelosmicrotúbulos.TomadadeKarsentiet para el movimiento de los
a! (1996). cromosomasdurante la mitosis (ver

apartado 6.4 de esta Introducción).

Los principalestiposdeproteínasmotorasestánrepresentadospor la familia de las

dineinasy la familia de lasquinesinas.

1.3.2.1.-Dineinas.

Se encargandel transportede moléculasy vesículashaciael extremo(-). Pueden

distinguirsedineinasdeaxonemas,quemuevencilios y flagelos,y dineinascitoplasmáticas,

queseencargandel tráfico de vesículasen célulasen interfase,transporteretrógradoen el

axón de células nerviosas,de la organizaciónde centrosomasdurante la mitosis y de

migraciónnuclearenhongos(Milisav, 1998).
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Tienenun pesomolecularde másde 106 Da.,y estánformadasporvariascadenas

pesadas,intermediasy ligerasquesedisponenendoscabezasglobularesdetamañoy forma

similar,conectadasaunabaseglobularde menortamaño.El sitio de uniónde ladineinaalos

mícrotúbulosestáseparadode las cabezasglobularesmediantedoscadenasquesedisponen

de formaantiparalelaformandounadoblehélicesuperenrolladade ca. 10-12nmque separa

lascabezasde ladineinadelmicrotúbulo(Ceey Vahee,1998).Este“tronco” deuniónparece

estarimplicado en la transmisiónde señalesentreel microtúbuloy las cabezasdeladineina

(Vallee y Cee, 1998).

1.3.2.2.-Quinesinas.

Sonunafamiliade proteínasqueseencargandeltransportehaciael extremodistalde

los microtúbulos(Vale y Fletterick, 1997),aunqueexistenproteínasrelacionadascon la

quinesinaquesemuevenhaciael extremonegativo,comola ncd (“non claretdisjunctional”;

Sablineta!., 1996).El monómerode quinesinaestáformadopordoscadenasproteicas,una

ligera y una pesada,que sedisponenen tres dominios. El másestudiadoes el dominio

globular que constituyela “cabeza”de quinesína.Este dominio es el responsablede la

generacióndefuerza,porlo quetambiénseledenomina“dominiomotor” (Yangetal., 1990).

Laestructuratridimensionaldeldominio motorseconoceporcristalografiade rayosX (Kull

etal., 1996;Kozielski etal., 1997).Además,presentaunaregiónintermediahelicoidaly una

regiónterminalo “cola” quecontienela cadenaligera.

Lasquinesinasseencuentrannormalmenteen lanaturalezaenformadedímerosque

contienendos cabezas,unidas entre sí por las regionesadyacentesal dominio motor,

denominadas“cuello”. Los cuellos interaccionanentre sí formando dobles hélices

superenrolladas,capacesporsí mismasde mantenerla uniónentrelas cabezas.(Kozielski et

al., 1997;Romberget al., 1998).

Unacaracterísticaimportantede las quinesinasesla “procesividad”:unamolécula

individualpuedemoversecontinuamentealo largodelmicrotúbulograndesdistancias(varias

micras), avanzandovarios pasos sin disociarse.Un modelo sencillo de explicar este

comportamientoesque las dos cabezasde la quinesinaseunensucesivamenteala pared
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mícrotubular,demodoquelaprimeracabezano seseparahastaqueno seunala segunda,es

decir, al menos una de ellas debemantenersepermanentementeunida al microtúbulo

(Hancocky Howard, 1998; Marx etal., 1998). El cuello de la quinesinatambiénjuegaun

papelimportante,aunqueno esencial,enlamotilidaddelascabezasalo largodelmicrotúbulo

(Romberget al., 1998). El movimiento de la quinesinaa lo largo del microtúbulo está

reguladoporlahidrólisisdel GTP (Mandelkowy Johnson,1998).

1.3.2.3.-Autoorganizaciónde microtúbulosy proteínasmotoras.

La tubulina y los motorescitoplasmáticostienencapacidadautoorganizativa.Los

mícrotúbulos,en presenciademotoresretrógradosformandisposicionespolaresde forma

radial (ásteres),en ausenciade centrosoma(Joshi, 1998; Hyman y Karsenti, 1996). Un

conjuntode motoresdirigidos al extremoproximal o (-)‘ asociadosen formamultimérica,

puedeninteraccionarcondosmicrotúbulosy moversehaciasuextremonegativo,dondese

acumulan.Si sonmásde doslos microtúbulosinvolucradosen el proceso,segenerauna

disposiciónradial demicrotúbulosdenominada“áster”, conlos microtúbulosorientadoscon

el extremonegativohaciael centro(Verdeeta!., 1991),comosehademostradoenextractos

de huevode Xenopusconmicrotúbulosestabilizadoscontaxol.

Las quinesinastambiénpuedenformar ásterescon microtúbulosorientadoscon el

extremopositivo haciael centro(al contrario quelas disposicionesradialesfisiológicas).

Nédeleeeta!. (1997)generaronestetipo de ásteresconun sistemaconsistenteúnicamenteen

construccionesdequinesinacon múltiples cabezas(variascabezasdequinesinaasociadas

medianteeslabonesde biotina-estreptavidina)y microtúbulosestabilizadoscon taxol.

Watersy Salmon(1997)hanpropuestoun modelo en el que los microtúbulosson

capacesde formarel husomitótico en ausenciade centrosomas,comoocurreen célulasde

plantasy enmuchossistemasmeióticos.Los motoresdirigidosal extremoproximalactuarían

nucleandomicrotúbulosporsuextemonegativo,comosehadescritoparaextractosdehuevo

deXenopus,mientrasquelos motoresdirigidosal extremopositivoactúande formaparecida

a la descritaen la figura 1.2, actuandode puenteentremicrotúbulosque procedende poíos

opuestos.Healdetal. (1996)consiguieronobtenerdisposicionesbipolaresde microtúbulos
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semejantesal huso mitótico alrededorde partículasrecubiertasde DNA en ausenciade

centrosomasapartir de extractosde huevodeXenopus.

1.3.3.-Proteínasreguladorasde ladinámicade los microtúbulos.

Son proteínas que colaboran con las MAPs en la regulación celular del

comportamientodinámicode los microtúbulos(ver apartado6 de estaIntroducción).La

estatmina(Jourdainel a!., 1997) seune a dosmoléculasde heterodímerosde tubulina

formandoun complejotemario (Belmont y Mitchison, 1996) y aumentala frecuenciade

catástrofeo depolimerizaciónrápidade losmicrotúbulos.Tambiénsehandescritoproteínas

que actúanseccionandomicrotúbulosdurantela metafase(Shiínaet al., 1995), como la

catanina(MacNally y Vale, 1993),el factorde elongacióncc-1 (Shiinael al., 1994) y una

proteínaoligoméricade 56 Kda identificadacomo p-56(Shiinaeta?.,1992).

1.4.-Estructurade los microtúbulos

.

La estructuratridimensionalde los microtúbulosse conocepor reconstrucciónde

imágenesde microscopiaelectrónicade microtúbulosflagelares(Amos y Eagles,1987),

difracción de rayosX en fibras (Beeseel al., 1987), dispersiónde rayosX en solución

(Andreuel a!., 1992, 1994)y pormicroscopiaelectrónicade microtúbulosnaturales(Wade

y Chrétien,1993;Hiroseetal., 1997)o decoradosconel dominiomotordelaquinesinaocon

laproteínamotorarelacionadacon laquinesinancd (Sosay Milligan, 1996;Sosael al., 1997;

AmosyHirose,1997;Hiroseel aL, 1998;Wadeel al., 1998).La resoluciónalcanzadaporla

combinaciónde diferentesmétodosde reconstrucciónde imágenesde criomicroscopía

electrónicaes de 2 a 4 nm, mientrasque pordispersiónde rayosX de microtúbulosen

soluciónseobtieneunaresoluciónde 3 nm (Díazet al., 1994).

Losmicrotúbulossonpolímeroscilíndricosde típicamente25 nm de diámetro.El

diámetrointerno del tubo es de ca. 15 nm, y el grosorde la paredde unos 5 nm. Están

formadosporalineamientode 11 a 16 protofilamentosparalelosde ccI3-tubulina.El número

másfrecuentedeprotofilamentosen microtúbuloscelularesesde 13 (Wadeel a!., 1990),

11



1.-Introducción.

aunquesehandescritomicrotúbulosnaturalesdedistintonúmerode protofilamentos(Burton

et al., 1975; Chalfiey Thomson,1982; Eichenlaub-Rittery Tucker,1984).El heterodímero

de x¡3-tubulinasedisponealo largodelprotofilamentode formaorientada,de formaquela

subunidadI~ va al extremopositivo(Mitchison, 1993;Fanet al., 1996;Hiroseeta!., 1997).

En la figura 1.3 semuestrala reconstruccióntridimensionalde un microtúbulo apartir de

fotografiasde criomicroscopíaelectrónica.

A

B

+ e

Figura 1.3.- Vista tridimensional de un microtúbulo. La estructura se ha reconstruido a partir de
criomicroscopíaelectrónicademicrotúbulosde 15 protoñiamentos.A, vista del exterior del microtúbulo.B,
vista desdeel interior. La seccióntransversalen gris másclaroseñala un dímero (80 A de longitud). La
orientaciónenA y enB estal queel extremopositivoestáenlapartedearribade la figura. C, cortetransversal
de un microtúbulovisto desdeelextremonegativo.Nóteseque las subunidadesdetubulinaestánligeramente
inclinadasenel sentidode las agujasdel reloj. La figuraestátomadade Downingy Nogales,(1998a).

Puedenestablecersedostiposdecontactoslateralesentrefilamentos:tipoA, enel que

los contactosinterfilamentosentresubunidadesdetubulinasondeltipo a-II, y tipo B, donde

los principalescontactoslateralesentrefilamentossonentresubunidadesdelmismotipo (a-a

o j3-¡3) (ver figura 1.4). A lo largo del microtúbulo, cadaprotofilamento se encuentra

ligeramentedesplazadoconrespectoal anterior,de formaquelos monómerosadyacentesse

disponenenhélicestransversasal microtúbulo(verfigura 1.4,panelescentrales).Unahélice
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Sp

que partade un monómeroenunprotofilamentocualquierade referencia,tras unavuelta

completaal microtúbulo,alcanzaal mismoprotofilamento5 monómerosmásarriba.Esto

quieredecirque senecesitan5 hélicestransversalespararellenarunaredmicrotubular.Se

dice que la red tiene 5 comienzosde hélice.Estenúmero5 sirve paraclasificar las redes

microtubulares(Wadey Cbrétien,1991;Hymanel a!., 1995;Wadey Hyman, 1997).

Redtipo A

+ +

o
3‘¡iii
“mg,

Sin discontinuidad Con discontinuidnd.
Redtipo 13

3 31
3 II

33 31

Figura1.4.-Redde laparedde losmicrotúbulos.Laredtipo A (panelessuperiores)y B (panelesinferiores)
semuestranen elplano (panelescentrales)y enrolladasenmicrotúbulos(panelesde losextremos).A la
izquierdase representanlas redessindiscontinuidad,y a laderechacondiscontinuidad.Lasflechasenlos
panelescentralesmuestranhélicestransversasal microtúbulode subunidadesadyacentes.La figura está
tomadadeWadey Hyman(1997).

Los microtúbulosmásfrecuentessonlos de 13 protofilamentosordenadosdelaforma

B (Songy Mandelkow, 1995).Estaorganizaciónde los protofilamentosimplica que los

microtúbulospresentanunadiscontinuidad(“costura”)longitudinalenlaquelos contactosson

tipoA (ver figura 1.4).Lapresenciade esta“costura” dependedeltipodered,delnúmerode

13



1.-Introducción.

protofilamentosN y del número5 de comienzosde hélice (Wadey Hyman, 1997). Seha

observadotambiénen microtúbulosde 11, 12, 14 y 15 protofilamentos(Sosay Milligan,

1996).Susignificadofuncionalsedesconoce,aunquepodríaestarrelacionadoconelproceso

de polimerización/despolimerizacióndel microtúbulo: sehamostradopor criomicroscopia

electrónicacon resolucióntemporalque los microtúbuloscrecenpor elongaciónde hojas

abiertasquedespuéssecierranen microtúbulos(Chrétienet al., 1995).

Para acomodarsea los tipos de redesdescritos,los protofilamentosgeneralmente

sufren pequeñastorsiones, de forma que no son completamenteparalelosal eje del

microtúbulo (Wadeel al., 1990). Estas torsioneshacenque las superposicionesde los

protofilamentossobrelos de la caraopuestadel microtúbulono seancontinuas,sino que

formenunpatróndefranjascaracterísticoqueseobservacuandosevisualizanmicrotúbulos

por microscopiaelectrónica.Este patrón dependedel númerode protofilamentos,de la

distanciaentreellos,delnúmero5 de comienzosde hélice y deldesplazamientotransversal

deunosprotofilamentossobreotros(Clirétíeny Wade,1991;Wadey Chrétien,1993;Hyman

eta!., 1995).

Recientementeseha desarrolladoun método paradeterminarla polaridad de los

microtúbulosanalizandolos patronesde franjas basadoen queestospatronestienenforma

de puntade flecha que señalahacia el extremopositivo en microtúbuloscon torsión de

protofilamentosen sentidoantihorario,y haciael extremonegativo en microtúbuloscon

torsión de los protofilamentosen el sentidode las agujasdel reloj (Sosay Milligan, 1996).

Estadisposiciónestárelacionadacon la inclinación que seobservaen las subunidadesde

tubulina en las reconstruccionestridimensionalesde tubulina, en las que se ve cómo la

tubulinaestáinclinadaen sendidohorariocuandoseobservadesdeel extremonegativodel

microtúbulo(Sosay Chrétien,1998,ver figura 1.3).

1.5.-HojasdeZn

.

Ademásde los microtúbulos,la tubulinapolimerizaen polímeroslaminares(“hojas

de Zn”) cuandoseencuentraen presenciade ionesZn2~ (Larssonel al., 1976).Estashojas

tienenunaestructuraenprotofilamentossimilaresa los delos microtúbulos,salvoqueen una
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disposiciónantiparalela,esdecir,con lapolaridaddelos protofilamentosadyacentesopuesta

(Amosy Baker,1978;MacEweneta!., 1983).LashojasdeZn puedencurvarsey cerrarseen

tubos(“macrotubos”)de 300a500 mndediámetro.Estosmacrotubostiendenaformarseen

ausenciade MAPs, de forma dependientede pH, y tienen la misma organizaciónde

protofilamentosque lashojas de Zn, salvo que seencuentrancenadosy desplazadosun

ángulode 23 a270 conrespectoal ejedel tubo (Wolfet a!., 1993).

Las hojas de Zn también se han observadopor microscopiaelectrónicaa baja

resolución(15 A, Bakery Amos, 1978)y suestructurasehacomparadocon imágenesde

microtúbulosnaturales(Hiroseel a!., 1997)encontrandoque los protofilamentostienenla

mismaestructuraen ambospolímeros.Wolfet a!. (1996)tambiéncompararonla estructura

de los protofilamentosen hojasde Zn y en microtúbulosportresprocedimientosdiferentes:

superpusieronsumodelo de tubulina obtenidoapartirde cristalografiade electronessobre

hojasde Zn conunareconstrucciónhelicoidalde imágenesde microtúbulosobtenidaspor

criomicroscopíaelectrónica(Kikkawa et al., 1995); comparandodatos de difracción de

electronesde hacesde microtúbulosestabilizadoscontaxol y embebidosen hielo con datos

de difracciónde hojasdeZn; y correlacionandolos protofilamentosdehojasde Zn con los

protofilamentosobtenidosa partir de una reconstrucciónde microtúbulosde axonemas

abiertosde Clilamydomonas.Estascomparacionesmuestranque laestructurasecundariade

la tubulinay laorganizacióngeneralde losprotofilamentoseslamismaenmicrotúbulosy en

hojasde Zn. Sin embargo,lasuperposiciónde imágenesde reconstruccioneshelicoidalesde

mícrotúbuloscon el modelo de tubulina en hojas de Zn muestraque el grosor del

protofilamentoesmenoren hojas de Zn queen microtúbulos(50 A frente a 60 A). Una

explicación a esta diferencia podría ser que la conformación de la tubulina en los

protofilamentosdehojasde Zn esmáscompacta.Estecambioen laconformaciónmolecular

puedeserdebidoala unióndelZn, o bienaque los contactosinter-filamentossondiferentes.

Estoscontactoslateralesen las hojasde Zn, dondelos protofilamentossealineande forma

antiparalela,puedenserdiferentesa los delos microtúbulos,en los quelos protofilamentos

adyacentessonparalelos.

EstashojasdeZn sehanempleadoparaobtenercristalesbidimensionalesdetubulina

apropiadosparatratarporcristalografiadeelectrones.A partirdeestoscristalessehaobtenido

15



1.-Introducción.

un modelotridimensionaldela tubulinaaaltaresolución(hasta3.7A; Wolfet a!., 1993,1996;

Nogaleseta!., 1995; Nogaleseta!., 1998).

1.6.-Dinámicademicrotúbulos

.

Cuandola tubulina se encuentrapor encimade una determinadaconcentración,

denominadaconcentracióncrítica(Oosaway Aakura, 1975),y encondicionesapropiadasde

composicióndel medioy temperatura,ensamblareversiblementeen microtúbulos(Desaiy

Mitchison, 1997).Estaconcentracióncrítica(Cr) dependedelascondicionesdela disolución

enque seencuentrela proteína(Leey Timasheff, 1977).Duranteel procesodeensamblaje,

el GTPunidoala subunidadl~ sehidrolizaaGDP. Unavezunidala tubulinaalpolímero,el

GDP unido al microtúbulo no seintercambiacon el GTPen solución(Weisenberga al.,

1976).

1.6.1.-Ensamblajede microtúbulos.

La polimerizaciónde tubulina en microtúbulospresentados fases:una fase de

nucleación, en que la tubulina se asocia en forma lineal para formar núcleos de

polimerización,y unafasede elongacióno crecimientodelpolímero,enquelas subunidades

seasocianalos microtúbuloscrecientesen formacooperativa(Andreuy Timasheff, 1986).

En la fasede nucleaciónlas subunidadessevanadicionandounassobreotras,de formaque

sólo seestableceuncontactointersubunidades.Las reaccionesquetienenlugarsondeltipo:

I~+fl*4 I~

P2+fle 1~
(1.1)

Donden eselnúmerode subunidadesenelnúcleode polimerización.Laconstantede

asociaciónparacadapaso(1(,,) será:
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(1.2)

Siendolos valoresde K,, paracadapasoidénticosy pequeños.

En la fase de crecimiento la adición de cadasubunidadtiene lugar de forma

cooperativa,e implica la formaciónde contactoslateralescon unao mássubunidadesen el

polímero.

¡1+1

(1.3)

~t< <4

La constantede equilibrioparacadapaso(K5) será

Kg (1.4)
[1~~~][1~]

Siendolos valoresde Kg idénticosparacadapasoy grandesen comparacióncon 1<,,.

En condicionesde polimerización,Kg esmuchomayorque 1<,,, y la constantede

elongaciónaparentede los microtúbulos(K,app)sepuedeigualaraKg. La tubulinaensambla

en microtúbuloshastaquesealcanzaun equilibrio en el que la concentracióndeproteína

soluble es igual a la concentracióncrítica, y la concentraciónde polímero es igual a la

concentracióntotaldetubulinamenosla concentracióncrítica.Oosawaetal. (1975)mostraron

que,con bastanteaproximación,la concentracióncríticaesigual a la inversade la constante

aparentedeelongación.Estaaproximaciónes completamenterigurosacuandoseensamblan

mícrotúbulosapartir de GDP tubulina(Díazy Andreu,1993).
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1.6.2.-Inestabilidaddinámica.

Los microtúbulospolimerizadosa partir de GTP tubulina no estánrealmenteen

equilibrio, sino que se encuentranen estado estacionariocreciendo y decreciendo

estocásticamenteen una situaciónconocidacomo“inestabilidaddinámica” (Mitehison y

Kirschner,1 984b),consumiendocontinuamenteenergíaenformadehidrólisisdelGTPde las

subunidadesquesevan adicionandoal microtúbulo.Estecomportamientoseha observado

tanto in vivocomoin vitro (Kirschnery Mitchison, 1986;Mandelkowy Mandelkow,1992;

Cassimeris,1993;McNally, 1996;Desaiy Mitchison,1997).Los microtúbulosalternanentre

fasesdecrecimientolento y despolimerizaciónrápida(o “catástrofe”).Los microtúbulosen

fasede catástrofepuedenvolver afasede crecimientoen unprocesodenominado“rescate”.

La frecuenciade alternanciaentreestasfasesesdiferenteenlos dosextremosdelmicrotúbulo,

siendo la tasa netade elongaciónmayor en el extremo (+) (Walker et al., 1988).

Recientemente,sehapropuestolaexistenciadeun intermediocinéticometaestableentrelos

estadosdeelongacióny decrecimiento(Traneral., 1997).

1.6.3.-“GTP-cap.”

El comportamientodinámicode los microtúbulosestáreguladopor lahidrólisisdel

GTP. Hemosvisto cómo tras la incorporaciónde la tubulina al microtúbulo,el GTP se

hidroliza irreversiblementea GDP, de formaque las subunidadesquedanincorporadasal

polímeroenformadeGDP-tubulina.Sin embargo,lahidrólisisdel GTPnoesnecesariapara

el ensamblajede los microtúbulos, aunquesí para generarun polímero dinámico: los

microtúbulosensambladosenpresenciade análogosdel GTPque no sehidrolizan tras la

unión de la tubulina al polímero, como el GMPCPP(metiléndifosfato de guanosina)son

capacesde ensamblar,perono muestraninestabilidaddinámica(Caplow,1992;Hymanela!.,

1992; Caploweta?.,1994a).

La explicaciónmásrazonablea estefenómenoes que la hidrólisis del GTP y la

incorporación de monómerosal microtúbulo están sujetas a regulación diferente: en

condicionesde ensamblaje,la tasade hidrólisisesmáslentaquelatasadeunión de tubulina
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(Hill y Carlier, 1989), de forma que los polímerosencrecimientopresentanuna capade

subunidadesdeGTPtubulinaen susextremos.Estacaparecibeelnombrede“GTP-cap”.Los

microtúbuloscontinúancreciendomientrastenganuna “GTP-cap” en sus extremos.En el

momentoen que éstadesaparece,entranen fasedecatástrofe.Aunqueésteesel modelomás

razonable,todavíano seha detectadola presenciade GTP tubulina en los extremosdel

microtúbulo,y eltamañode la “GTP-cap”sedesconoce.Sehapropuestoqueunamonocapa

de GTPtubulina seriasuficienteparaestabilizarlos microtúbulos(Drechsely Kirschner,

1994; Chrétienel aL, 1995; Caplowy Shanks,1996).

Para explicar estecomportamiento,y las diferentespropiedadesmecánicasque

presentanlos microtúbulosensambladosconnucleotidoslentamentehidrolizables(Vale etal.,

1994; Hymaneta!., 1995)sehapropuestoun modeloenel queel dímerode tubulinaexiste

en equilibrioentredosconformaciones:una“rígida”, inducidapor lapresenciade GTPen el

sitio E, que esla forma activade la tubulina, y por tanto favorablea lapolimerizaciónen

microtúbulos,y una“curvada” inactivainducidapor lahidrólisis delnucleotido,favorablea

la catástrofe(Melki el al., 1989, 1990; Díaz el al., 1994; Barbier el al., 1998).La GDP-

tubulina en el interior del microtúbulosemantieneen conformaciónpróximaa la rígida

graciasala fuerzade los contactoslateralesentrelos protofilamentos(Chrétienetal., 1998).

La hidrólisis del nucleotido en la “GTP-cap” haría que se debilitaran estos enlaces

interfilamentosy queelmicrotúbulocomenzaraadepolimerizar(Drechsely Kirschner,1994).

Sehaobservadopormicroscopiaelectrónicaquelos protofilamentosde microtúbulosenfase

de catástrofesedespeganen forma curvada(Mandelkowel aL, 1991), lo quepareceser

indicadorde unaconformacióncurvadade la GDP-tubulina.Sin embargo,seha propuesto

recientementequeestacurvaturadelos protofilamentosdespegándosedelmicrotúbulopuede

serdebidasimplementeaun cambioenla fuerzade los enlaceslateralesinterfilamentos,más

queauncambioenla estructurade la tubulina(Jánosiet al., 1998).

1.6.4.-Inestabilidaddinámicade microtúbuloscelulares.

Losmicrotúbuloscelularessonmuchomásdinámicosquelos microtúbulosobtenidos

in vitro (Simonet al., 1992).Estoesdebidoaquela célulautiliza la inestabilidaddinámica
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para el movimiento de orgánulos en el

Figura 1.5.- Generación de fuerzas en el
citoplasmapor la inestabilidaddinámicade los
microtúbulos.a y b, microtúbuloscon el extremo
(s-) libre en fases de crecimiento y catástrofe,
respectivamente.c y d, microtúbulosancladosa la
membranaqueutilizan la fuerzade crecimientoo
decrecimientopara deformar la misma o para
mover el centrosmoma.e, f, microtúbuloscon el
extremo positivo anclado a orgánulos
citoplasmáticos. g, h, i microtúbulos
interaccionandoconel cinetocoroy el centrosoma,
utilizando la inestabilidaddinámicaparamoverel
cromosoma.j, microtúbulosqueseentrecruzanvía
motoresy utilizan la fuerzade elongaciónpara
separarloscentrosomasy formarel husomitótico.
k,microtúbuloempujandounbrazodelcromosoma
lejos del Centro de la célula. Figura tomadade
Inoué(1997).

citoplasmay para la organizacióncelular

durantela mitosis,en la quejuegaunpapel

esencial(Jordanet a!., 1996): durante la

prometafase,la célula generamiles de

microtúbulos por minuto a partir del

centrosoma.Cadamicrotúbulocrecedurante

un períodode tiempohastaentraren fasede

catástrofe.Se piensaque la célula usaesta

generaciónal azardepolímerosparaexplorar

distintas configuraciones, algunas de

las cualesseestabilizanvía interaccióncon

los cinetocorosde los cromosomas,o con

motores,o con otros microtúbulos,hasta

formar el huso mitótico (Inoué y Salmon,

1995;Inoué,1997).Durantela metafase,los

cromosomasunidos a los microtúbulos

oscilanentomola regiónecuatorialdelhuso,

en concierto con crecimientos y

decrecimientosdelos microtúbulos,mientras

que la tubulina se va añadiendo

continuamente a los extremos de los

mícrotúbulosunidos a los cromosomasal

mismo tiempo que sepierde de los extremosde los microtúbulosunidosal centrosoma.

Durantelaanafase,losmicrotúbulosunidosa los cromosomasdecrecen,al mismotiempoque

otrosmicrotúbulosen la zonamediadel husocrecen.

En la figura 1.5 semuestrala forma en la que la inestabilidaddinámicade los

microtúbulossetraduceen lageneracióndefuerzasen elinterior de lacélulaparaposicionar

orgánuloscitoplasmáticosy parael movimiento de los cromosomasy la deformaciónde la

céluladurantela mitosis.
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1.6.5.-Regulaciónde la inestabilidaddinámica.

Laparticipacióndirectadela inestabilidaddinámicaenla formacióndelhusomitótico

implicaquedebeestarsometidaamúltiplesfactoresde regulación,entrelos quedestacamos

los siguientes:

- Interaccióncon MAPs: los microtúbuloscelularesestánestabilizadosporMAPs

durantela interfase(Hymany Karsenti, 1996; MacNally, 1996). Cuandolas MAPs están

unidasa los microtúbulos,la fasede rescateesmásfrecuenteque la fasede catástrofe,y los

mícrotúbuloscrecencontinuamentedesdeel centrosoma.Estamodulaciónde la inestabilidad

dinámicaestáreguladaporfosforilación:enlaentradaenmitosis,lasMAPs sefosforilan,con

lo quedisminuyesuafinidadporlos microtúbulos(Itoh a al., 1997),y éstossevuelvenmás

dinámicos.Las proteinquinasasmásfrecuentementeimplicadasen la fosforilación de las

MAPs sonel MPF, o factorpromotorde la metafase,que es la formaactivadel complejo
p34cdc2/ciclinaB(Ookataetaí,1997)y lasMARKs, o quinasasreguladorasdelaafinidadpor

los microtúbulos(Dreweseta!., 1998).

- Interaccióncon el cinetocoro:cuandovarios microtúbulosque crecendesdeel

centrosomasoncapturadosporun cinetocoro,formanlas fibras del cinetocoro,quesonlos

mícrotúbulosmásestablesdel husomitótico (Mitchisonetal., 1986).Estaestabilizaciónno

seproduceporsupresiónde la fasede catástrofe,sino porqueel cinetocoroimpide que se

separenlos microtúbulosunidos aél.

En la interacciónde los microtúbuloscon el cinetocororesidetambiénel punto de

controldelamitosis(Wells,1996;Riedery Salmon,1998).Enprofasey prometafase,hayuna

seriede proteínas(proteínasMAD -mitosisarresí deficient-y proteínasBUIR -budding

uninhibitedby benzimidazol-)que selocalizanenel cinetocoro(Li et al., 1996; Rudnery

Murray,1996;Straight,1997).Launióncorrectadelos microtúbulosalmismohacequeestas

proteínasseseparene inicien una seriede señales(entreellas inactivacióndel MPF) que

conducenal inicio de la anafase.Si sedetectandefectosenéstaunión, el ciclo celularse

detieneen metafasey la célulano continúadividiéndosehastaqueeldefectosecorrige.

- Proteínasreguladoras,descritasen el apartado3.3 de estaIntroducción.
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1.7.-Taxol

.

Porsupapelfundamentalen la formacióndelhusomitótico, los microtúbulossonel

blancode numerosasdrogasantimitóticas(Wilsony Jordan,1994;Jordany Wilson, 1998;

Rowinskiy Donehower,1991).Seconocennumerosasdrogasqueinhibenlapolimerización

y desensamblanmicrotúbulos,comolacoichicina(Hastie,1990),lapodofilotoxina(Cortese,

1977)y lavinblastina(Tosoel aL, 1993).

El taxol (Horwitz, 1992;Kingston,1994)difieredelas anterioresenquesumecanismo

de acciónespromovery aumentarel ensamblajede los mierotúbulos.Tienelapropiedadde

ensamblarla tubulinaen su forma inactiva(“GDP-tubulina”; Díaz y Andreu, 1993) y de

suprimirla inestabilidaddinámicade losmicrotúbulosa concentracionessubestequiométricas

(Derry el al, 1995). Los microtúbulos ensambladoscon taxol presentanpropiedades

características:tienencomopromedioun protofilamentomenosquelos ensambladoscon

glicerol, con MAPso con el análogomássolubledel taxol docetaxel(Andreuel al., 1992,

1994).Además,el taxol induceun alargamientodelespaciadoentremonómerosdetubulina

a lo largodelprotofilamentosimilaral observadoenmicrotúbulosensambladosconanálogos

no hidrolizablesde GTP(Arnal y Wade1995)y modificala flexibilidad delos microtúbulos

(Venieretal., 1994;Mickeyylioward, 1995).Sumecanismode acciónmolecularpareceser

estabilizarlos microtúbulosmediantemodificaciónde contactoslateralesentrefilamentosy

cambiode conformaciónde la tubulinade forma“curvada” (la que adoptacuandoestáen

formade GDP tubulina)a“rígida” (Díazel al., 1993, 1996; Downingy Nogales,1998b).

El mecansimode acciónde taxol anivel celulara altasconcentracionesesbloquear

lamitosiscelularaumentandolacantidaddemicrotúbulosy formandoestructurasaberrantes,

comohacesdensosde microtúbulosy ásteres(Rowinskyetal., 1988; Robertsel al., 1989).

A bajasconcentracionesdela droga,el husomitótico queseformaesaparentementenormal,

pero lasupresiónde lainestabilidaddinámicaessuficienteparaquelamaquinariadelpunto

decontrolde lamitosis(verapartado6.5deestaIntroducción)detectequeelhusono hasido

apropiadamenteformadoy detengael ciclo celularen metafase(Jordanela!, 1993;Riederel

al., 1995).Estebloqueomitóticocondicionaunasalidaanormalde lamitosisen un estado

similar a la interfaseen la queno hahabidocitoquinesis,lo cualparecesersuficientepara
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inhibir posterioresproliferacionescelularese inducirmuertecelularporapoptosis(Jordanel

a?., 1996). Sin embargo,no hay que descartarotros efectosposiblementeimplicadosen la

muertecelularportaxol (Parekhy Simpkins, 1997;Torresy Horwitz, 1998).

Actualmenteseusaparael tratamientodel cáncerde mama(Hortobagyieta!., 1994;

D’Andreay Seidman,1997)y de ovario (Gorey Thompson,1995;Markmanet a!., 1997),

aunquehademostradotenerefectosobreotrostipos de cáncer(Rowinski, 1994; Spencery

Faulds,1994; Aisnery Cortes-Punes,1997;Bunn, 1997).

1.7.1.-Estructuraquímicay obtención

La moléculade taxol (PM=739 Da.) estáconstitudapor un núcleode taxano(ver

figura 1.6)y lacadenalateralunidaa laposición13 delanillo. El taxol seobtuvoen principio

de la cortezadel tejo del pacífico (Taxusbrevfolia, Wani el al., 1971). Sin embargo,esta

frenteteníadosgravesinconvenientes:el bajorendimientodelaextracción,y queel proceso

significabalamuertedel árbol. Actualmente,el taxol seobtieneporsemisíntesis(Deniseta!,

1990;Kingston,1991)apartirdela 10 deacetilbacatinaIII (ver figura 1.6),precursordeltaxol

queseextraedelashojasdeltejo europeo(Taxusbaccata),queal contrarioquela cortezason

unafrenterenovabledeextracción.Recientementesehalogradolasíntesiscompletadel taxol

(Nicolaouel a!., 1994; Horwitz, 1994), aunqueno pareceprobableque vayaa contribuir

significativamentea la producciónde taxol, ya que la semisíntesisresultamucho más

económica.

Lamoléculade taxol sehacaracterizadoexhaustivamente,y actualmentesedispone

de bastanteinformaciónacercade quésustituyentesde lamoléculasonesencialesparasu

actividady cuálespuedensustituirse(Kingston,1991,1994).En la figura1.6 sesumarizanlas

relacionesestructura/actividadde los gruposmásimportantes.Como seobserva,todaslas

sustitucionesen laparte“sur” de lamoléculatienenefectosimportantesen suactividad,por

lo que estaregiónpareceserel sitio de unión del taxol a la tubulina. Sin embargo,las

variacionesestructuralesen laparte“norte” no afectansignificativamenteala actividaddel

taxol.
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Figura 1.6.-Estructura-actividaddel taxol. La moléculade 10 deacetil-baccatinaestáconstituidaporel
anillodetaxanoconunhidroxilo enlaposición13. El docetaxelpresentaungrupoN-tercbutoxicarbonilo
enlugardel grupoN-benzoilodeltaxol, y carecedel grupo 10 acetato.Tomadade Kingston,(1994).

1.7.2.- Sitio de unióndeltaxol en lamoléculade tubulina.

El taxol se une a la subunidadbetade la tubulina. Se ha visto que derivados

radiogetivosdetaxol fotomarcanlos fragmentosde la subunidadbetadela tubulina¡3(1-31),

(Rao et a?., 1994) y ¡3(217-231)(Rao et aL, 1995). Nogales et cl. (1995) mediante

cristalografiade electronessobrehojasde Zn, situaronel taxol cercade la superficie de

contactoentreprotofilamentos,perolejosde los contactosinter-monómeros,lo queestáde

acuerdocon lahipótesisdequeel taxol estabilizalos microtúbulosporestabilizacióndelos

contactosinter-protofilamentos(Díazetal.,1993).Enel modelodeestructuratridimensional

de la tubulina (Nogaleset aL, 1998) seobservaque los anillos del carbono3’ del taxol se

encuentracercadel final de unaa-héliceen el dominioN terminalde la tubulina,y el grupo

benzoxidel carbono2 enun giro queseencuentraentredoshéliceseneldominio intermedio

con la tubulina, entrelos residuos¡3(212-222).Ambasobservacionescoincidencon los

resultadosobtenidospor fotomarcaje(Raoeta!,, 1994;1995).El anillo de taxanosesitúaen

un giro entreunalámina ¡3 y unaa-hélice,tambiénen el dominio intermediode la tubulina
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(ver figura 1.1).Estesitio deuniónseencuentrasituadohacialaparteinterior o lumendel

microtúbulo(Downingy Nogales,1998b).

1.7.3.-Otrasdrogasestabilizadorasde microtúbulos.

Recientementese han descrito nuevoscompuestosque, a pesar de su pequeña

semejanzaestructural,se comportande forma similar al taxol, es decir, estabilizany

promuevenel ensamblajede microtúbulos(Cowdeny Paterson,1997). Los macrólidos

epotilonaA y epotilonaB, de labacteriaSotangium ce!luloswn(Kowalskietal., 1997)y la

discodermolida,obtenidade la esponjamarinaDiscodermiadissoluta(terHarretal., 1996)

arrestanel ciclo celular en mitosis, formanhacesdensosde microtúbulosen la célula y

estabilizaneinducenlapolimerizaciónde la tubulina.

Las epotilonasinhiben competitivamentela unión de taxol a los microtúbulos

(Kowalski et al., 1997), lo que pareceindicarque sus sitios de unión a la tubulina sonel

mismoo bien interaccionancon el deltaxol.

1.7.4.- Taxoidesfluorescentes.

A pesardetodoslos estudiosquesehanrealizadosobreel taxol, elmecanismopreciso

por el cual seune y estabilizaa los microtúbulospermanecedesconocido.Una estrategia

válidaparaelestudiodela interacciónde ladrogaconla tubulinaseriaprepararanálogosdel

taxol conunasondacovalentementeunidaqueseexcitaraen unrangoespectraldistinto al de

la tubulinay el taxol. Estopermitiría detectarcambiosespectroscópicosen la drogatrassu

unión asusitio en los microtúbulos.Además,si estosderivadosfuerancapacesde atravesar

la membranacitoplasmática,permitirian visualizarmicrotúbuloscelularesy localizarlos

blancosde la droga.

Conestafinalidad,sesintetizaronunaseriedederivadosfluorescentesdeltaxol(Souto

et al., 1995)obtenidosmedianteconjugacióndel grupoaminolibre del 7-O-(L-alanil)taxol

con moléculasfluorescentes.En el presentetrabajo se caracterizanfuncionalmenteestas

sondasfluorescentes,y seevalúasuutilidad comosondasdel sitio de unióndel taxol.
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En la figura 1.7 semuestrala superposiciónde tresmoléculasdeuno de los taxoides

empleadosenestetrabajo(Flutax, en el quesobrelaposición7 de taxol sehaañadidouna

moléculadefluoresceína,verMaterialesy Métodosapartado3.2). Seobservacómoelnúcleo

de taxol presentauna conformacióndefinida,mientrasque la fluoresceínapuedeadoptar

diferentesorientacionesconrespectoal esqueletoprincipalde lamolécula.

Figura1.7.-RepresentacióndeestructuratridimensionaldeFlutax(7-O-¡jN-(Fluorescein-4’-carbonil)-
L-alaniljtaxol) apartir del análisisde los datosde RMN (Jiménez-Barberoetal., 1998).
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OBJETIVOS

Los objetivosplanteadosduranteel desarrollode estatesishan sido:

- Estudiarla capacidadde promoverel ensamblajede los microtúbulosde los taxoides

fluorescentesen comparaciónconladeltaxol, y comprobarsi la introduccióndelasmoléculas

fluorescentesafectasignificativamentea laactividaddel taxol.

- Estudiarposibles cambiosespectroscópicosque pudieranapareceren las moléculas

fluorescentestras la unión de los derivadosa su sitio en el microtúbulo,paraevaluarsu

capacidadde actuarcomosondafluorescentedel sitioal queseunen.

- Analizar los posiblescambiosque pudieranocurrir en la estructurade los microtúbulos

ensambladoscon los derivadosfluorescentesde taxol, para comprobarsi la molécula

fluorescenteinteraccionaconel microtúbulo.

- Evaluarlautilidaddelos derivadosfluorescentesparavisualizarmicrotúbulosobtenidosin

vitro, tanto inducidospor taxoidecomopolimerizadospreviamenteala adicióndelmismo,

paracomprobarsuutilidadparateñirel citoesqueletode las células.

- Medir launión amicrotúbulospreformadosde los taxoides,paracomprobarsi el sitio de

unióndelos taxoidesfluorescenteseselmismodeltaxol y establecerunordendeafinidadde

los derivadospordicho sitio.

- Medir posiblesinteraccionesque pudieranocurrir entrelos derivadosfluorescentesy la

tubulinano ensamblada,y compararlasconlas que ocurrencon los microtúbulos.
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2.1.-Proteínas

.

La tubulina se purificó según el método de Weisembergcon modificaciones

(Weisembergeta!, 1968, Andreuetal., 1984)y se almacenóenN2 liquido hastasuuso.La

concentraciónde tubulinasedeterminóespectrofotométricamenteusandoun coeficientede

extinciónentampónfosfato 10 mM, SDS 1%,pH 7.0 de E275 107000M
1 cm1 (Andreuet

al, 1984).

Figura 2,1.- SDS-PAGE7% acrilamida de 5 jig de
tubulina(calleb)y deMIT’ (callee). Estándaresdepeso
molecular(callea) de SIGMA.

a

116000

66000

45000

t
29000

b c

La proteínamicrotubular(MTP)

sepreparócomosedescribeen dePereda
MAl’ 1
MAP 2 et al. (1995), almacenándoseen

líquido como sedimentos de

microtúbulos. Su concentración se

determinó empleando el método de

Bradford (Bradford, 1976),usandoBSA
al u b u lina
J3TuSulina (albúmina de suero bovino) como

estándar,y empleando un factor de

rendimiento colorimétrico

BSA/tubulina=l.2 (de Peredaa a?.,

1995).

La proporciónde tubulina en la

MTP se determinó por SDS-PAGE

(Laemmli, 1970) con modificaciones

(Best et al., 1981) empleandogelesde

acrilamidaal7% a pH 8.5. Lasbandasde

proteínasetiñeronconazulCoomassie(de laViña eta!., 1988).Secuantificaronapartirde

densitometradosde geles con el programaScion Image (National Institute of Health,

Bethesda,Maryland,USA). Laproporcióndetubulinaen laMTP resultóserdeun 81%(ver

figura2.1),mientrasquela tubulinaes98%homogéneasegúnesteprocedimiento.
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2.2.- Nucleotidosy otrosmateriales

.

El GTP (sal de litio) fUe deBoehringer.El GE»’ (sal sádica,GTPindetectablepor

I-{PLC) fuedeSigma(n0catálogoG 8012).Las concentracionesdenucleotidosedeterminaron

mediantemedidade absorciónenHCIO
4 0.5 M, usandoun coeficientede extinciónapH -1

de 12400M
1 cnV1 (Correiaet al, 1987).El SDSfue de BioRad.El sephadexG-25 medium

fue de Pharmacia.El metanol (grado IIPLC), etanol, DMSO, TFA, glicerol, NaH
2PO3,

Na2HPO3y MgCl2, fuerondeMerck gradoanalítico. El acetonitrilo (gradoHPLC) fue de

Seharlan.LaBSA, laovoalbúmina,elEGTA,el MESy elPIPESfuerondeSigma.El EDTA

fue de Fluka.

2.3.-Taxoides

2.3.1.-Taxol, ÍH]taxol y Docetaxel.

El taxol fue de Bristol-Myers-Squibb,Pinceton,N. J., el propietariode la marca

registrada.EldocetaxelfuedeRhone-PoulencRorer,Antony,Francia.Ambosligandosfueron

almacenadosdisueltos en DMSO a ~20o C, y su concentracióntite determinada

espectrofotométricamenteusandocoeficientesde extinciónde£273 = 1700M
1 cm)enmetanol

parael taxol (Wani eta!, 1971)y E
273 936 ~ cm

1 en etanol parael docetaxel(Díaz y

Andreu,1993).El [3H]taxol (actividadespecífica2.29 x 1014 Bq moF1 ) fue un regalode los

Drs. 1. Ringel, Ihe HebrewUniversity(Jerusalén)y 5. B. Horwitz, Albert EinsteinCollege

ofMedicine(Bronx,N. Y.) y fue almacenadoen metanola unaconcentraciónde0.16 mM a

-70~ O. Se tomóunaalícuotay sediluyó en taxol frío hastaunaactividadespecíficade 1.15

x 1013 Bq md1, y sealmacenéa~20oC hastasuuso.

2.3.2.- Taxoidesfluorescentes.

El Flutax(7-O-[N-(Fluorescein-4<-carbonil)-L-alanil]taxol,PM~’l 282Da),el 2’ acetil

Flutax (2’-O-acetil-7-O-[N-(Fluorescein-4’-carbonil)-L-alaniljtaxol,PM=I 325 Da), el
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HexaFlutax(7-O-[N-(Fluoresceín-4’-carboxamido-n-hexanoil)-L-alanil]taxol,PM 1396Da),

el Flutax2 (7-O-LN-(2,7-Difluorofluorescein-4’-carbonil)-L-alanill-taxol,PM=1319Da), el

Flutax3 (7-O-[N-(2,7-Difluorosulfofluoresceín-4’-carbonil)-L-alanil]taxol,PM=l355Da),el

Rotax(7-O-[N-(tetrametilrodamin-4’-carbonil)-L-alanil]taxol,PM=1337Da),el X-Rotax(7-

O-¡jN-(X-rodamin-4’-carbonil)-L-alanil]taxol,PM=1442 Da) y el a-SulfoRotax(7-O-y-

(sulforodamin-4’-sulfonil)-L-alanil]taxol,PM=1466Da) (ver figura2.2) fueronsintetizados

porelDr. AndréA. SoutosegúnsedescribeparaelFlutaxenSoutoetal., (1995),usandolos

fluoróforoscorrespondientesde MolecularProbes.El ¡3-SulfoRotax(7-O-JjN-(sulforodamin-

4’-sulfonil)-¡3-alanil]taxol,PM=1487Da)fueamablementecedidoporel Dr. K. C. Nicolaou.

Lapurezade los taxoidessedeterminómedianteHPLC de fasereversaen columnas

C-4 (Rotax,X-Rotax,a- y ¡3-SulfoRotax)y C-l 8 (taxol,Flutax, 2’ acetilFlutax,HexaFlutax,

Flutax2 y Flutax3) medianteun gradientedel 20 al 80%de acetonitriloen agua-0.05%de

TFA- durante60 minutos, monitorizadoa 228 y a 325 nm. Se utilizó un equipo de

cromatografiaLC-1OAD de ShimazduconcolumnasC-18 de Supelcoy C-4 de Vydac.Este

sistemade cromatografiapermite resolverla mayoríade los taxoidesempleadosen éste

trabajo,comosemuestraen la figura 2.3. Las purezasdeterminadasa 228 nm fueronde un

91%parael Flutax(0.3%de taxol),89%parael 2’ acetilFlutax(taxol indetectable,0.8%de

Flutax), 94% parael Flutax 2 (0.2% de taxol), 94%parael Flutax 3 (taxol indetectable),

97.7%paraelHexaFlutax(taxolindetectable),95 %paraelRotax(taxol indetectable),98%

parael X-Rotax,86.4%paraela SulfoRotax(taxolindetectable)y 98%parael ¡3-SulfoRotax.

Seobservóqueaumentabael contenidodetaxol enelFlutaxaproximadamenteun 1%poraño

de almacenamientoen DMSO a - 200C. Tanto la fluoresceínacomola fluoresceínaalanina

se resuelvenpor este sistema de cromatografia,no encontrándoseen ninguno de los

cromatogramasanalizados,por lo que el contenidomáximo de impurezasfluorescentes

presentesseestimó enun0.2%.

Los coeficientesprácticosde extinción molar que se determinaronpor dilución

gravimétricaen tampónfosfato 50 mM pH 7.0 conun0.5%de SDS fueronde ~ = 23100

±500M1 cm1(Flutax),8455 = 16600+ 600 M1 cm1(2-acetilFlutax),~ = 24200±600M1

cm’1 (HexaFlutax),£496 = 49100+ 1100M1 cm1 (Flutax 2), 8502 = 55500+ 2000M’ cm1
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Figura 2.3.- HPLC de taxoidesen un gradientedel 50 al 70%de acetonitriloen1120 -

0.05%TFA- en20minutosmás5 minutosmásal70%,monitorizadoa 228 mu, encolumna
C-l8 deSupelco.1, Flutax3 12.5 tM. 2, docetaxel30 ~M. 3, taxol, 10.8pM. 4,Flutax 7.5

iM. 5, Flutax 2 12.5 pM. 6, 2’ acetilFlutax, 12.5 kM. El volumende inyecciónfue en

todoslos casosde 20 kL.

(Flutax 3). Para el Rotax (máximo absorción555 nm), X-Rotax (580 nm), y a- y j3-

SulfoRotax(575 nm) seusóun coeficientede extinciónen el máximode 80000M1 cmt

2.3.3.- Solubilidadde los taxoidesfluorescentes.

Lasolubilidadaparentede los taxoidessedeterminómedianteultracentrifugaciónde

alícuotasde 0.2 mL enunrotorTLlOO a 50000rpm(100000g) durante10 minutosa25~ C,

y midiendo espectrofotométricamentelaconcentraciónen la partede arribay deabajodel

tubo despuésdediluir en tampónfosfato50 mM pH 7.0 con SDS0.5%.

La solubilidad de los taxoidesen los que el fluoróforo es la fluoresceínaestá
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relacionadaconel estadodeionizaciónde estamolécula.En nuestrascondicionesdetrabajo,

la fluoresceínaseencuentraen equilibrio entrelas formasmonoaniónicay dianiónicade la

molécula(Diehí y Horchak-Morris,1987; ver apartado3.5 de Materialesy Métodos). La

formamonoaniónicaesinsoluble,mientrasque la formadianiónicaessoluble.Portanto la

concentraciónde Flutax, HexaFlutax, y 2’ acetil Flutax que permanecedisuelto está

condicionadaporlaproporciónde formamonoaniónicaenla solución.Ésta,asuvez,depende

delpH, de laconcentraciónde taxoidey de lapresenciadeMg2~ en el medio.Todo estohace

queseamuy dificil determinarunasolubilidaddel Flutax,porlo quenosreferimossiempre

aconcentracióndetaxoideen el sobrenadantetras 10 minutosde centrifugacióna100000g.

EnlaprácticaelFlutaxy el2’ acetilFlutaxsoncompletamentesolubleshasta200 íM

en tampónacuosoapH porencimade 8.5. En tampónPEDTA pH 7.0 un 85%del Flutax

permaneceen el sobrenadantetras 10 minutosde centrifugacióna lOOOOOg. El Mg2~ y el la

disminucióndelpH disminuyenlaconcentracióndeFlutaxquepermaneceenel sobrenadante,

de modoque en PEMO pH 6.6 la máximaconcentraciónde taxoideen el sobrenadantea

concentracionestotalesde hasta100 jM de Flutaxfue20 jiM. Lapresenciadetubulinay el

glicerolmejoranla solubilidadaparentedelFlutax.En tampónconPIPES100mM, glicerol

3.4 M, EGTA 1 mM, MgCl
2 1 mM, GTP 1 mM pH 6.5, entornoal 12% del Flutax tota]

precipita,hastaunaconcentracióntotal deFlutaxde 12 ¡.tM. Enelmismotampónsin glicerol

a pH 6.9, el porcentajede Flutax que permaneceen el sobrenadantevaria de forma

dependientedeconcentracióndel 50 al 30%.

El HexaFlutaxtambiénpresentaunasolubilidadlimitadaentamponesacuosos,sibien

ladependenciadeconcentración,delpHy delapresenciade Mg
2~ sonmayoresqueen el caso

del Flutax. EnPEMOapH 6.6, la solubilidadmáximaalcanzadafue de 10
1M. A pH 7.0, y

a 20 M de HexaFlutax,aproximadamente15 .iM permaneceen el sobrenadantetras 10

minutosdecentrifugacióna 100000g en ausenciade MgCI2 7 mM.

Parasolventarlos problemasdebidosalestadode ionizacióndeFlutaxsesintetizaron

derivadosdetaxol enlos quesesustituyóla fluoresceínaporunanálogodeestamoléculacon

dosátomosde F en las posiciones2 y 7 (Oregóngreen488, siendoel taxoideresultanteel

Flutax 2) y porel mismoderivadodifluoradocon un gruposulfónico en lugar del grupo

carbonilo(Oregóngreen500,Flutax3). El pKadel dianiónde estoscromóforos(4.3parael
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Oregóngreen488 -HandbookofFluorescentProbesand ResearchChemicais,Molecular

Probes,1998-)esmuchomásbajoqueelpHhabitualdetrabajo,por lo queambosderivados

de taxol soncompletamentesolublesen el rangode pH de 6.6 a 7.0 (=200 1.tM). Además,

estoscromóforossonmásfotoestablesquela fluoresceína,porlo quelos derivadosde taxol

obtenidosresultanmásindicadosparavisualizarmicrotúbulos.

El Rotaxy el X-Rotax sólo sonaparentementesolubleshastaunmáximode 1 1tM en

presenciadetubulinay entampónPIPES100mM pI-I 6.5,glicerol3.4M, GTP 1 mM, EGTA

1 mM, MgCI2 1 mM. Del a- y ¡3-SulfoRotaxsólo seconsiguióun máximode 0.14 ~tMde

taxoideenel sobrenadantepartiendode hasta1 hM de taxoidetotal.

De forma similar al taxol (Song et al, 1996),todos estos taxoidesse adsorben

parcialmenteal recipientequelos contiene,yaseaplástico,vidrio o cuarzo.En ausenciade

SDS en el tampón,de un 15 aun25%deFlutaxo Flutax2 entre2 y 20 vM quedaadsorbido

en las paredesde una cubetade cuarzo.La presenciade tubulinaen la soluciónevitaesta

adsorción.En el casodelRotax,entampónPIPES 100 mM pH 6.5, glicerol 3.4M, MgCl2 1

mM, OIP 1 mM, EGIA 1 mM, y en presenciade MTP 0.15 mg/mL, aproximadamentela

mitad del taxoide hastauna concentraciónde 1 gM quedaadsorbidoa las paredesdel

recipiente.MedidaspuntualesdelX-Rotaxmuestranqueseadsorbedeformasimilaral Rotax.

2.3.4.- Espectroscopiadeabsorciónde taxoidesfluorescentes.

Los espectrosde absorciónseadquirieronen espectrofotómetrosHitachi U2000 y

Varian Cary 3E termostatizadousandoceldasde pasoóptico de 0.1, 0.5 y 1.0 cm. Las

concentracionesde taxoidefluorescentesedeterminaronespectrofotométricamentedespués

dediluir lamuestraentampónfosfato50 mM pH 7.0conSDS0.5%. Los espectrosdetaxoide

enpresenciade tubulinaseobtuvierondiluyendoel ligandoaunaconcentraciónde20 i.tM en

unasolucióncontubulina25 i.¡M equilibradacomosedescribeen elapañado(4.1)entampón

PEDTA pH 6.6 o 7.0 conGDP 1 mM, o en el mismotampóncon MgCI2 7 mM a40 C. Los

espectrosen presenciade microtúbulosde GDP tubulina se obtuvieronensamblandola

proteínacon el taxoideelegidoentampónPEDTA, GDP ImM, MgCl2 7 mM apH 6.6 o 7.0

comosedescribeen el apartado(4),y adquiriendoel espectroa 370 C, o bienpolimerizando
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microtúbulosde MTP entampónPIPES100mM, glicerol3.4 M, GTP 1 mM, MgCl2 7 mM,

EGTA 1 mM, pH 6.5 a370C y añadiendoel taxoidedespuésdelensamblaje.Enlos espectros

detaxoideenpresenciademicrotúbulossecorrigió laabsorcióndebidaaladispersióndeluz

porextrapolacióndoble-logarítmicade turbidezfrentea longitud de ondade 600 a 550 mii

(Andreuy Timasheff, 1986).En estosespectrosno esposibledeterminaruncoeficientede

extinción, ya que sólo se pueden

adquiriren un determinadorangode

22 ., • concentraciones (el que permite

2.0 ~ & obtener un 90% de proteínaO o
0 O O polimerizada),por lo que seusaun

1.8 e coficientede absorciónaparenteala

e
e concentraciónde ligando total a la

1.4 U El E que seadquirióel espectro.

1.2 • E La forma del espectro de
absorción de Flutax en agua es

1.0 •

0 5 10 15 20 25 30 35 dependientede su concentración,de

[Flutax](gM) modo que no sepuedeestablecerun

coeficiente extinción en solución

Figura 2.4.-Relaciónentrevaloresde absorcióna 493 rin y a acuosa,salvo a concentracionespor
464mudeFlutax en tampónPEOTApH7.0(0), en elmismo
tampónmásMgCI

2 7 mM (e), enPEDTA pH 6.6(U) y en el debajo de 2 hM. Además,depende
mismo tampónconMgCl, Y mM (U).

del estado de ionización de la

molécula, de forma que se puede

seguirlatransiciónentreformasmolecularesporla relaciónentrelos valoresde absorcióna

distintaslongitudesde onda (Diehí, 1989; ver apartado2.5 de Materialesy Métodos).La

presenciade Mg
2 en lasolucióncambiala formadel espectroaconcentracionesporencima

de 2 hM. Sin embargo,éstaesindependientede lapresenciade Ca2~ 1 mM. En la figura2.4

se muestrala relaciónentrevaloresde absorcióna 493 nm y a464 mii en función de la

concentraciónde taxoideen tampónacuosocon y sin MgCl
2 apH 7.0 y apH 6.6.

La formade los espectrosde absorciónen tampónacuosodeFlutax2 y de Flutax3

esindependientedePH en el rangode 6.6a7.0, de laconcentracióndetaxoide(hasta40 hM)
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y de lapresenciade cationes.

2.3.5.-Determinaciónespectrofotométricadel equilibriode ionizaciónde Flutax.

El fluoróforo fluoresceínapuedeencontrarseen solución como distintas formas

prototrópicas:formaprotonada(H3Fl~), neutra(H2FI), monoaniónica(HFl9 y dianiónica(F1
29,

cadauna de las cualespresentaun espectrode absorcióndiferente, y siendo los pKa

calculadosparacada equilibriode pKH3FI=2.2, pKH
2FI=

4.2,pKHFtZÓ.3 (Diehíy Markuszewski,

1989; Klonis elal, 1998).Ennuestrascondicionesdetrabajo, la fluoresceínaseencuentraen

equilibrioentrelas formasmonoaniónica(conelgrupocarboxiloionizado)y dianiónica(con

los gruposcarboxilo e hidroxilo ionizados,ver figura 2.2) de la molécula,siendola forma

dianiónicala que máscontribuyeal espectrode emisión de la fluoresceína,porpresentar

mayorcoeficientedeextinciónymayorrendimientocuántico(Klonis el al., 1998).Portanto,

F!utax tambiénexperimentadichoequilibrio:

HFI 4 FI2’ + H~ (2.1)

DondeHFB esla formamonoaniónicade Flutax y F12 es la formadianiónica.La

constanteácidade ionización(Ka) de esteequilibrio es:

Ka [F12 ][Í~] (2.2)
[HFL]

Luego,

pKa= [Fl2j (2.3)

DefinimosF
0 comola fracciónmolardelamoléculaenformadianiónica,y FM como

la fracciónmolarde monoanión.

___________ Ka
Fn = (2.4)

[F1
21± [1fF!] [H~]± Ka
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[HFljI _ [He] (2.5)
[FP]+[HFIj [HtJ+Ka

Dividiendo la ecuacion(9)por la (8) tenemosque:

Fu[H] (2.6)
— _

10pKo-pH

FD Ka

LaabsorcióndeFlutaxacadalongitudde onda>1 sedebealacontribuciónde lasdos

formasde ionización,de modoque:

AX = [ (8¿F0) + (EMAI FM) 1 C (2.7)

Donde MI es la absorbanciatotal a la longitud de onda i, CDXI y
6M son

respectivamentelos coeficientesde extinción del dianión y del monoanión,y C es la

concentracióntotaldelFlutax. Luegoel coeficientede extinciónaparenteacadalongitudde

ondaserá:

gXi
8Xi FD+EMXIFM (2.8)

Dondeseobservaqueel coeficientede extinciónacadalongituddeondadependede

la fracciónmolardel dianióny del monoaniónde Flutax.ParadeterminarelpKade Flutaxen

tampónPEDTAsemidieronlasrelacionesentrevaloresdeabsorbancia(quesonigualesa las

relacionesentre valoresde coeficientede extinción)a493 nmy 464nm a distintospH. Se

eligieronestaslongitudesde ondaporque493 nm esla longitud de ondadel máximo de

absorcióndel dianiónen tampónacuosoneutro,y 464nm esla longitud de ondaparala que

el coeficientede absorcióndel monoanióny el del dianión coincidenparala fluoresceína

(Diehí, 1989).Serepresentaronlos valoresderelaciónentrecoeficientesdeextinciónalasdos

longitudesde ondaen funcióndelpH y sobrelos datosexperimentalesseajustólaecuación

(2.9) (Albert y Serjeant,1984;PilarLillo, comunicaciónpersonal)medianteunalgoritmode
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Marquadt-Levenberg,(Presselal., 1989,pags.572-580)usandoelprogramaSigmaPlot®1.02.

A493 D—M (2.9)

A464 = 1+ CíOP P + M

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

493 493 4~ Si464
&464 ~.464 yC 8)64 parala fluoresceínaes —1 (Diehí, 1989),por lo

queenprincipio seigualael valorCal. Secomprobóquevariacionesde un 10%en el valor

de C producíancambiosen el valor calculadode pKade 0.05unidadesdepH.

2.4.-Ensamblajede microtúbulos

.

2.4.1.- Equilibradode laproteína.

Parael ensamblajedemicrotúbulosde GDP-tubulinaprimerosepreparóéstaapartir

de GTPtubulinacomosedescribeen Mazy Andreu(1993), mediantedoscromatografias

sucesivasen columnasG-25 equilibradasen tampón PEDTA, GDP 1 mM, pH 7.0. El

intercambiode nucleotido se comprobó por precipitaciónde la proteínay análisis del

nucleotidoporHPLC (Diaz y Andreu,1993),siendodel95 + 3 %. Setomaronlas fracciones

másconcentradasdela columna,secentrifugarona 100000g durante10 minutosa40 C, se

llevarona laconcentracióndeseaday seles añadióMgCI
2 hastala concentraciónde trabajo

(7 mM, exceptodondeseindica).Trasla adiciónde MgCl2, el pHdela disoluciónbajaa6.6.

Alternativamenteseajustó el pH tras la adiciónde catión al valor deseado(de 6.0 a 7.0).

Posteriormentese añadió el taxoide a la concentracióndeseada(en una relación

tubulina/taxoide1:1.2, exceptodondeseindica).

En el casode proteínamicrotubular seresuspendieronsedimentosde microtúbulos

de MTP en tampónPIPES 100 mM, con o sin glicerol 3.4 M, EGTA 1 mM, GTP 1 mM,

MgCI2 1 mM, pH 6.5 (exceptoen el casodelFlutaxcuandoestáen tampónsin glicerol,en
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el que se ajustéel pH a 6.9) y sedejarondespolimerizardurante20’ a40 C con agitación

constante.Posteriormentesecentrifugólaproteínadurante30 minutosa 100000g a 40 C y

semidió la concentraciónde proteínaen el sobrenadante.

2.4.2.-Monitorizacióndel ensamblajeporaumentode turbidez.

Elensamblajedelatubulinaenmicrotúbulossemonitorizóturbidiniétricamentea350

nm o a400 nm enunespectrofotómetroVarian635. Seusóunacubetade 1 cmdepasoóptico

termostatizadaalatemperaturadeseadamedianteunbañoLaudaRC6,unbañoHaakeD8GH

y un juegode llavesde tresvías.La polimerizaciónseinició poniendola cubetaa 370 C. La

reversibilidaddelapolimerizaciónsecomprobóenfriandoa40 C. El aumentodeturbidezes

proporcional a la concentraciónde microtúbulos, de forma que puede medirse la

concentracióncrítica de polimerizaciónrepresentandoel aumentode turbidezdebido a

polimerizaciónde tubulinaa distintasconcentracionesfrentea la concentraciónde proteína

total. El cortecon el ejex nosda laconcentracióncrítica(Andreuy Timasheff,1986).

2.4.3.-Medidade polimerizaciónde tubulinaporsedimentación.

Lasmuestrasapolimerizarseincubarona370 C durante2h (exceptodondeseindica)

y se centrifugarondurante 10 minutos a 50000 rpm (100000 g) en un rotor TL100

precalentadoa la temperaturade polimerización.Se separaronsobrenadante(que contiene

proteína soluble) y sedimento (que contieneproteínapolimerizada), y éste último se

resuspendióenunvolúmenigualalinicial entampónPEDTApH 7.0 frío o entampónfosfato

10 mM pH 7.0SDS0.25%.Laconcentracióndeproteínaenel sobrenadantey enel sedimento

sedeterminópordiluciónentampónfosfato 10 mM pH 7.0 SDS0.25%y medidade emisión

de fluorescenciadel triptófanoa320 nm con longitudde ondade excitaciónde 280nnt Las

medidasserealizaronen un fluorímetroShimazduRE540, usandocubetasde 0.5 x 1 cmde

pasoópticotermostatizadasa200 C, conrendijasdeexcitaciónde2 nmy de emisióndeSnm,

utilizando como estándaresmuestrasde proteínade concentraciónconocida.El rangode

concentracionesdeproteínaparamedirenestascondicionesvariódesde20 hasta300nM (ver
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figura 2.5). La concentraciónde tubulina en el sobrenadanteesconstante,y es igual a la

concentracióncríticadepolimerización(inversade la constanteaparentede elongación).La

representacióndeproteínaen el sedimento(proteínapolimerizada)frenteatubulinatotalda

unarectadependiente1 cuyo corteconel ejex señalala concentracióncrítica(Oosaway

Asakura,1975; Andreuy Timasheff,1986).

2.4.4.-Determinaciónespectrofluorométricadela concentraciónde taxoideunidoa

los microtúbulos.

Losmicrotúbulospolimerizadosen presenciadetaxoidesfluorescentessesepararon

de la tubuluna soluble por sedimentacióncomo se describe en el apañado(4.3). La

concentraciónde taxoidesfluorescentesse determinóenel sobrenadantey en el sedimento

fluorométricamentesobrela misma dilución empleadapara medir la concentraciónde

tubulina,usandoestándaresde concentraciónconocida.ElFlutax,el HexaFlutaxy el 2’ acetil

Flutaxsedeterminaronaunalongitud deondade excitaciónde486nmy midiendola emisión

a 522 nm. El Flutax 2 y el Flutax3 semidieronaunalongitud deondade excitaciónde494

nmy a502 mii, respectivamente,y midiendola emisióna522 nm. El Rotaxsemidió auna

longitud de ondade excitaciónde 560 nm y midiendola emisióna 576 nm. El X-Rotaxse

midió a longitudesde ondade excitaciónde 585 nm y de emisiónde 596 nm. El Rotaxy a-

y ~-SulfoRotaxsemidieron alongitudesde ondade excitaciónde 575 nm y de emisiónde

587 nm. Lasconcentracionesde taxoidefluorescentequesepuedendetectarcómodamente

en las condicionesindicadasabarcandesde5 hasta600 nM (ver figura 2.5).

Laconcentracióndetaxol sedeterminédesecandovolúmenesconocidosdesedimento

y del sobrenadantecon docetaxela concentraciónconocidacomo estándarinterno. Los

taxoidesseresuspendieronenmetanol,secentrifUgarondurante2 minutosenmicrofúgapara

eliminarlaproteínaen suspensióny sedeterminélaconcentraciónde taxolmediantemedida

deláreadelpico en HPLC de fasereversausandoun gradientede acetonitrilodel 50 al 70%

enH20 (ambossolventescon un 0.05%TFA) en columnaC-18 de Supelcoconprecolumna

C-l8 de Applied Biosystems.
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2.4.5.-Visualizaciónde microtúbulos.

Los microtúbulosobtenidosseobservaronpormicroscopiaelectrónica.Paraello se

adsorbieronlas muestrasconproteínapolimerizadadurante10-30segundosa rejillas de

cobrerecubiertasconformvary carbón.A continuaciónsetiñeronnegativamentedurantedos

minutoscon acetatode uranilo al 2% en H20, seeliminó el excesode acetatode uranilo

medianteadsorción del líquido a papel y se dejaron secara temperaturaambiente.

Posteriormenteseobservaronen microscopioselectrónicosPhilipsEM 300 o EM 420.

También se visualizaron microtúbulos mediante microscopia óptica de

epifluorescencia.Parala visualizaciónde microtúbulosde GDP-tubulinaseensamblóla

proteínacomosedescribeen (4.1). Trasla polimerizaciónsedepositaron10 gL entreporta

y cubre sellandola separaciónentre cristalescon vaselina.Alternativamente,se dejaron

ensamblarlos microtúbulosentreportay cubreatemperaturaambiente.

Parala visualizaciónde microtúbulosde MTP seequilibró la proteínacomo se

describeen (4.1)y seensamblóa 4 mg/mL, durante1 h a 370 C. Posteriormentese añadió

Flutax40 micromolar,sediluyó lamuestra10 vecesen tampóncalientey sedispusoentre

portay cubreselladoscon vaselina.Paracomprobarla especificidadde launión de taxoides

fluorescentessediluyó lamuestratrasañadirel Flutaxen tampóncondocetaxel80 gM.

Lasmuestrasasí preparadassevisualizaronen un microscopiodeepifluorescencia

ZeissAxioplan usandoobjetivosPlan-Apocbiromaty Plan-Neofluar63x. Las imágenesse

tomaroncon una cámaraCCD refrigeradaPhotometrics200 KAF-1400utilizandosofware

IPLab Spectrum®,y seeditarone imprimieroncon AdobePhotoshop®.

2.5.- Uniónde taxoidesatubulinaendistintasformasdepolimerización

.

2.5.1.-Unión de taxoidesa microtúbulosdeproteínamicrotubular.

Paramedirlauniónde taxoidesa microtúbulos,sediseñóun experimentoen el que
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launiónfueraprácticamenteindependientedelapolimerización,paralo quesebuscaronunas

condicionesen las quela adiciónde taxoideno alterasesignificativamentelaconcentración

depolímeroformado.Poresoseeligió medirla unión de taxoidesaproteínamicrotubular

ensambladapreviamentealaadiciónde taxoide.Laproteínaseequilibrócomosedescribeen

(4.1),entampónPIPES100mM, conosin glicerol3.4M, GTP 1 mM, MgCI2 1 mM, EGTA

1 mM, PH 6.5 (exceptoenel casode launión de Flutaxen tampónsin glicerol, enel que el

pH es 6.9), seajustó la concentracióna 4 mg/mL en tampón sin glicerolo a2 mg/mL en

tampónconglicerol y sedejóensamblarlaproteinaduranteunahoraa 370 C. Posteriormente

al ensamblajeseañadierona alícuotasde0.1 mL concentracionescrecientesde taxoide.Se

dejarondurante30 minutos más para que se alcanzarala situación de equilibrio y se

centrifugarona 50000 rpm durante10 minutosen un rotorTLIOO precalentadoa 370 C. Las

concentracionesdeproteunay ligandoenel sobrenadantey enel sedimentosemidieroncomo

sehadescritoen (4.3)y en (4.4). Secomprobóque lacantidadde proteínapolimerizadase

mantuvo prácticamenteconstantetras la adición de taxoide: en tampón sin glicerol la

concentracióncrítica disminuyóde 0.4 a0.2 mg/mLtras laadicióndetaxoide,y entampón

con glicerol semantuvoconstanteentornoa0.2 mg/mL. LaconcentracióndeFlutaxy de 2’

acetilFlutaxenel sedimentosecorrigiópor laprecipitacióninespecíficade ligando.

2.5.2.-Unión detaxoidesaGDPtubulinano ensamblada.

La unión a GDP-tubulinase determunóañadiendoconcentracionescrecientesde

taxoide([
3H]taxol, Flutax,2’ acetilFlutax,Flutax2 y Flutax3) aproteínaaunaconcentración

20 pM (exceptocon Flutax,tuhulunaa 10 MM) en tampónPEDTA 10 mM, GDP 20 uM, pH

7.0. La proteínaseequilibró como sedescribeen (4.1), salvo que con GDP 20 gM en la

segundacolumna,de la mismaformaqueparaexperimentosde velocidadde sedimentación

(ver apartado7.1).Paramedir la unióna GDP tubulinaen las mismascondicionesqueen

velocidad de sedimentaciónse intentó reproducir el mismo experimentoen centrífuga

preparativa.Paraello sesimulólaposiciónradial en funcióndeltiempoquetendríael frente

desedimentacióndela tubulina(s=6.05)enun tuboderotorTLI 00 de centrífugapreparativa

queproporcionasela misma aceleracióncentrífugaa la que sesometea la tubulina en un
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experimentodevelocidadde sedimentación

en unaultracentrífugaanalítica(ver figura

2.6). Estasimulaciónserealizómedianteel

programaSIMCENlO, cedido por el Dr.
20

Alíen P. Minton (National Institute of

~‘15 Health,Bethesda,Maryland, USA.) En la

figura 2.6 seobservaque tras unahora de
E

— ‘1(1
E centrifugacióna 85000 rpm (280000g) la
zu’

5 parte superior del tubo debe estar

completamentedeplecionadade tubuluna.

O Por lo tanto, secentrifugaronlas muestras
3.0 3.2 3.4 3.8 3.8

Radio (cm) (0.2 mL) duranteuna hora a 200 C en un

0 50 100 150 200 rotorTL100,sedejópararel rotor sin freno
parano perturbarel gradienteformadoy se

recogieroncuatrofraccionesde50 hL desde

Figura2.6.- Simulacionde sedimentacíonde tubulma lapartesuperiordeltubo. Laconcentración
20 ~M a lo largodel tiempoenun tubodecentrífugade de proteínay de taxoidesfluorescentesen
0.2 miL de un rotor TL100 girando a 85000 rpm
(280000 g) durante una hora. El coeficiente de cada fracción se determinó mediante
sedimentaciónempleadofuede 6.0.Laslineasdepuntos
verticalesrepresentanla fraccióndel tuboqueserecoge dilución en SDS 0.25% y medida de la

emisiónde fluorescenciacomo sedescribe

en(4.3)y (4.4). La concentraciónde IH]taxol sedetermunópormedidade centelleoen un

espectrómetroLKiB12I9. Se comprobóque las dos fraccionessuperiorescontienensólo

ligando libre, mientrasque en las dosúltimasseencuentrala proteínaen equilibrio conel

ligando.

2.5.3.-Unión detaxoidesamicrotúbulosde GDP tubuluna.

Paramedir la unión de ligando a microtúbulos de GDP-tubulina,la tubulina se

equilibró comosedescribeen (4.1),sele añadióMgCl2 hasta7 mM, seajustóel pH a7.0 y

seañadieronaalícuotasde0.2mL concentracionescrecientesdetaxoide.Seincubarona3 7
0C
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y se centrifugarondurante 10 minutos a 50000 rpm (100000 g) en un rotor TLIOO

precalentadoa 370 C. La concentracióndeproteínay de taxoideen el sobrenadantey en el

sedimentosemidieroncomosedescribeen (4.3)y (4.4).

2.5.4.-Análisisde los datos.

La unión de un ligandoaun solo sitio en unaproteínapuedeexpresarsede la forma:

P+A*-* PA (2.10)

Dondela constantede equilibrio de asociación(KA) vienedadapor:

KA = [PA] (2.11)
[P¿ff A]

Paraestecaso,los molesdeligando unidopormo! deproteína(fracciónde saturación

de sitios) son:

[PA] (2.12)
[P]+ [PA]

Y sustituyendola ecuación(2.11)en la ecuación(2.12>

[A]KA (2.13)
I+[A]KÁ

Si cadamacromoléculapuedeunir n moléculasde ligando,estaexpresiónresultaalgo

máscomplicada.Si todos los sitios sonigualese independientes(esdecir,cadauno de los n

sitios tiene la misma afinidadparael ligando que el resto, y la afinidad de cadasitio es

independientede si el restode los sitios estánocupados),los moles de ligandounido por

molesde proteínason(Van Holde, 1985,pags.51-91):

(2.14)
1+ [A]KA
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Si launión de un ligandoaun sitio de unamacromoléculaafectala afinidadde otros

sitios, sedicequela uniónescooperativa.Lacooperatividadpuedeserpositiva,si la unión

aun sitio aumentalaafinidaddelresto,o negativa,si laafinidaddelrestodesitiosdisminuye.

Si suponemosun sistematanaltamentecooperativoque cadamolécula,al aceptarun

ligando,quedasetanactivadaquetuviesequellenartodossussitios antesde quecomenzaran

allenarseotrasmoléculas,la ecuación(2.14)tomaríala forma:

[A]~K~
y (2.15)

1±[A]~K3

Enlapráctica,estamáximacooperatividadposibleno seobserva.Engeneral,loscasos

de cooperatividadsedescribenusandorelacionessemiempíricasanálogasaestasecuaciones,

como:

[A]”K (216)

1÷[A]UKJ

Donde 1 =a =n para casosde cooperatividadpositiva. Esta ecuaciónpuede

expresarseen formalogarítmicade la forma:

1 0a(Ios[Á~+losKA)
V= fl1 + 10a(Iog[A]+IogK~) (2.17)

El parámetroa seconocenormalmentecomo constantede Hill. Es un índice de

cooperatividad.Cuando cc=n, el sistemase comportacomo perfectamentecooperativo,

mientrasquecc=l indica no cooperatividad.

Lascurvasde unióndetaxoidesaMTP se analizaronsegúnun modelodeuniónde un

ligando a dos clasesde sitios de unión (1 y 2), ajustandola ecuación(2.18)a los datos

experimentales,usandoun algoritmode simplexmodificado(Pressel al., 1989,pags.326-

331) en un programacedidopor el Dr. Alíen P. Minton (National hnstitute of Health,

Bethesda,USA).
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1
0ú,(Lúg~Á)+LogK,> 10a2(Log~ÁJ+LogK~2)

V = ‘~1 1±10Ú1(Log[A]+LogK~1) + ~2 ~ 10a2(Log[A]+LogK~2) (2.18)

Donden1 y n2 sonel númerode sitios de uniónde las dosclasesde sitio, a~ y a2 son

loscoeficientesde Hill paralos dostiposde sitio, [A] eslaconcentraciónlibredeligando,KA]

y KA2 sonlas constantesde asociaciónde los sitios de clase1 y 2, respectivamente,y y son

los molesdetaxoideunidopor1W g de MTP.

Paramedirla uniónaGDP tubulina,seasumióun solotipo de sitios deunión(a los

quedenominamosn2, verapartado2.2.2de Resultados),porlo quelos datosseajustaronala

ecuación(2.17).

Paramedir la unión a microtúbulosde GDP tubulina, se asumióun sitio de alta

afinidadcompletamenteocupadocon unaestequiometríade un mol de taxoidepormol de

proteína(n1) (verResultados,apartado2.2.2),y sequisocuantificarla unióna los sitios de

bajaafinidad (n2). Paraello, serestóa todos los valoresde saturaciónde sitios de unión 1

(correspondienteal sitioocupadodealtaafinidad)y al resultadoseleajustóla ecuación(2.17)

paracalcularlos valoresde n2 y KA.

2.6.- Competiciónde dosligandosporsusitio de unión

.

2.6.1.-CompeticiónentreFlutaxy taxol asaturaciónde sitios de unión.

Paracomprobarsi el sitio de unióndeFlutaxala tubulunaeselmismoqueel de taxol

sediseñóun ensayode competiciónde dosligandosporelmismositio deunión en el que se

ensamblótubulinaa concentraciónconstanteen presenciade un excesodel 10% de taxoide

total constante,variandola proporciónentre los taxoides.Se polimerizótubulunaa una

concentraciónde 45 .tM entampónPEMGpH 7.0enpresenciade distintasrelacionesdetaxol

(taxoide A) y de Flutax (taxoideB) a una concentraciónde taxoidetotal de 50 gM. Se

incubaronlas alícuotasdurante2 horasa 370 C y secentrifugarona 100000g durante10

minutosen un rotor TL100precalentadoa370 C. Tras lacentrifugaciónsedeterminaronlas

concentracionesde tubulina y de taxoideen el sobrenadantey en el sedimentocomo se

describeen (4.3)y (4.4).El porcentajedetubulunaensambladaoscilóentreun75%y un 82%.
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En estascondiciones,podemosasumirquenosencontramosa saturaciónde sitios de unión,

y la relaciónentrelas constantesde asociaciónde los dostaxoidespuedencalcularseapartir

en funcióndelas concentracionesdeFlutaxunidoy detaxoidetotal (verAnálisisdelos datos,

apartado6.3.2).

2.6.2.-Competiciónentretaxoidesabajafracción de saturaciónde sitios.

Unensayode competiciónde uniónesun métodoquepuedeaplicarseparacomparar

las propiedadesde unión de un ligando con otros compuestosque seunanalmismo sitio

(Minton, 1984).Poresosequisodiseñarunexperimentode competiciónquenospermitiera

compararlaafinidadrelativade todoslos taxoidesfluorescentesdisponiblesen el laboratorio

porsusitio de unión al microtúbulo.Paraello sediseñarondistintostiposdeexperimento:

Enprincipio sepolimerizótubulina20 4M en tampónfosfato 10 mM, GTP0.2 mM,

MgCl2 7 mM, pH 6.6en presenciade taxol equimoleculary seintentódesplazarel taxol con

los taxoidesfluorescentes.El experimentono sepudocompletarporquelas concentraciones

libres de ligando competidornecesariaspara desplazaral taxol son superioresa las

concentracionesa las quecomienzalaunión a la segundaclasede sitios de unión(sitios de

bajaafinidad,ver Resultados,apanado1.3).

Tambiénserepitió el experimentodescritoparael Flutaxcon el restode los taxoides

fluorescentes,ensamblandotubuluna18 hM en fosfato 10 mM pH 6.6,MgCl2 7 mM, GTP 1

mM, aunaconcentraciónde taxoidetotal de 20 1xM, paraevitar launión unespecífica.Este

experimentotampocotuvo éxito, porquelas concentracioneslibres deligandoobtenidasno

eransuficientesparaconseguirunensamblajede GDPtubulinaefectivocon estequiometría

de un mol detaxoidepormol detubuluna(nosealcanzabasaturaciónde sitios de unión).

Finalmentese eligió el ensayoclásicode competiciónen el queun ligando trazador

aconcentraciónconstante(ligandoA) sedesplazade susitio específicoporconcentraciones

crecientesde ligandocompetidorB. Seeligió medirlacompeticiónde dostaxoidesasusitio

de uniónaproteínamicrotubular.Estaelecciónsebasóenquelos microtúbulosde MTP son

los microtúbulosensambladosiii vitro mássimilaresa los microtúbuloscelulares,y en que

se puede trabajar a concentracionesrelativamentebajas de proteína sin que varíe
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sensiblementelacantidaddeproteínapolimerizadaconla adicióndetaxoide.Lascondiciones

del método se diseñaronusandolos valores de constantesde unión calculadasen los

experimentosde uniónanteriormentedescritos(apartado5.1 de Materialesy Métodos).Para

evitarlaunióndeambostaxoidesalos sitiosdebajaafinidad(sitiosno específicos)setrabajó

abajasconcentracionesde proteínay de ligando total (proteínapolimerizadaentre0.2-0.25

mg/mL, taxoide trazador 0.15 gM, taxoide competidor libre menor de 10 gM), y a

condicionesdebajafracciónde saturaciónde sitios.

Paramedir fluorométricamentesobrela misma dilución las concentracionesdel

taxoidetrazadory del taxoide competidorse necesitaque sus máximos de emisión de

fluorescenciaesténsuficientementeseparadoscomoparapodermedirsesimultáneamentesin

interferirmutuamenteentresí. Poresoseeligieronlostaxoidesconmáximosde absorciónen

la regióndel rojo comotaxoidestrazadoresy los quepresentansumáximodeabsorciónen

la regióndel verdecomotaxoidescompetidores.Estaelecciónsedebeademásaquelabaja

solubilidadde Rotax,X-Rotax y a y j3-SulfoRotaximpidealcanzarconcentracioneslibres

suficientementealtaspara desplazarefectivamenteal resto de taxoides,aunqueha sido

suficienteparamedirlauniónespecíficadeRotaxa proteínamicrotubularhasta0.4molesde

taxoide unido por 1 o’~ g de proteína.En concretose desplazóel Rotax a concentración

constanteconconcentracionescrecientesdetaxol, Flutax,HexaFlutaxy Flutax2. Paramedir

laafinidadrelativadelos taxoidesrojossedesplazaronRotax,X-Rotax,y a-y ~-SulfoRotax

conFlutax2. Secomprobéentodoslos casosquelaconcentracióndelos taxoidesempleados

comotrazadoresy competidorespuedendeterminarseespectrofotométricamenteenlamisma

dilucion.

Paraello seensamblóMTP a0.8 mg/mLen tampónPIPES 100mM, glicerol 3.4M,

EGTA 1 mM, GTP 1 mM, MgCI2 1 mM, pH 6.5 a370 C duranteunahora.Trasesahora se

diluyó laproteínaconelmismotampóna 370C hasta0.4 mg/mL. Enestascondiciones,en

ausenciadetaxoide,laconcentracióndeproteinapolimerizadaesde0.2mg/mL.Secomprobó

quela presenciade taxoideaumentala cantidaddeproteínapolimerizadaen menosde 0.05

mg/mL. Se añadierona distintas alícuotasel ligando trazador(Rotax, X-Rotax) a una

concentraciónde 0.3 1M y ligando competidor(taxol, Flutax 2, Flutax y HexaFlutax)a

concentraciónvariabledesde0.4 a 12 hM. Sedejaronincubardurante30 minutosmása370
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C y secentrifugarona 100000g durante30 minutosa370 C. Lasconcentracionesde taxoide

y deproteínaenel sedimentoy enel sobrenadantesedeterminaroncomosedescribeen(4.3)

y en (4.4).Trasla sedimentación,laconcentracióntotal de Rotaxvarió encadaexperimento

desde0.2hasta0.09 hM dependiendodelaconcentracióndetaxoideen el sobrenadante(este

fenómenoseexplicaporquealaumentarla concentracióndeRotaxlibre, aumentalacantidad

deRotaxqueseadsorbea lasparedes(verapartado3.3), luegolaconcentracióntotaldeRotax

disminuye).La concentraciónde taxoideen el sedimentoes launida a microtúbulos,y la

concentraciónenel sobrenadantesetomócomoconcentraciónlibre.Enefecto,sehavistoque

concentracionesde Rotaxentre0.04 y 0.15 hM no cosedimentanconMTP solublea0.17

mg/mL a270000g durante2horasen tampónPIPES100 mM, glicerol 3.4 M, GTP 1 mM,

MgCI2 1 mMpH6.5. Paralos taxoidesfluorescentescompetidores,si seunieranalaMTPque

quedaen el sobrenadantecon la mismaafinidad queseunena la GDP tubulina (ver figura

3.21) el 85%del taxoideen el sobrenadanteestaríalibre y el 15%estaríaunidoaMTP).

2.6.3.-Análisisde los datos.

2.6.3.1.-Generalidades.

La unión de dostaxoidesa susitio en los microtúbulos puededescribirsecomo la

unión dedosligandosalmismositio de unión.Estauniónvienedescritapor las ecuaciones:

A+ p<—~~--* PA (2.19)

B+ P<—-~-~—> PB (2.20)

DondeAy B sondostaxoidesdistintosy P eslaproteínapolimerizada.Lasconstantes

de asociaciónde cadaligandovienendadaspor:

KA — [PA] (2.21)
[A][P]
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- [PB] (2.22)

K8 _ [PB][A] (2.23)

KA - [PA][B]

Donde KA esla constantede equilibrio de asociaciónparael ligando A, KB esla

constante de asociaciónpara el ligando B, [PA] y [PB] son respectivamentelas

concentracionesde ligandosA o B unidos a proteínapolimerizada,y [A], [B] y [P] son

respectivamentelas concentracioneslibresde ligandosA y B y deproteínapolimerizada.Las

concentracionesde proteínatotal polimerizada([P]0) y ligando total ([A]0 y [B]0)pueden

expresarseen funcióndelas concentracioneslibresy unidas:

[P]0=[P]+[PA]+[PB] (2.24)

[A]0=[A]-4PA] (2.25)

[B]0=[B]±jjPB] (2.26)

2.6.3.2.-CompeticiónentreFlutaxy taxol a saturaciónde sitios deunión.

Cuandosetrabajaa saturaciónde sitios de unión de taxol (no hay sitios libres de

proteínapolimerizada,[P] = 0),lasecuaciones(2.24)a(2.26)sepuedenexpresarde la forma:

[A]= [A]0 - [P]0+ [PB] (2.27)

[Bjj= [E]0 - [PB] (2.28)

[PA]= LP]0 - [PB] (2.29)

Y sustituyendolas ecuaciones(2.27),(2.28)y (2.29)en la ecuación(2.23)llegamos

a laexpresión:

KB _ [PB]([A]0—[F]0+[PB]

)

KA ([P]0 — [PB])([B]0 — [PB]) (2.30)

La ecuación(2.30)seajustóa los datosexperimentales,fijando las concentraciones

conocidasde [A]0, LP]0 y [B]0 y variandolos valoresde relación KB/KA paraobtenerlos

valoresde [PB] quemejor seajustaranalos datosexperimentales(Díazy Andreu, 1993),
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utilizandoun algoritmodeMarquardt-Levenberg(Pressel a!., 1989,pags.572-580)mediante

elprogramaSigmaPlot®1.02,JandelScientific.

2.6.3.3.-Competiciónentretaxoidesabajafracciónde saturacióndesitios.

En un experimentode competiciónla concentraciónde cadaligandounidodepende

de las concentracioneslibres y de las constantesde equilibrio de asociaciónde ambos

ligandos,de la forma(Wymany Gilí, 1990,pags.33-42):

[PA] KÁ[A] (2.31)
VA =

[P]+ [PA]+ [PB] = 1+ KÁ[A]+ KB[B]

[PB] KB[B

]

= [P]+ [PA]+ [PB] = 1+ KÁ[A]+ KB[B] (2.32)

Paracalcularlas constantesde equilibrio de asociaciónde los taxoidesa proteína

microtubular se ajustó la ecuación (2.31) a los datos experimentales,fijando las

concentracionesconocidasde [A] y [B] y variandolos valoresde KA y KB paraobtenerlos

valoresde VA (moles de ligando unido a ?l0’~ g de MTP) quemejor seajustanalos datos

experimentales,utilizandoun algoritmode Marquadrt-Levenberg(Pressel al., 1989,pags.

572-580)enelprogramaSigmaPlot®1.02 (JandelScientific).

Alternativamenteserepresentaronlos valoresde VA enfúncióndelasconcentraciones

totalesde taxoidecompetidor,y seempleóun programacedidopor el Dr. FernándoDíaz

(Medranoel al., 1991)pararesolverel sistemade ecuaciones(2.21)a(2.26)paralos valores

conocidos[A]0, [B]0,y KA. Setomaronsólo los puntosen los que [A]0presentabanmenor

variaciónentresí, y setomólamediaestosvalorescomoparámetroconocido[A]0.ComoKA

se empleó la determinadasegúnel ajusteanterior. Se variaron los valoresde KB hasta

encontrarel valorqueminimizaralasumade los cuadradosdelasdesviacionesde los valores

calculadosde VA con respectoa los datosexperimentales.
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2.7.-Velocidadde sedimentación

.

2.7.1.-Velocidadde sedimentaciónde GDP tubulinaen presenciade taxoides.

La GDP tubulinaseequilibró comosedescribeen (4.1), salvoque laconcentración

de GDP en la segundacolumnafue de 20 gM. Se comprobóel intercambiode nucleotidoen

estascondiciones,correspondienteaun 98 + 3 %.

La velocidad de sedimentaciónse midió en una ultracentrífugaanalíticaXL-A

(Beckman)equipadaconun sistemadedetecciónultravioleta/visible.Lasmedidassetomaron

a 200 C y a 55000 o 60000rpm en un rotor An6OTi usandoceldasde doblesectorde paso

óptico 1 .2 cm. Semidió laabsorciónen funcióndelradioaintervalosdetiempode 5 minutos

a 295 nm (dondela mayorpartede la absorciónesdebidaa la proteína)y en la región del

visible (495nmparaelFlutaxy 2’ acetilFlutax,557rmi paraelRotax,515 nmparaelFlutax

2 y 525 parael Flutax3), dondetodala absorciónesdebidaal ligando. En las muestrasde

tubulina que no llevabantaxoidese añadióDMSO 0.5%. La concentraciónde proteína

(exceptodondeseindica)fuede 20 ¡.tM. Parael análisisdelos datos,tantoparaelcálculodel

coeficientede sedimentacióncomoparalasrepresentacionesdelg(s*) (vermásadelante)sólo

seutilizaronlos perfilescorrespondientesa los 40 primerosminutosdel experimento.

2.7.2.-Análisisde datosde velocidadde sedimentación.

En un experimentode velocidad de sedimentaciónse someteuna disolución

unicialmenteuniformeenunaceldadecentrífugaanalíticaaunavelocidadangularsuficiente

paracausarlasedimentacióndelsolutohaciael fondodelacelda.Estoproduceunadepleción

del mismoen la partesuperiory la formaciónde un frentede sedimentaciónentrela zona

deplecionaday lazonade concentraciónuniformede soluto.Lavelocidadconque semueve

el frentede sedimentaciónnormalizadaporla aceleracióncentrífugaala que estásomoetido

el rotor esel coeficientede sedimentación(s)(Cantory Schimmel,1980; Ralston,1993).El

coeficientede sedimentacióndeunamoléculadependede sumasa,de sudensidadrelativacon

respectoal solvente,y de sucoeficientede fricción, quea suvezdependede suformay su

54



2.-Materialesy Métodos

tamaño. Por lo tanto, la medida de la velocidadde sedimentaciónse puedeusarpara

caracterizarasociacionesmacromoleculares,en principio, cuando la asociaciónimplica

cambiosen algunade estastrespropiedades(Steinbergy Schachman,1966;Minton, 1990).

Los coeficientesde sedimentaciónde las especiesen disoluciónse determinaron

midiendo[aposiciónradial delpuntode inflexión (frentede sedimentación)frenteal tiempo

(Cantory Schime), 1980; pags.596-614,Ralston, 1993).La representacióndel logaritmo

neperianodelaposiciónradial del frentede sedimentaciónen funcióndeltiempodetermina

el coeficientede sedimentaciónde la especiemayoritariaen la celda.La posiciónradial del

frentesedeterminómediantela derivadade la absorcióncor respectoal radio, usandoel

programaXLAVEL.

También se empleó el método del segundo momento de la distribución de

concentración(Goldberg,1953; Schachman,1959),queda unainformaciónmáscompleta

de todas las especiespresentesen la solución, especialmentecuandola derivadade la

concentraciónfrenteal radiodaunpico asimétrico.Estemétododaunaposiciónradial del

frenteequivalente,esdecir,laposicióndelpuntode inflexión hipotéticoqueseobservaríaen

ausenciade difusión. A partirdelmovimientodelaposicióndelfrenteequivalentesecalcula

e! coeficientede sedimentaciónpromedioparael sistema,que correspondea la velocidad

promediode laspanículasen lazonadeconcentraciónuniformede soluto.Enexperimentos

de velocidadde sedimentación,el coeficientede sedimentaciónpromediosueledarvalores

algomayoresqueelpicode laderivadadeconcentraciónfrenteal radio(Cantory Schimmel,

1980,pags.59 1-605).El coeficentede sedimentaciónpromediosecalculade formaanáloga

al coeficiente de sedimentaciónde la especie mayoritaria, representandoel logaritmo

neperianodelradiodeinflexiónequivalentefrentealtiempo(Cantory Schimmel,1980,pags.

591-605; Stafford, 1994). Paraestadeterminaciónse usó el programa VELGAMMA

(Muramatsuy Minton, 1988).TantoXLAVEL comoVELGAMMA fueronsuministradospor

el Dr. Alíen P. Minton (National InstituteofHealth,Bethesda,Maryland,USA).

Tambiénseempleóel métododesarrolladoporStafford(1992; 1994)paracalcular

ladistribuciónaparentede coeficientesde sedimentacióng(s*), dondes~ esel coeficientede

sedimentaciónpara el caso de un componenteúnico, hidrodinámicamenteideal, con

coeficientededifusiónigual acero(Stafford, 1992; 1994).Lafuncióng(s*)nosdala fracción
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g(s)dsquesedimentaconvaloresde coeficientede sedimentacióncomprendidosentresy s

+ ds, esdecir, la forma de g(s*) nosdaunaideade la distribuciónde los coeficientesde

sedimentacióndelas especiespresentesen la solución.Las distribucionesde coeficientesde

sedimentaciónsedeterminaronmedianteel programaDCDT (Stafford, 1992; 1994)que

calculag(s*)apartirdeladerivadaconrespectoal tiempodeladistribucióndeconcentración

(dc/dt) acadaposiciónradial. Estemétodotomaparesde perfilesde velocidadconsecutivos

y los sustraeentresí parahallarlacurvadiferencia.Si ladiferenciadetiempoentrecadaperfil

essuficientementepequeñala curvadiferenciaesunabuenaaproximaciónde laderivadade

la concentracióncon respectoal tiempo (dc/dt) paracadaposiciónradial r. El uso de la

derivadatemporalsuponeuna eliminación automáticade la línea base.A partir de las

representacionesde (dc/dt)frentea r, de (dc/dt) sededuceel g(s*), y del radiosecalculas~

(Stafford, 1992; 1994).

Pararepresentarla distribuciónde los coeficientesde sedimentacióna lo largo del

tiemposecalculóg(s*)paracadacuatroespectrosconsecutivos(20minutos).
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Resultados

3.1 .-TAXOIDESFLUORESCENTESCOMO SONDADEL SITIODEUNIONDETAiXOL.

3.1.1.-Interaccióndetaxoidesfluorescentesconmicrotúbulos

.

3.1.1.1.-Polimerizaciónde microtúbulosinducidapor taxoidesfluorescentes.

El taxoidefluorescenteFlutax induceelensamblajede la GTPtubulinaenpresencia

de glicerol paradar microtúbulos,aunquede una formamáslenta que el taxol, como se

muestraen la figura 3.1. Se comprobó por microscopia electrónicaque el material

polimerizadoeranmicrotúbulos(ver panelC de la figura), aunqueserealizóposteriormente

un examenmásrigurosodelamorfologíademicrotúbulosde GDPtubulinay demicrotúbulos

de MTP (ver apartado1.3.3 de Resultados).Como controlnegativode lapolimerizaciónse

utilizó el 2’acetil Flutax, con el grnpo 2’ hidroxilo esencialpara su actividadbloqueado

(JiménezBarberoel al, 1998).Seobservacómo el 2’ acetilFlutaxesincapazdeinducir la

polimerizaciónde la tubulina,

La polimerización de microtúbulos inducida por taxoide es un equilibrio de

polimerizaciónporcondensaciónnucleadadeproteína,en elquelaconcentracióncrítica(Cr,

o minimaconcentraciónapartir de la cuallaproteínaensambla)esequivalenteal inversode

la constanteaparentedeelongacióndelmicrotúbulo(Kr,~i,) (OosawayAsakura,1975;Andreu

y Timasheff,1986).La representacióndel aumentode turbidezdebidaa la polimerización

frente a la concentracióninicial de tubulina indica que la concentracióncrítica de

microtúbulosinducidaporFlutaxesalgomayordeldoblede la detaxol (figura3.1,panelB).

Unexamenmásseverode capacidadde inducciónde ensamblajedemicrotúbuloses

lapolimerizacióndeGDPtubulina,queeslaformainactivade lamolécula.Enla figura(3.2)

semuestracómotantoFlutax comoRotaxinducenlapolimerizaciónde tubulinaconel sitio

intercambiablede nucleotidototalmentesustituidoporGDP.

El HexaFlutaxsediseñó paraver si la presenciade un espaciadormayorentrela

moléculade taxol y la fluoresceínainfluía en la actividadde Flutax. Sin embargo,este

compuestono inducelapolimerizaciónde la GDPtubulina(figura 3.2).

Sequisoprobaren estemismosistemael taxoidefluorescentedescritoporGuyel al.
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Figura 3.1.- Ensamblajede microtúbulos inducido por taxoide.Panel A.- Curso de tiempo de
ensamblajemonitorizadoporaumentodeturbideza 350nmdedistintasconcentracionesdetubulina
entampónMES 100 mM, GTP0.1 mM, pH 6.5, inducidopor taxol (curvascon líneadiscontinua)o
por Flutax (curvasen líneacontinua). Las concentracionesde tubulinausadasfueron de 25 iM
(curvas1 y 4), 20 pM (curvas2 y 5) y 15 pM (curvas3 y 6). Lostaxoidesseañadieronenun exceso
del 10%sobrela concentracióndetubulina.Lasflechasindicanel tiempoenqueseenfrió la muestra
a 40 C. La curva7 muestrala tubulinaa 20 pM a la queseha añadido2’ acetilFlutax 22 pM. La
curva8 estubuluna20 pM con un 0.5%de DM50. PanelB.- Medidade concentracióncríticade
polimerizaciónde tubulina medida por aumentode turbidez. Los puntos blancos representan
microtúbulosinducidospor taxol y loscírculosnegros,inducidospor Flutax. Laslíneasrepresentan
el ajusteporregresiónlineal delosdatos.El puntodecorteconel ejex nosdala concentracióncrítica
(verMaterialesy Métodos,apartado4.2). Seobservaquela concentracióncríticadepolimerización
inducidapor taxol esaproximadamentela mitad de la inducidapor Flutax. PanelC.- Micrografia
electrónicade un microtúbulo obtenido con Flutax en el experimentorepresentado.La barra
representa50 pm.
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Figura3.2.- Ensamblajede microtúbulosinducidopor taxoide.PanelA.- GDP-tubulina25 M en

tampónPEOTA,GDP 1 mM, MgCI2 7 mM, pH 6.6 conun excesode 1.2 de taxol (curva1), Flutax
(curva2),Rotax(curva3), fluoresceinalanina(curva4), 2’ acetilFlutax(curva5),HexaFlutax(línea
6), SulfoRotax(línea7) y j3 SulfoRotax(Línea 8). Las flechasindicanel tiempoen queseenfrió la
muestraa 40 C. PanelB.- Medidadeconcentracióncrítica(VerMaterialesy Métodos,apartado4.3)
depolimerizacióndeGDP-tubulinaentampónPEDTA, GDP 1 mM, MgCI2 7 mM, pH 6.6, inducida
por taxol (O), Flutax (A) y Rotax(‘29. Símbolosnegros,concentraciónen el sedimento.Símbolos
blancos,concentraciónenel sobrenadante.
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(1996)-j3-SulfoRotax-yuntaxoideconelmismofluoróforoperoconel espaciadorutilizado

parael restode taxoidesde estetrabajo(a-SulfoRotax).Ninguno de los dosescapazde

inducir lapolimerizaciónGDP tubulina.

La representaciónde tubulinapolimerizaday tubulinasolublefrenteatubulinatotal

(figura 3.2,panelB) muestraquelaconcentracióncríticadepolimerizacióndemicrotúbulos

inducidosporFlutaxy Rotaxesrespectivamentede dosvecesy cuatrovecesla deltaxol.

3.1.1.2.-Unión de Flutaxy Rotaxamicrotúbulos.

La polimerización de tubulina a concentraciónconstantecon concentraciones

crecientesde Flutaxy Rotaxmuestraque, de formasimilar a la deltaxol, lapolimerización

detubulinaaumentalinealmentecon la concentraciónde ligandohastaalcanzarunmáximo

a relacionesalgosuperioresaunamoléculade taxoidefluorescentepormoléculade tubulina,

lo que indicaun sólo sitio de alta afinidadparael ligando en la tubulinapolimerizada(ver

figura 3.3). Las medidasde tubulinay taxoidesedimentadosen distintascondicionesde

polimerización(figura 3.4)danunaestequiometríade 0.97±0.08 moléculasde Flutaxpor

moléculadeproteína,igual aladetaxol (Díazy Andreu,1993).Labaja solubilidaddelRotax

impide darunabuenamedidade estequiometriade uniónatubulina.

El sitio de unióndelFlutax a los microtúbulosesaparentementeelmismo queel de

taxol, como demuestraun experimentode competiciónde Flutax con taxol, en el que se

mantuvoconstantela concentraciónde tubulinay de taxoidetotaly sevarió la relaciónentre

taxol y Flutax (figura 3.5). Seobservacómo aumentalacantidadde ligandounido acada

moléculadetubulinaal aumentarsurelacióncon el otro taxoideen el sobrenadante,mientras

que la sumade los dospermaneceinvariable.El experimentopuededescribirsemedianteun

modelosimpledecompeticiónentredosligandosporel mismositio deunión,enel quetodos

los sitios estánocupados(ver Materialesy Métodos,apartado5). El mejor ajustede la

ecuación(2.30)a los datosexperimentalesdaunarelaciónentreconstantesde equilibrio de

asociacióndeKFlUjK..AXQIde0.12, lo queindicaqueel taxolesaproximadamenteochoveces

más afin queFlutaxporsusitio de unión al microtúbulo.
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Figura3.4.-EstequiometríadeunióndeFlutaxamicrotúbulosensambladosenPEDTA, GDP 1 mM,
MgCl2 7 mM. (O), microtúbulosensambladosconun20% de excesodeFlutax sobretubulinaa pH
6.8, el Flutax en el sedimentoestácorregidopor la precipitacióninespecíficade ligando{á), lo
mismo,salvo quea pH 7.0. (0), tubulinaen excesoaconcentraciónconstantey concentraciones
crecientesdeFlutax. La estequiometríapromediopresentaun valorde0.974+ 0.083.
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Figura 3.5.-Competiciónde Flutax (e) y taxol (O) por la unión a microtúbulosensambladosen
PEDTA, GDP 1 mM, MgCl2 7 mM, pH 7.0 a partir de 45 pM GDP-tubulinay 50 gM taxoidetotal,
variandola relaciónentrelosdos taxoides.Las líneassonel mejor ajustea un modelosencillo de
competiciónpor un mismo sitio de unión segúnla ecuación(2.30).
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3.1.1.3.- Influencia de las variables de la solución en la polimerización de

microtúbulos inducidaportaxoide.

Puestoque serequierencationesdivalentesparael ensamblajede microtúbulos,se

midió el efectode laactividadde Mg2~ en la polimerizaciónde la tubulinaasistidaporFlutax

en comparacióncontaxol. En la figura 3.6Ase observacómola influenciade laactividadde

Mg2~ libre esmáspronunciadaen el ensamblajedemicrotúbulosinducidosporFlutaxqueen

los inducidosportaxol. En la representaciónde Wyman(Wymany Gilí, 1990)delaconstante

deelongaciónaparentede polimerizaciónfrentealaactividadde catión,lapendienteesigual

a ladiferenciaentrelasmoléculasdecatiónunidasatubulinapolimerizaday unidasatubulina

libre (Wymany Gilí, 1990;Leey Timasheff,1977).LasrepresentacionesdeWymanparael

taxol y paraelFlutax(ver figura3.6A) muestranquelos microtúbulosinducidosporFlutax

incorporanun ión adicionalde Mg2* por tubulinapolimerizadamásque los inducidospor

taxol (2.9en lugarde2.1).

La influenciadelpH es pequeñaen los doscasos(figura 3.6B), siendoalgo menos

pronunciadaen el casodeFlutaxqueenel de taxol (0.2en lugarde 0.5 protonesadicionales

portubulinapolimerizada).

En la figura3.6C seobservacómola influenciade la temperaturaen elensamblajede

mícrotúbulosesalgomáspronunciadaparaFlutaxqueparataxol. La constantede elongación

aparentede los microtúbulosnosda laenergíalibrede polimerizaciónde los mismosa cada

temperatura,apartir de la expresión:

Mi0 = -RT Ln Kpapp (3.1)

El aumentode entalpíaasociadoalapolimerizaciónde los microtúbulossecalculóa

partir de la dependenciade la temperaturaen el ensamblajede tubulinainducidoportaxoide,

a partirde la ecuaciónde Van’t Hoff (Leey Timasheff,1977):

-AH0 1 AS0
LnKp

0pp = —+ (3.2)
R T R
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Resultados

En el caso del ensamblajede GDP tubulina asistido por taxoide, dado que el

incrementodecapacidadcaloríficaesnuloen elrangodetemperaturasde trabajo(Díazetal.,

1993),el aumentodeentalpíapuedecalcularseapartir de laecuación(3.3), estimándoseen

64 kJ ¡mol parael taxol (el incrementode entalpíade polimerizacióninducidapor taxol

calculadoporDiazel al. (1993)fue de 49.1 kJ/mol)y 124 kJ/molparaFlutax.

3.1.1.4.-Visualizaciónde microtúbulospormicroscopiade fluorescencia.

Los microtúbulosensambladoscon Flutaxy Rotaxsehanvisualizadomedianteun

microscopiode epifluorescenciaquellevaincorporadaunacámaraCCD.Seobservarontanto

mícrotúbulosaislados(verfigura3.7)comomicrotúbulosendistintasformasdeorganización.

Los microtúbulos entrecruzadosse observan inmediatamente,tanto si se observan

mícrotúbulospreensambladoscomo si se dejanensamblarentreportay cubre.Formaciones

de microtúbuloscruzadossimilaresa ásteres(ver figura 3.7B, inserto)tardanen aparecer

(aproximadamente20 minutostras iniciar la observación)y son infrecuentes,lo quepuede

indicarqueseorganicenalrededordeagregadosdeproteínadesnaturalizada.Los hacesdensos

de microtúbulosaparecenindependientementedel tratamientode la muestra.Cuandola

muestrahasido ensambladaenbañoseobservaninmediatamente.Cuandosedejaensamblar

entreportay cubre, tardanunos20minutosen aparecer.

También se han usadoFlutax y Rotax para visualizar microtúbulos de MTP

ensambladospreviamenteala adición delligando(figura 3.7, panelesE y G). Formaciones

demicrotúbulosentrecruzados(figura3.7,panelE) seobservaronen un tiempoinferioraun

minutotraslaadicióndeFlutax.EsteresultadodemuestraquelasMAPsno dificultan launión

de Flutax,y queel sitio de unión del taxol almicrotúbuloseencuentrabastanteaccesibleal

solvente.

Paracomprobarla especificidadde la uniónde los taxoidesfluorescentesaMTP se

diluyeronlasmuestrasdeMTP conFlutaxdelmismomodoquelas anteriores(verMateriales

y Métodos,apartado4.5), salvoqueen tampóncon docetaxelhastaunaconcentraciónfinal

de 80 jtM. La presenciadel docetaxelresultaen la rápidadesaparicióndel marcajede los
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microtúbulos(ver figura 3.7panelE).

3.1.2.-Interaccióndemicrotúbuloscon derivadosmássolublesy fotoestablesdeFlutax

.

3.1.2.1.-Polimerizaciónde microtúbulosinducidaporFlutax2 y Flutax 3.

En las condicionesde ensamblajede microtúbulosel Flutax sólo esparcialmente

soluble(verMaterialesy Métodos,apartado3.3), lo quedificultasuusocomosondadelsitio

deunióndeltaxol. Parapaliaresteinconveniente,seevaluaroncompuestosdetaxol asociado

a derivadosfluoradosdefluoresceínaconun pKaparael dianiónmuy alejadodelrangode

pH detrabajo(verMaterialesy Métodos,apartado3.2).Enconcreto,seusaronlos derivados

7-O-[N-(2,>7-difluorfluorescein-4’-carbonil)-L-alaniljtaxol (Flutax 2) y el 7-O-[N-

(2,7,difluorosulfofluoresceín-4’-carbonil))-L-alanil]taxol (Flutax 3). Ambos son

completamentesolublesen lascondicionesdetrabajo(másde0.2mM), en el rangodepHde

6.6 a 7.0.

Ambosderivadosensamblanla GDP-tubulina,comosemuestraen la figura 3.8, con

unacinéticamássimilar ala del taxol quela de Flutax(ver figura3.2).La representaciónde

tubulina polimerizaday tubulina en el sobrenadantefrente a tubulina total (figura 3.8B)

muestraquelaconcentracióncríticade polimerizaciónesindistinguiblede la de taxol (1.30

±0.13jj.M).

ElFlutax2 y elFlutax3 tambiénsehanusadoparavisualizarmícrotúbulosdeproteína

mícrotubularpreensambladosmediantemicroscopiadeepifluorescencia.Seobservarontanto

niicrotúbulosaisladoscomomicrotúbulosendistintasformasdeorganización,similaresalos

mostradosen la figura3.7.Además,dadoquelos dosderivadosfluoradosdela fluoresceína

son más fotoestables,los compuestosfluorescentesFlutax 2 y Flutax 3 permiten una

exposiciónmásprolongadaala luz queFlutax,porlo quepresentanunaventajaadicionalen

lavisualizaciónde microtúbulos.
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3.1.2.2.-Unión de Flutax 2 y Flutax3 amicrotúbulos.

Enlarepresentacióndclapolimerizacióndela tubulinaaconcentraciónconstantecon

concentracionescrecientesdetaxoide(figura 3.9)se observa,de formasimilaralade Flutax,

cómo la polimerizaciónaumentacon laconcentraciónde los dostaxoideshastaalcanzarun

máximoaconcentracionesde taxoidecercanasaldoblede laconcentracióndetubulina.Las

medidasdeestequiometríadeunióndetaxoidea GDPtubulinapolimerizada(figura3.9,panel

B) danvaloresde 1.04±0.08parael Flutax2 y de 1.14±0.08parael Flutax3, similaresa

la de taxol (Diaz y Andreu,1993).

3.1.2.3.-InfluenciadelpH y laactividaddeMg2~en lapolimerizacióndemicrotúbulos

inducidaporFlutax2 y Flutax3.

Al igual queocurreconFlutax, la influenciade la actividadde Mg2~ libre esmás

pronunciadaen el ensamblajede microtúbulosinducidosporFlutax2 y Flutax3 queen los

inducidosportaxol. Lasrepresentacionesde Wyman(Wymany Gilí, 1990, figura3.8panel

C) de la constantede elongaciónaparentede polimerizaciónmuestraquelos microtúbulos

inducidosporestosderivadosincorporanuniónadicionaldeMg2~portubulinapolimerizada

másque los inducidosportaxol (2.7 en lugarde 2.1).

Medidasde concentracióncrítica apH 6.6 y apH 6.2 muestranquela influenciadel

pH es pequeñaen amboscasos (equivalentea 0.2 protonesadicionalespor tubulina

polimerizada),similar ala de Flutax (ver figura3.6).

3.1.3.-Comuaracióndelos taxoidesempleadosen suunióna microtúbulos

.

3.1.3.1.-Uniónde taxoidesamicrotúbulosdeMTP.

Paracompararlasafinidadesrelativasdelos taxoidesempleadosporlos microtúbulos

se eligió un sistema en el que la unión de ligando fuera un procesoprácticamente

independientede lapolimerización.Poresosemidió launiónde taxoidesamicrotúbulosde
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proteínamicrotubularensambladospreviamentea la adición de ligando; además,estos

microtúbulossonfisiológicamentemássignificativosquelos microtúbulosdeGDP-tubulina.

Paraello sepolimerizóMTP aunaconcentraciónde2 o 4 mg/mLentampónPIPES100mM,

GTP 1 mM, EGTA 1 mM, MgCl2 1 mM, pH 6.5 con o sin glicerol 3.4 M, y seañadieron

cantidadescrecientesde taxoides.En la figura3.10seobservanlasrepresentacionesdemoles

de taxoideunido a 1 O~ g de MTP polimerizadaenfUnción del logaritmodeconcentraciónde

ligando libre. Seobservaqueel taxoideunidoamicrotúbulosaumentaconla concentración

deligandolibrehastaaproximadamente0,8-1:1,semantieneaproximadamenteenesarelación

enun ciertorangodeconcentraciones,paraluegovolverasubir indefinidamente.Estosugiere

dostiposde sitios deuniónalmicrotúbulo,unoespecificode taxol (comodemuestrael hecho

de que la unión se desplazacon la adición de docetaxelhasta una concentraciónde

aproximadamente10 íM), y otros no específicosde másbajaafinidad.Seobservatambién

que la unión a sitios de bajaafinidadenpresenciade glicerolesdistintaqueen ausenciade

estecosolvente.La unión de 2’ acetilFlutax sedetectaaconcentracionessemejantesalas de

la uniónasitiosde bajaafinidadde Flutax.

Los datosexperimentalesse analizaronsegúnun modelo de dostipos de sitios de

unión, aplicandola ecuación(2.18). Los valoresobtenidosse muestranen tabla 1. Este

análisismuestraaproximadamenteun sitiode uniónespecíficoconconstantesde equilibrio

dedisociacióndel ordendemicromolar.El constreñira0.8 el númerode sitios de uniónpara

todoslos ligandosno alteró significativamenteel valor de las constantesde asociación(no

mostrado).Asimismo,seobservanun númeroindeterminadode sitios de bajaafinidadcon

constantesde asociaciónde dosatresórdenesde magnitudmenoresquelas de los sitios de

altaafinidad(salvoen el casodelFlutax y el HexaFlutax,en el quesólo las separaun orden

de magnitud). La unión a este segundotipo de sitios no es saturableen el rango de

concentracionesen el quetrabajamos(verfigura 3.10).

La solubilidadlimitadade Rotaximpidecompletarlacurvadeuniónhastamásde0.4

moles de ligando unido por ío~ g de microtúbulosde MTP. Esta unión se desplaza

completamentepor docetaxelhastalas concentracionesde ligando libre que permitesu

solubilidad.Los datosdisponiblesno permitenestimarun númerode sitios de unión y una

constantede asociación,pero soncompatiblesconun modelocon0.8 sitios deunióny una
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constantede equilibrio de asociaciónde 0.6 x 106M” (ver figura3.10, panelE).

KAI («y) n2 x KA2 (a~)

Taxol 0.8 8.1 xlO
6M” (1) 0.003 x106M1 (1)

Flutax 0.9 0.5 x106 M’ (1) 0.028x106 M’1 (1)

HexaFlutax 0.8 0.2x106M” (1) 0.048x106M” (1)

Flutax2 1.1 1.7 x106 M” (1) 0.005x106Nt1 (1)

Flutax3 0.9 4.lxl06M’ (1) 0.020xl06Nt1 (1)

(0)
ecuación(2.18) a los datosde unión de

0.6x106M’ (1) (0)
enlos mejoresajustesde la

Rotax (0.8

)

Tabla 1.- Valoresobtenidos
taxoidesa MTP enpresenciade glicerol según.n

1 y n2 son el númerode sitios de unión de lasdos
clasesde sitio, a~ y «2 son los coeficientesde Hill paralos dos tipos de sitio y KA¡ y KA2 son las
constantesde disociaciónparalos tipos de sitios 1 y 2. Nuestrascondicionesde trabajosólo nos
permintendisponerde uno de losbrazosde la isotermaparael segundotipo desitio, por lo queno
se puedeestablecerconprecisiónun valorden2 ni deK~, porlo quesólose muestrael producton2
x KM, y se constriñeel valor de «2 a 1. Lascurvasse ajustaronal modelomássencillo,enel quela
uniónaambossitiosno escooperativa.Dejarflotar el índicedecooperatividadparaelsitioespecífico
rinde unosindicessignificativamentemayoresque 1 paraelFlutax 2 (2.03)y parael Flutax (2.5),
siendoelajustedelmodeloalosdatossólomarginalmentemejor(nomostrado).En elcasodel Rotax,
se constriñerontodoslos valoresseñaladosentreparéntesisparahallar el valor deKA.

Lasconstantesdeasociaciónobtenidaspermitenordenarestostaxoidesporordende

mayoramenorafinidad al sitio de altaafinidaden los microtúbulos,de la forma:

Taxol> Flutax 3 =Flutax2> (Rotax) - Flutax>HexaFlutax

En estemétodode medidade uniónde taxoidesaMTP setoma la concentraciónde

taxoidefluorescenteenel sobrenadantecomoconcentraciónlibre de ligando.Dadoquelas

concentracionesde taxoidesedeterminanfluorométricamente,unapequeñaproporciónde

fluoróforo inactivo (no unidoa taxoide)puededar lugaraunasobreestimacióndel ligando

libre.Además,la granafinidadde todoslos ligandosporlaMTP y las altasconcentraciones

de proteínausadashacenque las concentracioneslibres de taxoideseanmuy pequeñasen

relaciónconlas concentracionestotales,por lo queestasobreestimaciónen lamedidapuede
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introducirun errorenel cálculode la constantede asociación.En los taxoidesfluorescentes

derivadosde la fluoresceínautilizados en estetrabajo seestimó el máximo porcentajede

impurezasfluorescentesenun 0.2%(verMaterialesy Métodos,apartado3.2). Enelcasodel

Flutax2 y Flutax3, sehacalculadoquesi un 0.2%del fluoróforo fueseinactivo,la constante

de asociaciónparaelprimertipo de sitio seriarespectivamentede 1.7 y de 4.3 x 106 M” (en

lugarde1.6y4.1 x 106M’).

3.1.3.2.-Competiciónde taxoidespor susitio de unión amicrotúbulosde MTP.

Paramedir la afinidadrelativade todos estostaxoidesporel sitio de alta afinidad

específicode taxol sediseñóun métodode competiciónde dosligandospor el mismo sitio

deunión,un ligandotrazadorfluorescente(A) aconcentracióninicial constante,y un ligando

competidor(E).Paraobtenerun desplazamientoefectivo,y evitar la interferenciadelaunión

alos sitiosdebajaafinidad,y delaunión delostaxoidesatubulinasoluble(verapanado2.2

de Resultados),se trabajó a baja fracción de saturación de sitos de unión, a bajas

concentracionesde tubulinay trazadory a concentracionesdeligando competidorlibre por

debajode 10 uM. Como taxoidestrazadoresse eligieron los taxoidesqueabsorbenen la

región del rojo,porquesubajasolubilidadimpideobtenerunasconcentracionesde ligando

libre suficientesparadesplazaral restodetaxoides(verMaterialesyMétodos,apañado6.2).

En la figura 3.11 semuestrael desplazamientode Rotax(taxoidetrazador-A)por el

taxol y los taxoidesfluorescentesqueemitenen laregióndelverde(taxoidescompetidores-

B). Debido a que trabajamos a baja fracción de saturación de sitios, y a que las

concentracioneslibres de ligando sonmuy pequeñas,la dispersiónde los datos esmucho

mayorqueen lamedidadirectadela unióndetaxoideaMTP. Sinembargo,seobservacomo

el taxol y el Flutax2 desplazanal Rotaxcon unaefectividadsimilar, que esmayorquela de

Flutax y HexaFlutax.Con ésteúltimo, las concentracionesque permitenlas condiciones

experimentales,no sonsuficientementealtasparaconseguirundesplazamientode Rotaxtan

efectivocomoenel restode taxoides,lo quenos indica que suconstantede equilibrio de

asociaciónporelsitiodealtaafinidadessignificativamentemenorqueladelrestodetaxoides

fluorescentes,
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Figura 3.11.-Competiciónde dos taxoidespor el mismo sitio de unióna proteínamicrotubularen
tampón PIPES 100 mM, glicerol 3.4 M, GTP 1 mM, MgCI2 1 mM, EGTA 1 mM, pH 6.5. Se
representanlos molesde ligando unidos a cadaiO’~ g de proteínaen función de la relación de
concentracioneslibres de ligando.SeusaroncomotaxoidetrazadorelRotax(panelesA, E, C y D),
y elX-Rotax(panelE), y comocompetidor el taxol (panelA), elFlutax2 (panelesEyE), el Flutax
(panel C) y el Hexaflutax (panelD). Las curvasrepresentanel mejor ajuste a un modelo de
competicióndedosligandosporelmismositiodeunión,utilizandolaecuación(2.31)(verMateriales
y Métodos).
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El experimentoseanalizósegúnun modelo de competiciónde dos ligandosporel

mismo sitio de unión, ajustandoa los datosexperimentalesla ecuación(2.31). Al principio

sedejaronvariarlos valoresde KA y K~, y posteriormentesefijó el valordeKA a 3x106Nt’

(el valor más repetidoen los ajustes)parapoderordenartodos los taxoidespororden de

afinidad.Los resultadosde estosajustessemuestranen la tabla3. El valorde laconstantede

asociacióndeHexaFlutaxsemuestrasólo demodoorientativo,yaqueel desplazamientode

Rotaxconseguidono permiteunaestimaciónprecisade constantede asociación.En el caso

del taxol, la constantede asociaciónestimadatampoco es del todo fiable, ya que la

distribuciónde los puntosde desplazamientono eshomogéneaa lo largode la curva. Esta

faltade precisiónseachacaaqueel taxollibre semidió por1{PLC, métodoqueofrecemenor

sensibilidadquela medidapor emisiónde fluorescencia.

Enla figura3.11,panelE, semuestrael desplazamientodeX-Rotax(taxoidetrazador-

A) porFlutax2 (taxoidecompetidor-B).El Flutax 2 desplazaal X-Rotaxde forma similara

la de Rotax.Estosdatosseanalizarondel mismomodo quelos anteriores,constriñendoel

valor de KB para Flutax 2 a 4.5 x 106 M1 (el valor obtenido en el análisis anterior de

desplazamientode RotaxconFlutax 2). La constantede asociaciónobtenidafue de 2.8 x 106

parael X-Rotax.

ConstriñendoK<3 x 106 Nt1

) K~=2.5x106M1

K
81.7 x 106 M’

) K~=0.5x10
6M”

x 106 Nt1

FlotandoKA y K~

Taxol (KB2.2 x 106 M’1

Rotax KA=2.S x 106 M’1

Elutax K~3.4x 106Nt’

Rotax KA~4.7 x 106 M”

HexaFlutax (K~==O.5 x 106M’1

Rotax KA3.l x 106 Nt1

Flutax 2 KB’4.S x 106Nt1

Rotax KA3.l x 106 lv!”
Tabla2.-Constantesdeuniónal sitio específicodel taxol dediversostaxoidessegúnel mejorajuste
de la ecuación(2.31)a los datosexperimentales.Losnúmerosentreparéntesisse muestransólo a
título orientativo.

Lasconstantesde asociaciónobtenidasnospermitenordenarlaafinidadrelativadelos
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taxoidesde la forma:

Flutax2 Rotax X-Rotax Taxol =Flutax>HexaFlutax

Las limitacionesexperimentalesde este método hacenque ésteno sea capazde

distinguirclaramentelasconstantesdeasociacióndeFlutax2,Rotax,X-Rotaxy taxol,aunque

sí distinguealFlutax y al HexaFlutaxdel resto.

Dadoquetrabajamosaconcentracionesdeproteínay deligandototalmenoresqueen

elexperimentodeunión a MTP, estesegundométodoesmenossensiblealapresenciade un

pequeñoporcentajede fluoróforo inactivo.

El análisis anteriornos da los valorestanto de la constantede unión del ligando

trazadorcomodelcompetidor,peroprecisadelamedidade laconcentracióndelligando libre.

En nuestrodiseñode experimentoestasconcentracionessedetenninaron,perosequisieron

analizarlos datosde lacompeticiónparauncasomásgeneralenel quesólo seconozcanlas

concentracionesde proteínay ligandototal. Paraello, serepresentaronlos valoresde VA en

función delacantidadde competidortotal (figura3.12)y se ajustóel sistemade ecuaciones

(2.21) a (2.26)paralos valoresconocidosde [A]0, IB]0 y KA variandoel valor de KB para

buscar la mínima desviación de los datos calculadosde VA con respectoa los datos

experimentales.Debido a la fuerteadsorcióna las paredesdel tubo de Rotax [A10no se

mantuvoconstanteen todoel experimento(ver Materialesy Métodos,apañado6.2), por lo

quesólosetomaronlos puntosenquelasconcentracionestotalesdeRotaxpresentabanmenor

variación entresí. Los ajustesse muestranen la figura 3.12, y las constantesde unión

determinadassemuestranenla tabla3.

El experimentode competición también se realizó con el taxoide fluorescente

sintetizadopor de Guyet al. (1996) (13-SulfoRotax)y con un taxoidesintetizadoennuestro

laboratoriousandola sulforodaminacomo fluoróforo y la «-alaninacomo espaciador(a-

SulfoRotax).La unión aMIT detectadaparaambostaxoidesfue siempremenorde 0.025

moles de taxoide unido a cada í0~ gramos de MTP, pero esta pequeñacantidadera

desplazadapor Flutax 2, lo que pareceindicar que la unión es específica.Las bajas

concentracionesdetaxoideenelsobrenadantedebidasalabajasolubilidady fuerteadsorción
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Figura3.12.-Competiciónde dos taxoidesporel mismo sitio deunióna proteínamicrotubularen
tampónSUPES 100 mM, glicerol 3.4 M, GTP 1 mM, MgCI2 1 mM, EGTA 1 mlvi, pH 6.5. Se
representanlos molesdeligandounidosacadaíO~ g deproteínaenfuncióndel taxoidecompetidor
total. Se usaroncomotaxoidetrazadorel Rotaxy comocompetidor el taxol (panelA), el Flutax2
(panelE), el Flutax(panelC) y elHexaflutax(panelD). Lascurvasrepresentanelmejorajusteauna
competiciónde dos ligandospor e! mismositio de unión segúnun ajustemúltiple a las ecuaciones
(2.19)a (2.24) (ver Materialesy Métodos).
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alas paredesdelos dostaxoidesno permitieronmediradecuadamentelacompeticiónenestas

condiciones.

Taxoidecompetidor [Taxoidetrazador]exp KB

0.12 gMTaxol 3.Ox 106M’

Flutax 0.l5gM 3.3x106Nt’

HexaFlutax 0.19 ,.tM 0.3xl06M’

Flutax2 0.12 ¡.tM__ 4.0 x 106M~’

Tabla3-. ValoresdeK
3 parael ajusteenfuncióndelasconcentracionestotalesdeligandoy proteína.

Serepresentala mediadelosvaloresdetaxoidetrazadortotalenlospuntosenqueserealizaelajuste
determinadaexperimentalmente.

3.1.3.3.-Cambiosen la estructurade los microtúbulosinducidosportaxoide.

El Flutax, el Rotax,el Flutax2 y el Flutax 3 inducenun aumentoen el númerode

protofilamentos de microtúbulos de GDP tubulina con respecto a los microtúbulos

ensambladosenpresenciade taxol (verfigura3.13).Los microtúbulosde taxol observados

mostraronmayoritariamenteun patrón de 2 franjas - vacío - 2 franjas, indicativo de 13

protofilamentos (figura 3.13), mientrasque los microtúbulos inducidos por taxoides

fluorescentespresentanmayoritariamentepatronesde franjas 3 - vacio - 3, y 3 - vacío- 4,

respresentativosde microtúbulosde 15 y 16 protofilamentosrespectivamente(Chrétieny

Wade,1991).

Cuandolostaxoidesfluorescentesse añadensobremicrotúbulosdeMTP susefectos

en el cambio de protofilamentosno son tan notablescomo en el caso de los GDP

mícrotúbulos.Mientras que los patronesde franjasobservadosparaMTP en ausenciade

taxoidefueronmayoritariamentede 2-nada-2(13 protofilamentos),enpresenciade ligandos

fluorescentessecuantificarontantomicrotúbulosde 13 comode 14 y, enmenorcantidad,de

15 protofilamentos.En lasmuestrasobservadasno sedetectandiferenciassignificativasentre

los microtúbulosalos queel taxoideseañadióantesdel ensamblajey aquellosalos quese

les añadióunavez polimerizados(ver figura 3.14). Sin embargo,es necesarioun mayor

númerode observacionesparapoderestablecercon precisióntalesdiferencias.
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Figura3.13.-FotograflasdemicroscopiaelectrónicademicrotúbulosdeGDPtubulinainducidospor
taxol (panelA), Flutax(panelB), Rotax(panelC),Flutax 2 (panelD) y Flutax 3 (panelE). La barra
representa50 nm.
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3.2.-UNION DE TAXOIDES FLUORESCENTESA TUBULINA: DIFERENCIAS CON

SU UNION A MICROTUBULOS.

3.2.1.-Esnectrosde absorciónde taxoidesfluorescentescontubulinaymicrotúbulos

.

Aunquetodos los análogosfluorescentesdel taxol sesintetizaroncon la molécula

fluorescenteen la posición 7 del taxol, que no es esencialpara su función, y que

probablementeestálejos de su sitio de unión (Kingston, 1994),todos los derivadosde la

fluoresceínahanresultadosersensiblesalmicroentornoenel queseencuentran.Enpresencia

de tubulinao microtúbulosen la disolución,sufrencambiosapreciablesen su espectrode

absorción(ver figuras 3.15y 3.17).

2.1.1.-Cambiosenel espectrode absorciónde Flutax.

En el Flutax, en nuestrascondicionesde trabajo, el cromóforo fluoresceínase

encuentraenequilibrio entresusformasde ionizaciónmonoaniónicay dianiónica,cadauna

de las cualespresentaun espectrode absorcióndiferente.Estatransiciónsepuedeseguir

mediantela relaciónentrediferentesvaloresde absorcióna distintosPH (ver Materialesy

Métodos,apartado2.5).Enel casodeFlutaxentampónfosfato,sedeterminóelpKaaparente

a partirde lasrelacionesentrelos valoresde absorcióna493 nmy 464nm en fimción delpH

(ver figura 3.16).ElpKaresultantede esteanálisisfue de 6.54±0.03.Dadoqueel pKapara

el equilibrio monoaniónldianiónparala fluoresceínaesde 6.3 (Diehl,1989;Klonis et al.,

1998),los resultadosmuestranque launióncovalentedel taxol alamoléculade fluoresceína

no cambiasignificativamentelaspropiedadesde ionizaciónde la misma,

En presenciade tubulinay de microtúbulos,la formadel espectrodeabsorciónde

Flutax experimentacambiosa diferentesvaloresdepH (ver figura 3.15).En presenciade

microtúbulos,presentaun desplazamientode 4 ¡mi hacialongitudesdeondamayoresen la

posiciónde sumáximode absorción,y a pH 6.6, un aumentoen sucoeficientede extinción

molar. Sin embargo,en presenciade tubulinanopolimerizada,el cambioqueseproduceen

suespectrode absorciónesmásnotabley completamentedistinto. Laposiciónde sumáximo
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Figura3.15.-Espectrosde absorcióndeFlutax entampónPEDTA,GDP 1 mM, pH 6.6 (panelA) o
7.0 (panelB). Línea continua,Flutax 2 kM (el espectroserepresentamultiplicado por 10). Los
espectrosdeFlutaxenestetampóna40 C y a 370Cresultaronsuperponibles.Líneadepuntos,Flutax
20 ~iMenpresenciade tubulina25 gM. Línea alternacon puntos,Flutax 20 gM en presenciade
tubulina25 ~iMy MgCl2 7 mM, a 40 C. Líneadiscontinua,lo mismo,tras lh deincubacióna 370C
(Flutax en microtúbulos).Líneadiscontinuagris, lo mismo, tras la adición de docetaxel 30 jiM.
Todoslos espectrosseadquirieronenun espectrofotómetroVarian Cary 3E.

440 460 480 500 520 540

84



Resultados

5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0

2.8

2.4

2.0

1.6

1.2

0.8

pH

Figura3.16.-CurvasdetitulaciónespectrofotométricadeFlutax entampónPEDTAGDP 1 mM en
funcióndelpH,ensolución(O,Flutax2 MM enel tampónindicadoa 200 C, la relaciónentrevalores
esindistinguibleenpresenciao ausenciadeMgCI2), enpresenciademicrotúbulos(U, Flutax20 pM
enel mismotampónmásMgCl, 7 mM y tubulina25 gM, espectromedidotras 1 horade incubación
a 370C), enpresenciadetubulinay MgCI2 (n, mismascondicionesqueanterior,medidoa 40 C),
y detubulina(e, en tampónPEDTA01W 1 mM contubulina25 MM). Dadoqueel Flutaxunido a
la tubulina sufre un cambio en su espectromuy diferente al que experimentacuandose une a
microtúbulos,serepresentanlasrelacionesentrevaloresde absorcióna 493nm y 464 nm de Flutax
unidoa microtúbuloscorregidaspor~aabsorcióndel Flutaxunidoa latubulinano ensambladaque
quedaen solución.Lasbarrasdeerrorrepresentanla desviaciónestándarentreel valorexperimental
y el corregido.La constanteácidade ionizacióncalculadaparael Flutax en disoluciónajustandola
ecuación(2.9)a los datos(líneacontinua)fue de 6.54±0.03.El ajustea los datosdeFlutaxunidoa
microtúbulosde la ecuación(2.9) (tincadiscontinua)serealizóconstriñendolos valoresdeM y N a
los valoresobtenidosparaFlutaxensolución,y dio un valordepKade6.3±0.1unidadesdepK. Los
triángulosblancosrepresentanla relaciónentrevaloresdeabsorcióna 494nm y 464nmparaFlutax
2, y los triángulosnegros,la relaciónentreA500/A470paraFlutax 3.
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de absorciónapenasvaría (2 nm a pH 7.0) pero sufreuna disminución acusadade su

coeficientede extinción(aproximadamentedel40%).

Si atribuimoslos cambiosenelespectrodeabsorcióndelFlutaxunidoamicrotúbulos

únicamentea cambiosen el estadode ionizaciónde la molécula,podemosrepresentarlas

relacionesentrevaloresde absorcióna 493 y 464 nm, de formaanálogaala del ligando en

solución(ver figura3.16),paraestimarunpKaaparentedeltaxoideunido alos microtúbulos.

Si asumimosquela relación(e493 / e464) paraelmonoanióny parael dianiónno cambiacon

respectoal valor quetiene en solución,el cambiosetraduceenunaligeradisminucióndel

pKaaparente(0.2 unidadesdepK) respectodesuvalor ensolución.Estopuedeinterpretarse

comolapresenciadeunmicroentornocatiónicoenel sitio deunióndel ligandoenla tubulina.

Porotro lado,laposicióndelmáximode absorciónde Flutaxsedesplazahacialongitudesde

ondamayorescuandoseunealos microtúbulos,lo queindicaqueel cromóforofluoresceína

sufreotros fenómenostrassuuniónalmicrotúbulo(fundamentalmentepuentesdehidrógeno,

verKlonis eta!., 1998).Portanto, la relaciónentrevaloresde absorciónseve afectadapor

otros factoresdistintosal cambioen el estadode ionización,porlo queel cálculodelcambio

en laconstanteácidade ionizaciónesporel momentounaaproximación.

El cambiode la formadel espectrode absorcióny la disminucióndel coeficientede

extinción de Flutax unido a tubulina soluble sonmucho más acusadosque en tubulina

polimerizada,por lo que puedenutilizarsecomoherramientaparadetectarel estadode

polimerizaciónde laproteínaen la solución.Ambos cambiossonsimilaresa los observados

cuandoaumentala concentraciónde taxoideporencimade 2 gM apHmenoresque 7.0 (ver

figura 2.4 de Materialesy Métodos),por lo que esposibleque coexistanvarios efectos

adicionalesa los que puedahaber en microtúbulos,como fenómenosde agregacióno

apilamientode Flutax.
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MAX

‘~ABS

±3000*

¡xlax, app

CA/A

Flutax,tampónA, pH 6.6,2 MM 492 ini 35000NY’ cnt’ 18

microtúbulosGDP,pH 6.6 496 nm 46000M” cnt’ 22

tubulina,pH 6.6 492 nm 21000M” cnt’ 12

Flutax,tampónA, pH 7.0, 2 MM 493 nm 50000Nt’ cnt’ 21

microtúbulosGDP, PH 7.0 497 nm 55000Nt’ cnt’ 22

tubulina,pH 7.0 495 nm 28000M” cm’ 16

Flutax,tampónB, pH 6.5,1.5MM 497 nm 20

mícrotúbulosMTP, 15 MM 498 nm 27

Flutax2, tampónA, pH 6.6 494 nm 73000M’ cnt’ 27

mícrotúbulosGDP, pH 6.6 497 nm 58000Nt’ cnt’ 34

tubulina,pH 6.6 502 mt 50000NY’ cnt’ 28

Flutax 2, tampónB, pH 6.5, 15 MM 497 nm 29

microtúbulosMTP, 15 MM 497 nm 33

Flutax3, tampónA, pH 6.6 500nm 76000Nt’ cnt’ 27

microtúbulosGDP, pH 6.6 504 nm 61000M’ cm’ 29

tubulína,pH 6.6 508 mii 54000Nt’ cnt’ 26

Flutax3, tampónB, pH 6.5 504 nm 28

microtúbulosMTP 505 nm 32

Tabla4.-Coeficientesdeextincióny la relaciónentrevaloresdeabsorcióndetaxoidesfluorescentes
aunaconcentracióndc 20 MM (exceptodondeseindica). TampónA, PEMO,ODP 1 mM. pH 6.6.
TampónE, PIPES 100 mM, glicerol 14 M, OTP 1 mM, EGIA 1 mM, MgCl2 1 mM pH 6.5. a,
posicióndel máximo de absorción.b, coeficientede extinciónmolar aparente(ver Materialesy
Métodos,apanado3.4) en el máximo, en NY’ cm’. Enel casode taxoideunido a microtúbulos,la
desviaciónestándaresde+ 5000. c,relaciónentrevaloresdeabsorción(Xñ 493nm paraFlutax,494
nm paraFlutax 2 y 500nmparaFlutax 3. X<464 nmparaFlutaxy Flutax 2, y 470 nmpara Flutax
3).
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3.2.1.2.-Cambiosenel espectrode absorciónde Flutax2 y Flutax3.

En nuestrascondicionesde trabajo, tanto Flutax 2 comoFlutax 3 seencuentran

fundamentalmenteen formadianiónica(verMaterialesy Métodos,apartado3.3; figura3.16

de Resultados).Sin embargo,la forma de su espectrode absorcióntambiénexperimenta

cambiosenpresenciade tubulina o microtúbulos.Cuandoestánunidos amicrotúbulosde

GDP tubulina a una concentraciónde 20 MM taxoidey 25 MM tubulina ambossufrenun

desplazamientohacialongitudesdeondamayoresenlaposicióndesumáximodeabsorción,

asícomounadisminuciónensucoeficientede extinción(figura3.17).Estoscambioshansido

importantesa la horade interpretarlos cambiosobservadosen el espectrodeabsorciónde

Flutaxtrassuunión a microtúbulos.

Enpresenciade tubulinano polimerizada,el cambioen laposiciónde sumáximode

absorciónesmuchomásacusado(8 nm),y la disminuciónen sucoeficientede extinciónes

tambiénmuchomayor(aproximadamentede un 30%en los doscasos).

3.2.1.3.- Cambiosen el espectrode Flutax, Flutax 2 y Flutax 3 en presenciade

glicerol.

Estos taxoidestambiénson sensiblesa la presenciade glicerol en la solución.En

tampónPIPES 100 mM, glicerol 3.4 M, GTP 1 mM, EGTA 1 mM, MgCl2 1 mM, pH 6.5

presentanun desplazamientohaciaelrojo ensumáximodc absorciónsimilaral quepresentan

cuandoestánunidosamicrotúbulosde GDP tubulina,comosemuestraen la tabla4 y en la

figura 3.18. Cuando seunena microtúbulosde MTP ensambladosen el mismo tampón

previamentea la adición de taxoide, la forma del espectrovaríamuy poco, lo cualpuede

sugerirqueel tampóncon glicerol imita de algúnmododel microentornode los taxoidesen

su sitio de uniónalmicrotúbulo.

Enlatabla4 secomparanlos coeficientesde extinciónaparentesy lasrelacionesentre

valoresde absorciónde los tres taxoidesfluorescentesen distintos tamponescuandose

encuentranlibres en solucióno unidos atubulinasolubleo amicrotúbulos.
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Figura 3.17.- Espectrosdeabsorciónde Flutax2 (panelA) y Flutax3 (panelB) entampónPEDIA
GDP 1 mM, pH 6.6. Líneacontinua,taxoide20 MM en solución.Líneadepuntos,taxoide20 MM en
presenciade tubulina 25 MM en el mismo tampón.Línea altemacon puntos, taxoide 20 MM en
presenciade tubulina25 MM y MgCI2 7 mM, a 40 C. Líneadiscontinua,lo mismo, trasunahorade
incubación a 370 C (taxoide en microtúbulos). Todos los espectrosse adquirieron en un
espectrofotómetroVarianCaiy 3E termostatizado.
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Figura3.18.- Espectrosde absorciónde taxoidesfluorescentesen tampónfosfato 10 mM pH 7.0
(líneadepuntos),entampónPIPES 100 mM, glicerol3.4M,EGTA 1 mM, MgCI2 lmM, GTPlmM,
pH 6.5 (líneacontinua),y enel mismotampónenpresenciadeMTPpolimerizadadurante1 horaa
370C, medidosa temperaturaambienteenun espectrofotómetroHitachi U2000.PanelA, Flutax.Los
espectrosde Flutax sin tubulinase adquirierona 1.1 MM, y sepresentanmultiplicadospor 10. El
espectroenpresenciademicrotúbulosseadquirió a 11 MM. PanelB, Flutax 2 a 14 MM. PanelC,
Flutax 3 a 12 pM.
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3.2.2.- Interacciónde taxoidesfluorescentescontubulina

.

3.2.2.1.-Velocidadde sedimentaciónde tubulinacon taxoidesfluorescentes.

El hechode que la forma del espectrode absorciónde los taxoidesfluorescentes

cambie en presenciade tubulina no polimerizadaen la solución indica algún tipo de

interacciónentreestosligandosy la proteína.

Paramedirestainteracción,serealizaronexperimentosdevelocidaddesedimentación

de tubulina en presenciade estos taxoidesen tampón PEDTA, GDP 20 hM, pH 7.0 en

ausenciadeMg2t, y portantoencondicionesen quela tubulinano ensamblaenmicrotúbulos

El Flutaxcosedimentaensumayorparteconla tubulinaenexperimentosde velocidad

de sedimentacióna 60000 rpm en tampónPEDTA pH 7.0, comomuestrala figura 3.19

(panelesA y B). Paracomprobarquelauniónno eradebidaala partefluorescentedelligando

serealizóun experimentosimilarcontubulinay alaninfluoresceina.Asimismo,serealizóun

control con ovoalbúminay Flutax, para comprobarsi el Flutax seuniría a cualquierotra

proteína(figura 3.20, panelesC a F). En amboscasosel resultadofue negativo, lo que

demuestrala especificidadde Flutaxpor la tubulina.

ElRotaxtambiénseunealatubulinaenexperimentosdevelocidaddesedimentación,

como semuestraen la figura 3.20 (panelesA y B), aunquesubajasolubilidadimpide un

análisiscuantitativode estaunión.

El análisismásdetalladode la figura 3.19 (panelesA y B) muestraque del Flutax

inicial (22pM) lamayorpartecosedimentacon20 MM detubulina,quesedimentatotalmente,

mientrasquequedaen el sobrenanteunaconcentraciónde ligando libre de2 MM. La figura

3.20(panelC) muestralacontribuciónde laabsorciónde la fluoresceínaa295 nm: seobserva

la apariciónde unalíneabasede - 0.1 A quees debidaalaabsorciónaesalongitud de onda

de la fluoresceinalaninano sedimentada.

Semidieronlos coeficientesde sedimentación(s
20) tantoa295 nm(longitudde onda

ala queaproximadamenteel 80%de laabsorciónesdebidaala proteína)como a495 mt (en

quetodala absorciónesdebidaal Flutax),y secomparóconel de la tubulinasin ligandoen

el mismotampónal quesele añadiólacantidadequivalentedeDMSO (estadode referencia).
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Paramedirel coeficientede sedimentaciónseemplearontanto el métodode representarla

posiciónradialdel frenteen funcióndeltiempo(al quenosreferiremosapartirdeahoracomo

método 1), que determinael coeficientede sedimentaciónde la especiemayoritariaen la

celda,como el métododel segundomomentode perfilesde sedimentación(método2), que

nosdaunainformaciónmáscompletadetodaslas especiesensolución).En los experimentos

realizados,seobservaqueel coeficientedesedimentacióndeterminadoporelsegundométodo

siempreesmayorqueeldeterminadoporel métododel logaritmode rfrenteat, lo queindica

heterogeneidadenel materialque estásedimentando(ver tabla5).

El coeficientede sedimentaciónde la tubulina a unaconcentraciónde 20 MM sin

ligandomedidoporel método1 esde5.5 + 0.2 5, quecorrespondeconel valordecoeficiente

de sedimentaciónde tubulina corregidoa dilución infinita (5020) de 5.8 5 determinadopor

Frigon y Timasheff(1975).Sin embargo,cuandosemideporel método2, daunvalorde 6.2

+ 0.45. Estadiferenciaentrelos dosmétodosindicaquepartedelmaterialestásedimentando

conmayorvelocidadqueel dímerode tubulina.La causade estadiferenciapuedeseruna

agregaciónparcialde la proteínadebidaa la desnaturalización,ya que la GDP tubulina en

ausenciade Mg2 presentauna velocidadde desnaturalizaciónmayorque la de la proteína

equilibradaconcatión(Menéndezetal., 1998).Estadisparidadentrelos dosmétodosno se

observacuandosedisminuyelaconcentraciónde latubulinaa6 MM, lo quepareceindicarque

la agregaciónesmenor.

Cuandose añadeFlutax a la tubulina se observaque a 295 nrn el coeficientede

sedimentaciónmedidoporel método1 no varíacon respectoal estadode referencia(5.3 5).

Sin embargo,cuandosemide porel método2, sí queseobservaun aumentoenpresenciade

Flutax (de 6.2 + 0.4 5 enausenciade ligando a7.3 + 0.5 5). Estadiferenciaenlos valores

obtenidospor los dosmétodosindica que aumentala asimetríadel pico. Esteaumentose

puedeachacara un aumentoen la agregaciónde la tubulina,perotambiénsepuededebera

un artefactoóptico causadopor la absorcióna295 nmdelFlutaxqueestásedimentando(ver

másadelante).Estecambioenel coeficientede sedimentaciónpromediono seobservacon

el taxol ni con el docetaxel,comose muestraen la tabla5.

A 495 mt, seobservaque el coeficientede sedimentaciónde Flutaxenpresenciade

tubulinaesmayorque el de la proteína,tantosi semide porel método 1 (7.6+ 0.4 5) como
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porel método2 (8.3+ 0.1 5).

Por otro lado, también se midió el coeficiente de sedimentaciónde tubulina

equimolecularcon Flutax 6 MM. En estascondiciones se observaque no existe esa

discrepanciaentrecoeficientesde sedimentacióncalculadospordiferentesmétodos,ni en el

estadode referenciani en presenciade Flutax. Además,el coeficientede sedimentación

medido a495 mt no aumentaen presenciade taxoide.

Enla representacióndeladistribuciónde coeficientesde sedimentación(figura3.21)

seobservaque el máximo del g(s*) de la tubulinaen presenciade Flutax (líneacontinua)

coincideconel de la proteínasin ligando(líneade puntos).Sin embargo,cuandosemide a

495 nm, estemáximoestádesplazadoalmenosdos unidadesde 5 conrespectoal pico de la

tubulina(líneadiscontinua).Todo estopareceindicarque el Flutaxseunepreferentemente

a especiesde tubulinamayoresque el monómero.Estoscambiosen la distribuciónde los

coeficientesde sedimentaciónno se detectancuandola proteínay el ligando estána una

concentraciónde 6 MM.

La presenciade docetaxel50 pM no desplazala unión de Flutax a la tubulina. Sin

embargo,el aumentoenel coeficientede sedimentaciónde la tubulinamedidoporel segundo

momentoenpresenciadeFlutax25 MM y de docetaxel50 MM no estanapreciable(6.85 en

lugarde 7.65). En larepresentaciónde g(s*) frenteas”’ no seobservaqueeldocetaxeltenga

influenciaenla distribucióndelos coeficientesde sedimentación(figura 3.20, líneasgrises).

El 2’ acetil Flutax se comportade manerasimilar al Flutax. Su coeficientede

sedimentaciónen presenciadetubulinamedidoa495 nin esalgomayorqueel de la tubulina,

y en ladistribuciónde coeficientesde sedimentaciónse observaqueelmáximoseencuentra

algodesplazadocon respectoal del estadode referencia(figura3.20,panelC). El docetaxel

no tieneningún efectoni en los coeficientesde sedimentaciónni en la distribuciónde los

mismos. Tantoel Flutax2 comoel Flutax3 (figura3.21, panelesD y E) secomportande la

mismaforma.
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Método as20 a295 b520 ligando Cs2oa295, DT d520 ligando,DT

Tubulina

2 6.2±OA

Tubulina6 MM

Tubulina,taxol

Tub,Flu-ala

Tub, Flutax

Tub, Flutax6 MM

Tub, 2’ ac.Flutax

mb. 6 MM, Rotax

Tub, Flutax2

Tub, Flutax3

Tabla 5.- Coeficientesde sedimentacióndetubulina20 MM y de los ligandoscorrespondientesa 25

MM (exceptodondeseindica, 6 MM) medidosporel métodode la posicióndel frenteenfuncióndel
tiempo(método1) y porelmétododelsegundomomentodela distribucióndeconcentración(método
2). a,coeficientede sedimentaciónmedidoa 295 nm. (exceptoenlas muestrasa 6 MM de tubulina,
medidoa 275 nm).b, coeficientede sedimentaciónmedidoa las longitudesdeondadecadaligando
(ver Materialesy Métodos,apartado6.1).c, coeficientesde sedimentacióndela tubulinaenpresencia
de docetaxel50 MM (excepto(*), 25 MM). d, coeficientesde sedimentacióndel ligandoenpresencia
de docetaxel50 gM.

1 5.5±0.2

1

55* + 0.1

6.2* + 0.2

2

1

2

5.5

5.7

5.3

6.6

4.9

5.8

1

2

1

2

5.6+0.3

7.3±0.5

7.6+ 0.4

8.3±0.1

1 5.5

5.1

6.6

2

6.9

8

5.7

1

5.8

6.3

2

5.7

7.1

6.7

8.8

1 5.3

5.6

7.3

2

6.4

8.4

5.5

1

2

1

7.0+ 01

8.2 + 0.3

5.6±0.1

7.0±0.4

5.5

7.8

5.8

6.8

2

6.9

7.8

6.7

8.1
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Figura3.21.-Representacionesdeg(s*) frenteas”’ deexperimentosdevelocidaddesedimentación
de tubulina con taxoides,en tampón PEDTA, ODP 20 MM, pH 7.0. Se tomaroncuatroperfiles
consecutivosdesedimentación,del minuto 20 alminuto 35.Líneasde puntos,tubulina 20 MM a 295
nm (exceptopanel8, tubulina6 MM a275 nm).Líneascontinuasnegras,tubulina20 MM mástaxoide
25 MM a 295 nm (exceptopanelB, ambosa 6 MM, medidosa 275 nm).Líneascontinuasgrises,lo
mismo conde docetaxel50 MM. Líneasdiscontinuasnegras,tubulina 20 MM mástaxoide25 MM
(exceptopanel8, ambosa 6 ¡tM) a la longitudde ondadel ligando fluorescente.Líneascontinuas
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En la tabla 5 semuestranlos coeficientesde sedimentaciónde la tubulinay de los

ligandospor los dos métodosmencionados.De la observaciónde estatabla y de las

distribucionesdecoeficientesdesedimentación(figura3.21)podemosobtenerlas siguientes

conclusiones:

- Los taxoidesfluorescentes(activoso no)seunenala tubulinano polimerizada.Esta

unión no sedesplazapordocetaxel,y no esdebidaa lapartefluorescenteaisladadel taxol.

- Los coeficientesde sedimentaciónde los taxoidesfluorescentes(activoso no) en

presenciade tubulinaenla regióndel visiblesonmayoresquea295 mnporlos dosmétodos

de cálculoempleados.Además,ladistribuciónde loscoeficientesde sedimentaciónmuestra

que elpico deg(s*) estáalrededorde 7.5 5. Esto sugierequelos taxoidesfluorescentesse

unende formaheterogéneaala tubulina,preferentementea especiesmolecularesmayoresque

eldímero.Sin embargo,esdificil decirsi el coeficientede sedimentaciónmedidoenla región

delvisible esrealmenteel coeficientedesedimentacióndela especiemoleculara la queseune

el taxoide:si launióndetaxoideatubulinaesheterogénea(el taxoideseunealas especiesde

tubulina que sedimentanmásrápido),y produceun cambioen sucoeficientede extinción

(comohemosvisto en el apartado2.1 de Resultados),la disminuciónen el coeficientede

extinción de taxoideunido a especiesde tubulinamayoresal dímeropuedeprovocaruna

deformacióndelfrentedesedimentaciónen laregióndelvisible quepuedeintroducirun error

en laestimacióndelcoeficientede sedimentación.Sin embargo,si launión de taxoidefuese

homogéneaal dímero de tubulina no se detectaríaningún cambioen los coeficientesde

sedimentacióna las dos longitudesde onda.Cuandola tubulina estáa una concentración

menor (6 MM) no seobservaestadisparidaden los coeficientesde sedimentación,lo que

indicaqueelFlutax tambiénseune al dímerode tubulina.

- Los taxoidesfluorescentesaumentanel coeficientede sedimentaciónmedidoa 295

tun. A estalongituddeonda,laabsorciónesdebidatantoa la tubulina(aproximadamenteun

80%) comoal taxoide(aproximadamenteun 20%).Por tanto, esdificil distinguir si este

aumentoenel coeficientede sedimentaciónesdebidoa quelostaxoidesinducenunapequeña

agregaciónen la tubulina,o simplementeaquelos taxoidesunidosa las especiesdetubulina

quesedimentanmásrápidoproducenun aumentode absorciónenposicionesradialesalgo

másavanzadasqueelfrenteprincipaldela tubulina.Paracomprobarestasegundaposibilidad
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seestimóapartir de los perfilesde sedimentacióna495 nmy del espectrode absorcióndel

Flutax lamáximacontribuciónquetendríaestetaxoideala absorcióna 295 mn,y estevalor

se restó de los perfiles de velocidada estaúltima longitud de onda. El coeficiente de

sedimentacióndel espectrodiferenciacalculadoporel segundomomentopresentóunvalor

de 6.5 5.

- Portanto,aunquede los resultadosobtenidosno podemosafirmarquelos taxoides

aumentenlaagregacióndelatubulina,sí podemosapuntarqueseunenaespeciesno definidas

mayoresqueel dímero.

3.2.2.2.-Unión de taxoidesatubulinay microtúbulosde GDPtubulina

Semidió launión de taxoidesfluorescentesatubulinaen lasmismascondicionesde

los experimentosde velocidadde sedimentación.Paraello sediseñóun experimentode

sedimentaciónencentrífugapreparativaquesimulaselascondicionesdelacentrífugaanalítica

(verMaterialesyMétodos,apartado5.2).En la figura3.22 semuestranlasisotennasdeunión

detaxoidesaGDPtubuflnaentampónPEDTA,GDP 20 ~M,pH 7.0.Enellasseobservaque

los derivadosfluorescentesseunenalatubulinano ensambladamuchomásqueel taxol, y que

estauniónno sedesplazapordocetaxel.Además,la unión de Flutax a la GDP tubulina es

indistinguible de la de suderivadoinactivo2’ acetilFlutax.El hechodequeestauniónno sea

saturableen lascondicionesdetrabajodificultasuanálisiscuantitativo,peropuededescribirse

como unaunión a sitiosmúltiples.Sesometieronaun ajustesegúnla ecuación(2.17)de la

mismaformaqueen experimentosde uniónamicrotúbulosde MTP, salvo queparaun sólo

tipo de sitios (a los que llamamosn2). Los resultadosde esteajustesemuestranen la tabla6.

En la isotermadeunión de taxoidesamicrotúbulosde GDP tubulina(figura3.22) se

observaquehastaunaconcentracióndeligandolibredehasta10 MM secomportandemanera

similaral taxol, uniéndoseunamoléculade taxoidepormoléculade proteínapolimerizada,

si bien laconcentraciónlibrede ligandoapartir delaqueseobservapolimerizaciónesmenor

parael taxol queparael restode taxoides(taxol Z Flutax 3 —Flutax 2 / Flutax). En esta

región, la uniónsedesplazapordocetaxel.A partir de 10 MM deFlutax 2 y Flutax3 libre,

comienzala uniónasitios debajaafinidad.
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Paraestimarlauniónasitiosdebajaafinidad(n2) deFlutax2 y deFlutax3, serealizó

un ajuste de la ecuación (2.17) a los datos experimentales.Cuando se produce la

polimerizacióndela GDPtubulina,el sitiodealta afinidaden los microtúbulosqueseforman

está completamenteocupado (n~=1), por lo que se restó de todos los valores 1.0

(correspondientea launiónaestesitio) y seajustaronlos valorescorrespondientesalaunión

al sitio debajaafinidada laecuación(2.17).A la curvaresultantedel ajustesele sumó 1.0,

de modoque la curvarepresentan~+ n2. Los valoresde n,, n2 x KA? y a2 semuestranen la

tabla6:

Taxol, tubulina

(0)

(0)

nlKÁ2 (x10
6M’) a

2

(0) 0.015 (1

)

Flutax,2’ acetilFlutax,tubulina 0.088 1.6

Flutax 2, tubulina 0.21 1.3

Flutax2,microtúbulos (1) 0.12 (1)

Flutax3,tubulina (0) 0.19 (1)

Flutax 3, microtúbulos (1) 0.005 (1)
Tabla6.- Valoresdel ajustede la ecuación(2.16)a los datosde unióndetaxoidea microtúbulosde
GDP y a GDP-tubulina.En el caso deFlutax y Futax 2 unidos atubulina no polimerizada,
constreñirlos coeficientesde Hill a 1.0 resultabaen un número de sitios de unión n2
anormalmentealto.

De nuevo la unión de taxoidea tubulinano sesaturaen nuestrascondicionesde

trabajo,por lo que sólo podemosestimarel producton?KA?. En estosvaloresseobservaun

aumentoconrespectoa los valoresde unióna los sitios de bajaafinidadde microtúbulosde

MTP, tanto paratubulinano polimerizadacomoparamicrotúbulosde GDP. Sin embargo,

tantoel hechode queparaFlutaxno sehayadetectadouniónamicrotúbulosde GDP hasta

las concentracioneslibresensayadas,comoquelos valoresde n?KA? paraFlutax2 y Flutax

3 disminuyancon el ensamblaje,sugierenquela polimerizaciónreducelaunión detaxoides

a sitios de bajaafinidad.
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4.-Discusión

4.1.- TAXOIDES FLUORESCENTESCOMO SONDAS DEL SITIO DE UNIÓN DE

TAXOL.

El taxolesunade lasdrogasantimitóticasmásestudiadasenla actualidad,tantodesde

el punto de vistaclínico (D’Andreay Seidman,1997)comoen lacaracterizaciónde efectos

en líneascelulares(Toresy Horwitz, 1998) y aproximacionespormétodosbioquímicosy

biofisicos (Derry et al., 1997; Díaz et al., 1998). A pesarde esteestudioexhaustivoel

mecanismomolecularporel cualel taxol inducey estabilizalapolimerizaciónde la tubulina

en microtúbulospermanecedesconocido.

Una de las limitacionesque presentala moléculade taxol para el estudio de su

interaccióncon la tubulina esque presentasu máximo de absorciónen el mismo rango

espectralde las proteínas,porlo queresultaimposibleseguirespectrofotométricamentea la

tubulinay al taxol porseparadocuandoestáninteraccionandoentresí.

Enestesentido,unostaxoidesmarcadosfluorescentemente,queporlo tantoabsorban

en un rangoespectraldistinto al de la tubulina,puedenserunavaliosaherramientaparael

estudiode launióndel taxol a lamoléculade tubulina.

En estetrabajosehaevaluadola capacidadde actuarcomosondasdel sitio de unión

deltaxolde unaseriede derivadosfluorescentesobtenidosmedianteadicióncovalentedeuna

moléculafluorescenteala posición7 de estadroga.

4.1.1.-Polimerizaciónde microtúbulosinducidanortaxoidesfluorescentes

.

El Flutax,el Flutax2, el Flutax3 y elRotaxinducenlapolimerizacióndela tubulina

en suforma inactiva(GDP tubulina).Todos ellos seunencon una estequiometríade 1:1

competitivamentecon el taxol a su sitio de unión. Las propiedadestermodinámicasdel

ensamblajede GDP tubulina con taxoidefluorescenteson similaresa las del ensamblaje

inducido por taxol. La interacciónpreferencialde los microtúbulosinducidospor taxoide

fluorescentecon protones es similar, y a su vez diferente a la de los microtúbulos

polimerizadosa partirde GTPtubulinaen tamponesmásfavorablesalensamblaje(Díazet

al., 1993). Sin embargo, los microtúbulos ensambladoscon taxoidesfluoresceinados
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incorporanuncatióndeMg2~ adicionalpormoléculadetubulinaenelprocesode ensamblaje

con respectoa los inducidosportaxol.

Laacetilacióndel grupo2’ hidroxilo deltaxol en elFlutaxhaceque,delmismomodo

que sucedeconel taxol, el derivadoobtenidosea inactivo. Aunque la fluoresceínase ha

enlazadoa laposición7 deltaxol, queseencuentralejosdelapartede lamoléculaqueseune

a la tubulina, un espaciadormás largo entre el taxol y la fluoresceína reduce

significativamentela afinidad de la drogaresultante(HexaiFlutax)por el sitio de unión

específicodel taxol y hacequeseaincapazde inducir lapolimerizaciónde la GDPtubulina,

aunqueescapazde unirseaniicrotúbulosde MTP ensambladospreviamenteala adiciónde

taxoide.

En la literatura sehan descritootras seriesde derivadosfluorescentesdel taxol.

Senguptaetal. (1995; 1997)sintetizarontaxoidesfluorescentesmediantela introducciónde

gruposdimetil aminoenlos anillos de benzoiloen posiciones2, 3’ y N unidoa 3’. Además,

unieron gruposdimetil amino benzoil a las posiciones7 y 10. Estosanálogospresentan

máximos de absorcióna longitudesde ondaentre270 y 340 mt, esdecir,máscerca del

espectrode laproteínaquelos taxoidesfluorescentesdescritosenestetrabajo.Curiosamente,

el análogosustituidoen 7 es elmenosefectivo eninducir ensamblajede tubulina.El ensayo

depolimerizacióndetubulinaasistidoportaxoideesmenosrigurosoqueel utilizado en este

trabajo:semuestrasólo el porcentajede tubulinaquequedasin polimerizartras 15 minutos

de ensamblajede GTPtubulinaenpresenciade taxoide.

Han et al., (1996) sintetizaronun análogo fluorescentedel taxol mediantela

introducciónde un grupoamino en elgrupobenzoiloenposición2 deltaxol, lo quehaceque

la moléculapresenteun máximo de absorcióna 320 nm. Paracompararsu actividaden

ensamblarmicrotúbulosin vitro con la del taxol semide el aumentode turbidezdebidoal

ensamblajedeGTPtubulina,detectándosequelamáximainducciónde ensamblajeocurrea

unarelaciónde 3 moléculasde taxoidefluorescentepormoléculade tubulina,lo queindica

quelos taxoidessonmenosactivosqueel taxol en lainduccióndelensamblajede la tubulina,

pero ofreceningunamedida de la constantede elongaciónde los microtúbulosni de la

estequiometríaaproximadade uniónde drogasalmicrotúbulo.

Guy etal.,(1996)siguieronunaestrategiasimilaraladescritaporSoutoetal? (1995),
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y sintetizaronuna seriede taxoidesmediantela unión de moléculasfluorescentesa una

alaninaen posición7 deltaxol. La actividadde los compuestosresultantessemidió porel

aumentoque producíanen el ensamblajede proteínamicrotubular.En el trabajono se

mencionasi soncapacesde ensamblartubulinaen condicionesen las queno ensambleporsí

misma. En el presentetrabajoseevalúala capacidadde el ~-sulforotax,que esel taxoide

fluorescentedemayoractividaddela serie,en ensamblarlaGDP-tubulina,siendoelresultado

negativo. Su baja solubilidad ha impedido medir adecuadamentesu unión a proteína

microtubular.

Porúltimo, Rao et al. (1998)hansintetizadodosderivadosfluorescentesdel taxol,

uniendoisotiocianatode fluoresceínay sulforodaminaa laposición7 deltaxol medianteun

espaciadordeácido6(N-tercbutoxicarbonil)aminocaproico.Ensutrabajoserealizanestudios

de citotoxicidadde los taxoidesobtenidos,perono seanalizalacapacidadde los mismosde

ensamblarmicrotúbulosin vitro.

4.1.2.-Microscopiaelectrónicade microtúbulosinducidosnortaxoide

.

Se comprobópormicroscopiaelectrónicasi la introducciónde un sustituyentedel

tamañode la fluoresceínao de la rodaminaen la posición7 del taxol puedeafectara la

estructuradel polímero formado.Paraello seobservaronmícrotúbulosde GDP tubulina

ensambladoscon taxoidesfluorescentes,y secompararonconlos ensambladoscon taxol.

Sorprendentemente,losmicrotúblosensambladoscontaxoidesfluorescentespresentan

al menos dos protofilamentosmás que los inducidos por taxol. La mayoría de los

mícrotúbulosde taxol erande 12 o 13 protofilamentos,mientrasque los inducidospor

taxoidesfluorescentespresentaban15 o 16 protofilamentos.Los microtúbulosde estas

dimensionesno sonfrecuentesen la natureza,aunquesoncaracterísticosde los axonemasde

algunasespeciesdeinsectos(Lanzavecchiaetal., 1994;Hiroseetal., 1997).El cambioen el

númerodeprotofilamentosdelmicrotúbuloinducidoportaxoideya hasido detectadoentre

el taxol y el derivadomássolubledocetaxel(Andreuet al., 1994;Díazetal., 1998),aunque

en el casode los taxoidesfluorescenteslaadiciónde almenos2 protofilamentosimplicauna

mayordistorsiónde la redmicrotubular,y el cambioen el númerode comienzosde hélice5
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de 3 a4 (Wadey Chrétien,1993).

El cambioenelnúmerodeprotofilamentosinducidoportaxol estáligado alaunión

delacadenalateraldelmismo(Andreua al., 1994).Enel casodelos taxoidesfluorescentes,

el fluoróforo estásobrelaposición7 del taxol, supuestamentelejos de susitio de unión (ver

apanado7.1 de la Introducción),peroaparentementeinteraccionalo suficientecon lapared

microtubularpara inducir un cambio notable en el número de protofilamentos.Sería

interesantecomprobarsi la presenciade un espaciadorentre el taxol y la molécula

fluorescenteinfluye enel cambioen el númerode protofilamentos,ya quenosdaríamayor

informaciónsobreel sitio de unión en el taxol a la tubulina.El HexaFlutax no inducela

polimenzacióndeGDP tubulina,peroseuneespecíficamenteamicrotúbulosdeMTP,porlo

que puedeusarseen un medio másfavorablea la polimerización(con GTP, glicerol), y

comprobarsi tambiénafectaal númerode protofilamentos.Otraopciónseríasintetizarun

derivadode HexaFlutaxconFlutax2 o Flutax3 comocromóforos,y ver si éstostienenuna

mayoractividad.

4.1.3.- Tinción de microtúbulosin vitro contaxoidesfluorescentes

Unade las aplicacionesmás inmediatasquepuedentenerunassondasfluorescentes

del sitio de unióndel taxol essucapacidadparateñir fluorescentementede modoespecífico

microtúbulosobtenidostantoin vivo como in viti-o sin necesidaddeemplearmarcadoresque

puedaninterferirconel sistema.Paraevaluarla utilidad de los derivadosde taxol descritos

en estetrabajoen estesentido,sevisualizaronmicrotúbulosensambladosin viti-o en un

microscopiodeepifluorescencía.

Sehanobservadomicrotúbulosde GDP tubulinaensambladoscon Flutaxy Rotax,

encontrándoseen amboscasosque a lo largo del tiempo los microtúbulosse organizan

espontáneamenteen haces densos,que pueden estar relacionadoscon los hacesde

microtúbulos celulares descritosen la literatura (Roberts el al., 1989). Este nivel de

organizacióntienelugarsin la intervencióndeproteínasmotorasrequeridasparala formación

de ásteres(lleald et al., 1996;Nédelecel al., 1997).Tambiénsehanobservadoconambos

taxoidesdisposicionesradialessemejantesalos ásteresde microtúbulosinducidosporeltaxol
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en las células(Robertset al. 1989), aunquecon las condicionesensayadasno podemos

distinguir si estas formacionesse han originadopor simple adhesiónde microtúbulosa

núcleosde agregaciónde tubulina.

Los taxoides fluorescentestambién se han usadopara teñir fluorescentemente

microtúbulosdeproteínamicrotubularensambladospreviamentea laadiciónde taxoide, lo

quedemuestraquelas MAPs no impidenla uniónde taxoidesfluorescentesal microtúbulo

preformado.Esta unión es específicaal sitio de unión del taxol, ya que se desplaza

completamenteporel análogodetaxoldocetaxel.Además,sehademostradoqueFlutaxtiñe

homogéneamentemicrotúbulosdeproteínamicrotubularen un tiempoinferior aun minuto.

4.1.3.1.- Aplicacionesy perspectivasde lavisualizacióndemicrotúbuloscontaxoides

fluorescentes.

El hecho de que los taxoidesfluorescentesse unan a microtúbulosde proteína

mícrotubularesun buenindicadorde que sepuedenunir a microtúbuloscelulares.En este

laboratorio se han visualizado específicamentecon Flutax microtúbulos en células

permeabilizadasPtK2 (células de epitelio de riñón de ratacanguroPotorus tridactilys).

Además,Flutaxescapazdeteñircentrosomasmásintensamentequelos anticuerposcontra

a-y ~-tubulina,lo queindicaqueloscentrosomaspuedenserunblancoadicionaldelaacción

del taxol. Tambiénsehanobtenidoimágenesde redmicrotubularteñidasespecíficamentecon

FlutaxmedianteincubacióndelíneascelularesPtK2,célulasmonocíticasde leucemiahumano

U937 y célulasde neuroblastomade ratón con concentracionessubinhibitoriasde Flutax,

seguidade eliminacióndel excesode mediode cultivo (ver figura 4.1).La tinción obtenida

en estasimágenesesdebidaprincipalmentea laentradade Flutaxresidualporrupturade la

membranaplasmáticaduranteelmontaje.Sin embargo,sehanobservadotantomicrotúbulos

citoplasmáticoscomo de husomitótico en células vivas, medianteincubaciónde células

monocíticasdeleucemiahumanoconFlutax15 nni durante16 horas(Evangelioelal., 1998).

El Flutax2 tambiénsehausadoparavisualizarmicrotúbulosen célulasvivas(Miguel Abal

e IsabelBarasoaín,comunicaciónpersonal),por lo que ambosderivadospuedenseruna

poderosaherramientapara estudiarel efecto de distintas drogassobre la evolución del

108





4.-Discusión

citoesqueletoenlíneascelularescreciendo.Actualmenteseestánusandotantoel Flutaxotros

derivadosfluorescentesparalocalizarnuevasdianasdel taxol en la célula.

4.1.4.-Uniónde taxoidesfluorescentesamicrotúbulos

.

4.1.4.1- Sitios de uniónde taxoidesa microtúbulos.

Las observacionesde microscopiade fluorescenciapruebanque los taxoides

fluorescentesseunenespecíficamentea los microtúbulosde MTP, lo que los convieneen

unaspotencialessondasdel sitio de unión del taxol a los microtúbulospreformados.Para

completarlacaracterizaciónbiofisicade los taxoidesesinteresantecomprobarsi launiónde

los taxoidesfluorescentesse comportade manerasimilar a la del taxol, y estimarlas

constantesde equilibriode asociaciónde cadaunode ellosasusitio de union.

Seha medido laafinidadrelativade los taxoidesfluorescentesporel sitio de unión

específicodeltaxolmediantedosmétodosdistintos.Enel primero,sehamedidodirectamente

launióndel taxol y de susanálogosfluorescentesamicrotúbulosde MTP, y seha expresado

en funcióndeltaxoidelibre.En el segundosehamedido el desplazamientodeun taxoidede

susitio específicoporelresto,y sehaexpresadoelresultadotantoen funcióndeltaxoidelibre

como en funcióndel taxoidetotal añadido.

La constantede equilibrio de asociaciónde taxol a microtúbulos de proteína

mícrotubularestáen el ordende 106M’, (constantede disociacióndelordende micromolar)

independientementedel métodousadoparaestimarla.Estaconstanteestáde acuerdocon la

calculada por Parness y Horwitz (1981) para microtúbulos de MTP, aunque es

significativamentemenorquela quedetectaronCaplowet al. (1994)paramicrotúbulosde

GMPCPPtubulinay GTPtubulina.Estadiferenciaen losvalorespublicadospuedeserdebida

a la presenciadeMAPs: cuandomidelacinéticade asociaciónldisociacióndelFlutaxparala

MTP seobtienenvaloresdistintosde KA que para microtúbulosde glicerol (J. E. Diaz,

comunicaciónpersonal).

En la observaciónde las curvas de unión de taxoide a MTP en función de

concentraciónde ligando libre seobservalapresenciadedossitios deunión de taxoidealos
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mícrotúbulos.Uno de ellospresentaunaestequiometríade aproximadamenteunamolécula

de taxol por moléculade tubulina, y es el sitio específicodescritoparael taxol en los

microtúbulos.La otra clasede sitios es no específica(no desplazablepor docetaxel),y

aparentementeno saturableennuestrascondicionesdemedida,porlo queresultadificil una

caracterizaciónmásprecisa.Las constantesde equilibrio de asociaciónporambostipos de

sitio estánseparadasal menosdosórdenesde magnitudparalamayorpartede los taxoides.

En el taxol tambiénseobservauniónal sitio debajaafinidadaconcentracioneslibresdetaxol

por encimade 10 MM (antesenausenciade glicerol), aunquemuchomenorque paralos

taxoidesfluorescentes.

Estemétodode medidade constantesde asociaciónnoshapermitidodistinguirdos

tipos de sitio de unión(describirel sistema),determinarlas constantesde asociacióndelsitio

específicoy almenosacotarel ordendemagnituddel segundotipode sitio. La desventaja que

tiene estemédodoes que seprecisasepararlos microtúbulosde la tubulina soluble, y

determinarlasconcentracionesdeproteínay deligandoen las dosfracciones(aunqueambas

medidaspuedenhacersesobrelamismamuestra).

Unavez caracterizadoel sistema,sequiso diseñarun métodomásgeneralquenos

permitieramedir las constantesde asociaciónpor el sitio de alta afinidad en función de

concentracionesdeproteínay de ligando total añadido.Paraello sedesplazóel Rotaxde su

sito de uniónporel restode los taxoides.Laprincipal limitación quepresentaestemétodo

aplicadoa estosligandosesquesedebetrabajara concentracionesmuybajasde proteínay

de ligandoy a bajafracciónde saturaciónde sitios paraevitarla interferenciade la uniónal

segundotipo de sitios,por lo queladispersiónde los datosesmayorque en el casoanterior.

Se obtienenvalores de constantesde asociacióndel mismo ordende magnitud que las

obtenidasporel métododirecto,perono seobservandiferenciasentrelas de taxol, Flutax2

y Rotax.

Estasmedidasde unión de derivadosfluorescentesdel taxol a microtúbulosayudan

a describirmejor el sistemaque las medidasde afinidadesrelativas de otros taxoides

existentesenla literatura.Senguptael aL (1996; 1997)realizaronun ensayode competición

en el queseordenala afinidadde los taxoidesfluorescentesporel porcentajede taxol unido

a microtúbulosquedesplazan.No sehaceestequiometríade unión de ningunode ellos, por
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lo queofrecensolo unavisiónparcialde lo queocurreen el sistema.En cambio,Hanel al.

(1996)detectanal menosdostipos de sitios deunióndel 2-AB-PT a los microtúbulos,uno

conestequiometría0.8±0.1desplazablepordocetaxely otro de menorconstantede unión

conestequiometríade 1.3 + 0.1.

4.1.4.2.-Cambiosespectroscópicosasociadosalaunión de taxoidesamicrotúbulos.

Todoslos derivadossehansintetizadocon lamoléculafluorescenteenlaposición7

deltaxol,quesupuestamenteseencuentralejosdel sitio deuniónde lamoléculaala tubulina.

Sin embargo,tanto el Flutax como sus derivadosmás solublesFlutax 2 y Flutax 3 han

resultadosersondassensiblesal microentomoen el queseencuentran.

Los espectrosde absorciónde los tres taxoidesexperimentanun desplazamiento

acusadohacialongitudesde ondamayoresen laposiciónde sumáximode absorcióntrassu

uniónal microtúbulo.Además,el Flutaxsufreun desplazamientode -0.2unidadesde pH en

supKa aparentede ionizaciónde la formamonoaniónicaa la dianiónicacuandose une al

mícrotúbulo.Esto indicaun microentornocatiónicoen las proximidadesde la fluoresceína,

quepuedeserdebidoa lapresenciade residuosbásicosa la tubulinao a la presenciade un

catión.Dadoquelosmicrotúbulosensambladoscontaxoidesfluorescentesincorporanunión

adicionalde Mg2t pormoléculadeproteínapolimerizada,estecatiónpuedeestarunido a la

moléculade fluoresceína.El Flutax,a suvez, experimentaun aumentoen sucoeficientede

extincióndebidoaun aumentoen laproporcióndel dianión,mientrasqueFlutax2 y Flutax

3 experimentanunadisminuciónensucoeficientede extinción.Curiosamente,la presencia

deglicerol 3.4M enel tampóninduceenlos trestaxoidescambiosen laposicióndelmáximo

de absorcióny en la relaciónentrevaloresde absorciónen elmáximo y enel hombromuy

similaresa los inducidospor launión a los microtúbulos.

En la literaturaya sehan descritodesplazamientosbatocrómicosdel dianiónde la

fluoresceínacuandoseune a proteínas.Mummert y Voss (1995)detectaroncambiosen la

posición del máximo de absorcióndel dianión de la fluoresceínaa pH 8.0 cuandose

conjugaba covalentementecon distintas proteínas. Klonis el al. (1998) detectaron

desplazamientoshacialongitudesde ondamayoresdelmáximodeabsorcióndel espectrode
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la fluoresceínacuando ésta se unía a anticuerposmono y policlonales, siendo este

desplazamientomás pronunciadocuanto mayor era la afinidad del anticuerpopor la

fluoresceína.

Porotraparte,Klonis el al. (1998)tambiénestudiaronlos cambiosenlaposicióndel

máximode absorcióndelespectrodel dianión de la fluoresceínacuandoéstaseencontraba

en mezclasde aguacondistintossolventes.Estoscambiossecorrelacionabanconlos valores

a y ~3de Kamlet y Tafi (1976)que danuna escalade capacidadde distintossolventesde

actuarcomodonadoresy aceptoresdepuentesde hidrógeno,respectivamente.Los valoresde

XMM< sedesplazabanhaciaelrojo y los coeficientesdeextinciónmolardisminuíanalaumentar

el valor I~ de los solventes.Estosautoressugirieronquela formacióndepuentesdehidrógeno

podríajugarun papel imponanteen estoscambios:la fluoresceínaactúacomo aceptorde

puentesde hidrógenoen presenciade donadoresde puentesde hidrógenocomo el agua.

Cuandola fluoresceínasedisuelveenmezclasdedistintoscosolventescon agua,los solventes

actúanprovocandounadisminuciónenelnúmeroy/o enla fuerzade los puentesdehidrógeno

queformala fluoresceína,produciendoundesplazamientohaciael rojo conrespectoal H20.

El desplazamientohaciael rojo del espectrocuandola fluoresceínase une a anticuerpos

estaríaprovocadoporunadisminuciónen la formacióndepuentesde hidrógenoen la zona

de la moléculaque seunea laproteína.

Porlo tanto, los cambiosquesufrenlos espectrosde las moléculasfluorescentestras

suuniónalmicrotúbulopuedenindicarun cambioenelnúmeroo laintensidaddelos puentes

dehidrógenoqueformalafluoresceína,aunqueno podemosdescartarotrosefectos.Elestudio

de loscambiosespectroscópicosde Flutax,Flutax2 y Flutax3 libresy unidosamicrotúbulos

en distintossolventes,encomparacióncon los posiblescambiosquepudierandetectarseen

taxoidesconunespaciadormayorentreeltaxol y el fluoróforopuedeaportarmásinformación

paraexplicarestoscambios.

4.1.4.3.-Aplicacionesy perspectivas.

4.1.4.3.1.-Taxoidesfluorescentescomoherramientasparalocalizarel sitio de

unióndeltaxol.
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Duranteel transcursode estatesisdoctoralsehapropuestoun modelode estructura

tridimensionaldetubulina(Nogaleselal. 1997)apartirdehojasdeZn estabilizadascontaxol.

Enestemodelo,lamoléculade taxol seuneala 13-tubulinaen la carainternade la pareddel

mícrotúbulo (ver apartado7.2 de la Introducción). Sin embargo,diversas evidencias

experimentalescontradicenaparentementeesta situación del taxol. Experimentosde

intercambiode taxol unido a los microtúbulosporun excesode su análogodocetaxel,y

viceversa,muestranque lavidamediade intercambioentrelos dosligandosy el cambioen

el númerode protofilamentosinducido por la unión de taxoidetienenlugar en un minuto

(Díaz el al., 1998), lo que indica que el sitio del taxol seencuentrabastanteaccesibleal

solvente.

Enla visualizaciónde microtúbulosde proteínamicrotubularconFlutax,seobserva

la tinción de los microtrúbulospreformadosantesde un minuto despuésde la adicióndel

taxoide.La explicaciónmássimple de esteresultadoesque el sitio de unión del taxol se

encuentraen la paredexteriordelmicrotúbulo.Si el sitio estuvieseen la parteinterior, las

moléculasde taxol tendríanque i) pasaratravésde los extremosdelmicrotúbuloy difundir

desdelos extremoshaciael centrohastaunirse a los sitios vacíosdisponibles,o bien u)

accederal interior graciasa crecimientosy decrecimientosdel microtúbulodebidosa la

inestabilidaddinámica,o iii) atravésde poroso aperturasen laparedmicrotubular.

Paraexaminarla primeraposibilidad,se estimó el tiempomínimo requeridopara

marcarlaparedinternade los microtúbulospormoléculasde Flutaxdifundiendodesdelos

extremoshaciael interior del mismo.Paraello seasumióque launión rápidae irreversible

de Flutaxalaparedestálimitada únicamenteporladifusióndel ligando,y seaplicó la ley de

Fick, que relacionael transporteneto de masaa través la unidad de superficie con la

concentraciónde solutoy con ladistanciarecorridax. (Cantory Schimmel,1986,pags.570-

579). Igualandoelnúmerodemoléculasunidasunidasaun cortedelmicrotúbulode espesor

dx al númerode moléculasque difunden en el tubo duranteun intervalo de tiempo dt, y

asumiendoun gradientelineal de concentracióndeFlutax libre, sellegaaunaexpresiónque

relacionael tiempo requeridoparaque el frentede unión de Flutax sedesplacedesdeel

extremodel tuboaunaposiciónx. Aplicandoestaexpresión,seobtienequelasmoléculasde

Flutaxennuestrascondicionesde visualizacióndemicrotúbulosde MTP tardaríanal menos
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cuatrominutosenteñirunmicrotúbulode 10 ~m de longitud (Evangelioelal., 1998).Otros

cálculosde difusión de taxol a lo largo del microtúbuloporun grupodiferenteal nuestro

(Odde,1998)tambiénarguyencontralaposibilidadde que el taxol alcancesusito de unión

pordifusióndesdelos extremosdelmicrotúbulo.LaposibilidaddequeelFlutaxaccedaala

carainternagraciasaunarápidadespolimerizacióny posteriorensamblajecontaxol debido

a la inestabilidaddinámicade los microtúbuloses tambiénpocoprobable,yaquelas MAPs

suprimenla inestabilidaddinámica(Horio y Hotani, 1986).

La explicaciónmás sencilla que compatibiliza la unión rápida de Flutax a los

mícrotúbulosconel modelode estructuratridimensionalde tubulinaesqueel taxol accedeal

lumen del microtúbulo a través de porosen la paredmicrotubular,como los que se han

detectadoen la estructuraabajaresoluciónde los microtúbulos(Lanzavecehiael al., 1994;

Hiroseel al., 1997, 1998;ver figura 1.3).Otraposibilidadesqueel taxol accedaal lumendel

mícrotúbuloatravésde aperturastransitoriasen supared(Diazel al., 1998)En estecaso,el

interior del microtúbulo podría ser un compartimento funcionalmente importante,

interviniendojunto con lacaraexternade lapareden la regulaciónde sudinámica.

Actualmenteseestánusandolos taxoidesfluorescentesparamedirla velocidadde

uniónde Flutaxalmicrotúbulomediantefluorescenciaconresolucióntemporal.Dadoqueel

Flutax sufreun cambioen supKaaparentecuandoseune al microtúbulo,su espectrode

absorciónexperimentaun aumentosignificativo del coeficientede extinción,debidoa la

mayorproporcióndel dianión cuandoel ligando seune al microtúbulo.Este aumentodel

coeficientedeextinciónsetraduceen un aumentode la intensidadde fluorescencia,que se

estáusandoparamedirlavelocidadde unión de Flutaxmicrotúbulospreformados.A partir

de estavelocidad, se puedeestimar si los poros presentesen la paredmicrotubularson

suficientementegrandesparapermitirla entradade Flutaxenel lumendelmicrotúbuloen el

tiempocalculadoparalaunióndel taxoidea susitio.

4.1.4.3.2.- Uso de taxoidesfluorescentesparamedirconstantesdeuniónde

ligandosal sitio de unióndel taxol.

Recientementesehandescritonuevosligandosdelsitio deunióndeltaxol(epotilonas
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A y B, discodermolida,verapartado7.3 de laIntroducción).Sehadescritoquelas epotilonas

inhiben launiónde taxola los microtúbulos,porlo queseríainteresantedescribirla uniónde

estosnuevosligandosal sitio de uniónde taxol.

En estetrabajosehanmedido las constantesde equilibriode asociaciónde lamayor

partede los taxoidesfluorescentesa la tubulina. Por otro lado, hemos visto cómo el

coeficientede extinciónaparentedeFlutaxaumentacuandoseunealmicrotúbulo.Además,

sehadescritoquelaanisotropíade fluorescenciade Flutaxaumentaenun ordendemagnitud

cuandoseune a los microtúbulos(Evangelioel al., 1998).Estos cambiospermitenmedir

espectrofotométricamenteel porcentajede taxoideunido y taxoidelibre, sin necesidadde

separarelmaterialpolimerizadoy laproteínay taxoidelibresporsedimentación.Porlo tanto,

los taxoidesfluorescentespuedenusarseparamedirlas afinidadesrelativasde otrosligandos

queseunanal sitio de unión de taxolmedianteun experimentosencillode competición,en

el queun ligandodel sitio deunióndeltaxol no fluorescente(ligandocompetidor)desplazase

de susitio aun taxoidefluorescentea concentracióntotal constante(ligandotrazador).La

medidade aumentodeintensidado de anisotropíade fluorescenciadeltaxoidefluorescente

nosdaría la concentraciónde trazadordesplazado.El análisis de la competiciónpodría

realizarsecomosehadescritoen el apartado6.3.3 de Materialesy Métodosen funciónde la

concentracióntotal de ligando añadido,lo que nos daríacon bastanteaproximaciónla

constantedeequilibrio de asociacióndelligandono fluorescenteal sitio de unión de taxol.

4.2.-DIFERENCIAS ENTRE LA UNIÓN DE TAXOIDES FLUORESCENTES A

TUBULINA Y A MICROTUBIJLOS.

4.2.1.-Cambiosespectroscópicosde los taxoidesfluorescentes

.

El cambioque sedetectaen el espectrode absorciónde los taxoidesfluorescentes

cuandoseunena la tubulinaesdistinto al queocurrecuandoseunenalos microtúbulos.El

desplazamientohaciael rojo delaposiciónde susmáximosde absorcióny ladisminuciónde

sus coeficientesde extinción aparentesson mayores.Estos cambiosdetectanun tipo de

fenómenosdistintos a los que ocurren cuando los taxoidesfluorescentesse unen al
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mícrotúbulo,al tiempoquenossirvendeindicadordelestadodepolimerizacióndelaproteína

presenteen la solución.

Los cambiosen el espectrode absorciónde derivadosde taxol tras su unión a

mícrotúbulos y a tubulina no polimerizada ya han sido descritos para los taxoides

fluorescentesmencionadosanteriormente.(Guyeral., 1996;Senguptael al., 1996,1997).En

los dostipos de derivadossedetectancambiosen el espectrode absorcióno emisiónde los

taxoidescuandoseunena los microtúbulos,indicativosde un entornoapolarcercade las

posiciones2, N y 3’ y que las posiciones7 y 10 estánen un entornomenoshidrofóbico

(Senguptaelal., 1997).Tambiénse describencambiosenespectrode fluorescenciade los

ligandosenpresenciade tubulinaen condicionesde no ensamblaje(Senguptael al., 1995,

1997) o a tubulina-colehicina(Han el al., 1996). Los cambiosdetectadosen taxoides

fluorescentessustituidosen2 y 3’ sonlos queenpresenciademicrotúbulos.Sin embargo,los

taxoidesfluorescentesconsustituyentesenposiciones7 y 10 (Senguptael al., 1997)presentan

cambiosen suespectrode fluorescenciacuandoseunenamicrotúbulosdistintosalos quese

detectancuandose unena tubulina soluble, lo que indica que las sustitucionesen estas

posicionessonmásindicadasparacaracterizarcambiosen elmicroentomodel sitio deunión

del taxola laproteína.

Ningunode los dosgruposhamedidolauniónde taxoidesfluorescentesala tubulina

no polimerizada.El hechode quela uniónatubulinano se desplaceportaxol seachacaaque

las afinidadesde los taxoidespormicrotúbulosy porproteínano polimerizadaestánmuy

separadasy aque los sitios deunión no estánsaturados.Senguptael aL (1997)cuestionansi

el sitio de unióneselmismoparatubulinano polimerizadaqueparala tubulinaensamblada.

Sehapropuestoquela incorporaciónalmicrotúbulodeldímerode tubulinaprovoca

un cambioconformacionalenel sitiodeunióndeltaxol queaumentalaafinidaddelatubulina

por la droga(Díazel al., 1993).Es dificil sabersi los diferentescambiosobservadosen los

diferentestaxoidesfluorescentes unidos a tubulina o a microtúbuloscorrespondena un

cambioconformacionaldelsitio deunióntraselensamblajeo a launióndeltaxoideaunsitio

inespecíficodiferente.

4.2.2.-Unión de taxoidesfluorescentesatubulina

.
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Paracaracterizarla unión de los taxoidesfluorescentespor la tubulinaserealizaron

experimentosde velocidad de sedimentación,que mostraronque todos los taxoides

fluorescentesprobados,activoso no, seunende formaheterogéneaa la tubulina soluble,

preferentementeaformasde tubulinano determinadasmayoresqueeldímero.Lasevidencias

experimentalesde quelauniónde 2’ acetilFlutax(quetienemodificadoel grupo2’ hidroxilo

del taxol, implicadoen la unión con la tubulina(Jiménez-Barberoel al., 1998))y de quela

presenciade docetaxelno afectaaestaunión, indicanqueestaunión esinespecífica.

Paramedirlaafinidadde los taxoidespor la tubulinanopolimerizadaserealizaron

experimentosdeunión de ligando a tubulinaen las mismascondicionesen que sehizo la

velocidaddesedimentación.En los taxoidesanalizadosseobservaunaunióna un número

indeterminadode sitios en el dímerode tubulinaconconstantesde asociaciónmayoresque

parael sitio de bajaafinidad(sitio inespecifico)de los microtúbulos,lo queindicaquebien

elensamblajeenmicrotúbulos,obienla presenciadeMAPsdificultanlaunióndelos taxoides

a laproteína.

Paradistinguir entreestosefectossemidió launión de taxoidesamicrotúbulosde

GDP tubulina.En las curvasde uniónseobservaque el taxol y elFlutaxseunenaun sólo

sitiohastalasconcentracioneslibresensayadas,mientrasqueFlutax2 y Flutax3 muestranuna

uniónno específica.El ajusteaun modelo deunióna múltiplessitios con lamismaconstante

de asociacióncalculadaparala tubulinasolublemuestraunadisminuciónen elproductonKA.

Estasdos evidenciasdemuestranque el ensamblajeen microtúbulos,aun en ausenciade

MAPs, dificulta launióndetaxoidesalos sitiosdebajaafinidad.Estadisminuciónde la unión

de taxoideasitios debajaafinidadasociadaalapolimerizaciónpuededeberseala oclusión

de los sitios por los contactoslateralesentre subunidadesde tubulina, o bien a una

modificaciónen laafinidadde los taxoidesfluorescentesporla tubulinapolimerizada.

Porotro lado,dadoquelatubulinasufreunapequeñaagregaciónpordesnaturalización

en ausenciade Mg2~, y que la velocidad de sedimentaciónmuestraque los taxoides

fluorescentesseunenpreferiblementeaespeciesmayoresquela tubulina,parecenindicarque

los taxoidesfluorescentesseunenpreferiblementeatubulinaparcialmentedesnaturalizada.

Además,un experimentopreliminar (no mostrado)de polimerizaciónde GDP tubulina

sometidaa lasmismascondicionesquelas delexperimentodeunióndetaxoideatubulinano
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polimerizadaindicaquelaunióndeltaxoidefluorescenteinduceunadesnaturalizaciónen la

tubulina.Todoestopareceindicarquelaprotecciónqueelensamblajeejercesobredelaunión

de taxoidesfluorescentesa GDP tubulina es debidasimplementea la estabilizaciónde la

proteína,másque aunadisminuciónen elnúmerode sitios poroclusióndebidaacontactos

entresubunidadesde proteína.
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Las conclusionesquesepuedenextraerde esteestudioson las siguientes:

- ElFlutax,Flutax2, Flutax3 y Rotaxsoncapacesdeinducirlapolimerizacióndela tubulina

en suformainactiva(“GDP-tubulina”)conunaefectividadcomparablealadeltaxol. Flutax,

Flutax2 y Flutax 3 incorporanun ión adicionalde magnesioen el ensamblaje.

- Los microtúbulosdeGDP tubulinainducidosportaxoidesfluorescentespresentanalmenos

dosprotofilamentosmásque los inducidosportaxol. Cuandoseuneel taxoidefluorescente

a microtúbulosdeMTP ensambladospreviamentea la adición de taxoide,no seacusaun

cambiosignificativo en elnúmerodeprotofilamentos.

- La introducciónde unespaciadormáslargoentreel taxol y lamoléculafluorescenteanula

la capacidadde ensamblarGDP tubulinade Flutax.

- Los taxoidesfluorescentesevaluadossonútiles paravisualizarmicrotúbulosensamblados

in vitro pormicroscopiade fluorescencia.El Flutax seune específicamenteamicrotúbulos

preformadosenun tiempoinferioraunminuto, lo queindicaqueel sitio de unióndetaxol en

elmicrotúbuloseencuentrafácilmenteaccesibleal solvente.

- Todoslos taxoidesevaluadospresentandostiposde sitios de uniónenmicrotúbulos.Uno

específicodeltaxol dealtaafinidad,y un númeroindeterminadode sitiosinespecíficosdemás

bajaafinidad.Lasconstantesde equilibriode asociaciónde taxoidefluorescentea cadauno

de los tiposde sitioestánseparadasporórdenesdemagnitudparalamayoríade los taxoides.

- El Flutax,Flutax2 y Flutax3 sufrencambiosnotablesen suespectrode absorcióncuando

seunenalos microtúbulos,indicativosdeunmicroentomocatiónicoenel sitio deunióndel

taxol, y de unaalteraciónen el númeroo la intensidadde los puentesdehidrógenoqueforma

la fluoresceína.Estoscambiossonútilesparamedirlaunión de Flutaxamicrotúbulos.Los

cambiosobservadosen los espectrosde los taxoidesfluorescentescuandoseunenatubulina

nopolimerizadasonsignificativamentedistintos,y puedenusarsecomoindicadoresdelestado

de polimerizaciónde la tubulinapresenteen unadisolución.
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- Los derivadosfluorescentesevaluadosseuneninespecificamenteala tubulinaen suforma

no ensamblada.Estauniónseproducede formaheterogénea,aespeciesde tubulinamayores

del dímero. Las constantesde equilibrio de asociacióncalculadaspara la tubulina no

polimerizadasonalgomayoresquelas constantesde unión a los sitiosno específicosde los

microtúbulos.LapolimerizacióndelaGDPtubulinadificulta launióndetaxoidefluorescente,

bienporoclusiónde númerode sitios,bienporestabilizaciónde laproteína.
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